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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Liliany Moniki Czernek zatytutowanej ,,Badanie roli egzosomow
pochodzenia nowotworowego w komunikacji miedzykomérkowej” wykonanej w Centrum Badar

Molekularnych i Makromolekularnych PAN

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy charakterystyki egzosomoéw trzech linii
komorek nowotworowych tj. dwéch linii czerniaka (A375 i 1205Lu) oraz linii raka jajnika (OvC16), analiz
interakcji egzosoméw uwalnianych przez komoérki nowotworowe z komérkami ukfadu
immunologicznego, a takze wykorzystania potencjatu egzosoméw jako nosnika lekéw. Charakterystyka
modelu badawczego obejmowata: (i) optymalizacje metody izolacji, (ii) weryfikacje obecnosci
egzosoméw technikami obrazowymi (AFM oraz TEM) oraz immunologicznymi (Western blot
i cytometria przeptywowa), (iii) ocene warunkéw hodowli komérkowej w kontekscie izolowanych
egzosomow oraz (iv) zbadanie wptywu procedur przechowywania na stan egzosoméw. W zwigzku
ztym, ze w badaniach nad egzosomami nie istnieje ,zloty standard” postgpowania, to etap
charakterystyki i optymalizacji procedury izolacji jest konieczny w kaidej pracy badawczej w tej
dziedzinie. Doktorantka zdecydowata sie na izolacje egzosoméw za pomocg ultrawirowania, bedacego
jedna z kilku standardowych metod. Doktorantka zadbata, aby obecno$¢ egzosoméw potwierdzic
kilkoma niezaleznymi testami. W mojej opinii ten etap pracy doktorskiej zostat bardzo poprawnie
i w petni zrealizowany. Jedyng uwage jaka mozna mie¢ na tym etapie to zastosowanie odwirowanej
bydlecej surowicy do suplementowania pozywki hodowlanej. Surowica bydleca sama bedac Zrédtem
egzosoméw, co stusznie stwierdza doktorantka, jest niestety powodem kontaminacji egzosomow
otrzymywanych w procesie ich izolacji z pozywek stosowanych w czasie hodowli komérkowej. W celu
usuniecia egzosoméw bydlecych z surowicy uzywanej do suplementacji pozywki hodowlanej
doktorantka wykorzystata technike ultrawirowania, niestety nie udokumentowata w swojej pracy

oceny wydajnosci tego procesu.



Tematem pracy jest badanie roli egzosoméw uwalnianych przez komérki nowotworowe
w komunikacji migdzykomérkowej. Doktorantka wybrata jako model tych oddziatywari komérki uktadu
immunologicznego. Tematyka pracy badawczej, ktérej podjeta sie mgr Liliana Czernek jest bardzo
aktualna, ale nie tatwa ze wzgledu na ogromne zainteresowanie tematem dostarczajace olbrzymia iloé¢
czesto  sprzecznych informacji. Dodatkowo, réinorodnoéé technik izolacji i procedur
wykorzystywanych w réznych laboratoriach powoduje trudnoéci w odnoszeniu wynikow swoich badan
do wynikéw opisanych w pracach innych Zespotéw. Fakt ten niezwykle utrudnia proces interpretac;ji
wynikéw. Aby z powodzeniem prowadzi¢ badania nad komunikacja miedzykomérkowa odbywajacg sie
za pomoca egzosomow konieczna jest mozliwo$¢ zobrazowania procesu wychwytu egzosoméw przez
komorki z wykorzystaniem technik mikroskopowych. Ze wzgledu na rozmiar badanych struktur (okoto
100 nm) nie jest to zadanie trywialne. W prezentowanej pracy doktorskiej byt to kolejny etap
prowadzonych badan. Doktorantka zaprezentowata przeglad klas barwnikéw fluorescencyjnych
stosowanych dotychczas w badaniach nad egzosomami. Do badari wiasnych wybrata jednak dwa
barwniki fluorescencyjne nie uzywane dotychczas do znakowania fluorescencyjnego egzosomoéw tj.
ester sukcynimidynowy karboksyfluoresceiny (CFSE) oraz 4,4’-bis (4’- (N,N-bis (6”-(N,N,N-
trimetyloamoniowy)-heksylo)-styrylo)-tetilodisililen (DSSN+). Opracowana przez mgr Liliane Czernek
metoda wizualizacji egzosoméw z wykorzystaniem barwnikéw fluorescencyjnych zostata przez nig
z powodzeniem wykorzystana w nastepnych etapach badari. W tej czesci pracy doktorskiej pojawito
sig kilka niedociggnig¢ wymagajacych poprawienia dla utatwienia interpretacji otrzymanych wynikéw:
(i) na rycinie prezentujacej kinetyke pobierania przez komérki znakowanych egzosoméw (CFSE oraz
DSSN+) brak zdje¢ kontroli negatywnej; (ii) na rycinach (16B, 25, 26C, 27C) nie oznaczono istotnoséci
statystycznej poréwnywanych wartosci, co utrudnia ocene wagi otrzymanych wynikéw; (iii) z kolei na
przyktad rycina 28 nie zawiera odchylen standardowych. Na tym etapie badan zostata wykonana
analiza potwierdzajaca, ze znakowane egzosomy pochodzace z tej samej linii komérkowej s pobierane
z podobng intensywnoscia co egzosomy izolowane z innych linii komérkowych. Niestety, rycina 22
w swoim opisie nie zawiera informacji po jakim czasie dokonano tej analizy. Mimo tych technicznych
uwag optymalizacja procesu wychwytu egzosoméw przez komdrki nowotworowe byta podstawa do
ciekawych badari komunikacji miedzykomérkowej. Doktorantka wykazata, ze status zréznicowania
komérek mieloidalnych wptywa na efektywno$¢ wychwytu egzosoméw oraz ,stosunkowo” (niestety
brak oceny istotnosci statystycznej) wysoka ekspresje antygenu CD47 na egzosomach uwalnianych
przez komérki nowotworowe, przy jednoczesnym wysokim wychwycie egzosoméw uwalnianych przez
te komorki przez makrofagi. Obecno$¢ CD47 na powierzchni egzosoméw powinna blokowaé receptor
SIRPa na powierzchni makrofagéw i nie pozwalaé naich fagocytoze. Wiekszo$¢ guzéw nowotworowych
chroni sie przed atakiem makrofagdw przez ekspresje biatka CD47. Ten bardzo ciekawy wynik nie zostat

poddany w mojej opinii wyczerpujacej ocenie w przeprowadzonej przez autorke dyskusiji.
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Z wykorzystaniem technik ,transwell”, Western blot oraz cytometrii przeptywowej
doktorantka sprawdzita czy egzosomy pochodzace z komérek nowotworowych modyfikujg szlaki
sygnatowe odpowiedzi immunologicznej komdrek biorcow i wykazata zmniejszong ekspresje receptora
prezentujacego antygen HLA-DR. Wynik ten stanowi¢ moze wstep do wykonania badari funkcjonalnych
badajacych zaobserwowang zaleznos¢. Doktorantka wykonata ocene poziomu biatka NFATS (czynnik
jadrowy aktywowanych limfocytéw T) i wykazata wptyw podanych egzosoméw na poziom biatka
NFATS w badanych liniach komérkowych. Wyniki wykazaty dodatkowo obnizenie poziomu
interleukiny 12 komérek uktadu immunologicznego po ekspozycji na egzosomy.

Prezentujac wyniki analizy miRNA egzosoméw w warunkach normoksji (21% 0,) i hipoksji
(1% O) technikami mikromacierzy (microARRAY) doktorantka z powodzeniem wykorzystata dostepne
online oprogramowanie i samodzielnie przeprowadzita analizy statystyczne. Brak jednak informacji na
temat wersji baz danych, z ktérych doktorantka korzystata podczas wykorzystania tych narzedzi. Tabela
6 w tym rozdziale jest nieczytelna.

Kolejnym zagadnieniem podjetym przez doktorantke byta ocena potencjatu egzosoméw jako
srodkéw terapeutycznych. Doktorantka analizowata skutecznoéé metod ,fadowania” potencjalnych
lekéw do egzosoméw. W tej czesci pracy doktorantka wykazata najwieksza skutecznosé elektroporaciji.
Analizy z wykorzystaniem testu MTT wykonane na egzosomach, do ktérych wprowadzono zwigzki
bedace potencjalnymi lekami powodowaty podobny efekt cytotoksyczny jak bezposrednie podanie
tego zwigzku w stezeniu powyzej 100 uM. Dotychczas w literaturze wykazano uzytecznos$é egzosomow
jako nosénikéw lekéw. Praca wykonana przez doktorantke potwierdza wiec takie mozliwosci
wykorzystania egzosoméw. Ten element prezentowanej do oceny pracy doktorskiej jest najmniej
spojny z pozostatymi badaniami, sama doktorantka réwniez nie poswieca swojej decyzji ani stowa
wyjasnienia. We wstepie zabraklo w mojej opinii oméwienia obecnego stanu badan, w ktérym
doktorantka mogtaby przyblizy¢ czytelnikowi powody swojej decyzji wyboru tego kierunku badan.

Podsumowuijac ocene tematyki badan i jej realizacji przez doktorantke, przedstawiong do
recenzji pracg oceniam wysoko. Mimo ze nie zabrakto w zaprezentowaniu wynikéw badar potknie¢,
to badania bedace jej przedmiotem maja charakter nowatorskich, zostaty bardzo dobrze zaplanowane
i zrealizowane.

Pod wzgledem redakcyjnym prace doktorska rozpoczyna szczegétowy wykaz skrétéw oraz jej
streszczenia w jgzyku polskim i angielskim. Rozprawa doktorska zostata zredagowana w jezyku
angielskim i obejmuje 184 strony tekstu wliczajagc w to miedzy innymi bardzo obszerny przeglad
literatury (bibliografie stanowi 518 pozycji). Uktad pracy jest typowy. Zawiera standardowe dla tego
typu dziet naukowych rozdziaty tj. wstep, wyniki oraz dyskusje, metodyke badawcza, podsumowanie
oraz bibliografie (w wymienionej kolejnosci). Wstep pracy doktorskiej stanowi 30 stron (zawierajacych

poza tekstem 4 ryciny oraz 2 tabele) starannie omawiajace aktualny stan wiedzy zwigzany
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z prowadzonymi przez doktorantke badaniami naukowymi. Poszczegdlne podrozdziaty tej czesci s
napisane z duzg znajomoscig tematu. Doktorantka skupia sie na roli egzosoméw w komunikacji
miedzykomoérkowej, ze szczegélnym uwzglednieniem oddziatywari egzosoméw uwalnianych przez
komorki nowotworowe z komérkami uktadu immunologicznego stanowigcych przedmiot jej badan.
W mojej opinii zabrakto w tej czesci wprowadzenia do prezentowanych w dalszej czeéci badani nad
wykorzystaniem egzosomoéw jako nosnika lekéw. Ta dziedzina badan nad egzosomami jest dobrze
udokumentowana w literaturze i jest niewatpliwie jedng z intensywniej badanych funkcji egzosoméw.
Kolejny rozdziat pracy stanowi potgczenie wynikdw pracy doktorskiej oraz ich dyskusji. Rozdziat ten jest
bogato ilustrowany 47 rycinami oraz 5 tabelami. Niestety, niektére z nich nie sy wystarczajgco czytelne,
co utrudnia odbidr tej czesci pracy i stanowi dla czytelnika pewien dyskomfort (np. rycina 32 oraz tabela
6). W przypadku ryciny 38 skala na obu osiach jest nieczytelna. Uzyskane przez doktorantke wyniki
zostaly przedstawione w sposéb systematyczny, a kazdy z rozdziatéw koriczy sie ich podsumowaniem
oraz dyskusja. Opisy doswiadczen w rozdziale pracy doktorskiej dotyczacym metod
wykorzystanych podczas jej realizacji s3 kompletne i szczegétowe w stopniu pozwalajgcym na
powtdrzenie badann w innych laboratoriach. Rozdziat ten zawiera ryciny i tabele ilustrujace
schematy doswiadczen lub prezentujace etapy analizy utatwiajace odbidr zaréwno tej czesci pracy
jaki i zrozumienie prezentowanych w pracy doktorskiej wynikdw badarn. Mniej czytelny jest
rozdziat prezentujgcy wnioski. Doktorantka zdecydowata sie na forme opisowa. Zdecydowanie
bardziej czytelna bytaby forma przedstawiajgca wnioski w punktach korespondujgcych z celami
postawionymi przez doktorantke w ramach realizacji badan do niniejszej pracy doktorskiej. Forma
wybrana przez doktorantke sprawia, ze wnioski przybierajg forme generalnych stwierdzen i opisu
stanu wiedzy, a nie konkretnego podsumowania wtasnych przeciez wynikéw badan.

Swojg prace doktorskg mgr Liliana Monika Czernek przygotowywata pod opieka
Pana dr hab. Marcusa Diichlera. Promotor jest rozpoznawalnym i cenionym specjalista w dziedzinie
badan nad egzosomami. Praca doktorska zostata zrealizowana jako cze$¢ badar dwoch projektow
naukowych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, projektu dla mtodych naukowcéw oraz
funduszy wtasnych Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN.

Do rozprawy dotaczony zostat spis prac naukowych doktorantki, na ktéry sktadajg sie trzy
publikacje, udziat w konferencjach krajowych oraz miedzynarodowych (w sumie doktorantka jest
pierwszym autorem 9 plakatéw). Prezentowany w tej czesci pracy dorobek zwigzany jest z tematem
pracy doktorskiej. Wyniki opublikowane zostaty w dobrych czasopismach naukowych z listy
filadelfijskiej i sktadajg sie na tgczny wspétczynnik oddziatywania (IF) wynoszacy 7,17. W wypadku
doktorantki taki dorobek nalezy uzna¢ za znaczny. Dorobek doktorantki oceniam jako bardzo dobry na

tym etapie kariery naukowej.



Podsumowujac, przedstawione przeze mnie w niniejszej recenzji uwagi i watpliwosci nie
umniejszaja mojej oceny catoksztattu rozprawy, ktérg uwazam za wartosciowq i oceniam bardzo
dobrze. Nalezy rowniez podkresli¢ duzy naktad pracy eksperymentalnej doktorantki. Wykazata sie ona
duza wiedza teoretyczng w zakresie prowadzonych badarn oraz umiejetnosciami prowadzenia pracy
badawczej na wysokim poziomie. Rdznorodnos¢ technik wykorzystywanych podczas realizacji badan
pozwolita na wielostronne scharakteryzowanie modelu badan. Biorgc pod uwage wszystkie elementy
przedstawionej powyzej oceny stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Liliany
Moniki Czernek spetnia wszystkie niezbedne warunki okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z pdzniejszymi
uzupetnieniami.

W zwigzku z powyiszym, z petnym przekonaniem przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej
Centrum Badar Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie

Pani mgr Liliany Moniki Czernek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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