ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan

r INSTYTUT CHEMII BIOORGANICZN E tel.: centrala 61 852 85 03, sekretariat 61 852 89 19
! L. . faks: 61 852 05 32, e-mail: ibch@ibch.poznan.pl
Polskiej Akademii Nauk REGON 000849327 NIP 777-00-02-062

- http://'www.ibch.poznan.pl
dr hab. Michat Sobkowski, prof. ICHB PAN Poznan, 13.02.2019

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN
ul. Noskowskiego 12/14
61-704 Poznan

RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr Liliany Czernek
pt. ,Investigations on the role of cancer - derived exosomes in intercellular communication”
(,,Badanie roli egzosomoéw pochodzenia nowotworowego w komunikacji miedzykomaérkowe;j”)

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Liliany Czernek dotyczy waznego zagadnienia badawczego
dotyczgcego poznania roli egzosomow pochodzenia nowotworowego w komunikacji miedzykomdrkowej i
potencjalnego wykorzystania tych struktur jako nosnikéw lekéw. Doktorantka podjeta badania problematyki
nietatwej, ale budzacej ogromne zainteresowania swiata naukowego. Jest to niewatpliwie tzw. ,gorgcy temat”, co
uwidacznia zresztg sama Doktorantka, wskazujagc na podstawie kwerendy bazy danych PubMed, ze liczba
artykutéw naukowych zwigzanych z egzosomami wzrosta od kilkunastu rocznie pod koniec XX w., do rzedu kilku
tysiecy rocznie obecnie.

Podstawowym celem pracy byto poszerzenie wiedzy na temat wykorzystania egzosomow przez komorki
nowotworowe do wysytania sygnatéw immunosupresyjnych. Dla jego realizacji Doktorantka sformutowata 6
zadan, ktére objety charakterystyke egzosomow, ustalenie warunkdédw ich znakowania markerami
fluorescencyjnymi, ustalenie, czy egzosomy pochodzenia nowotworowego mogg wptywaé na sygnaty uktadu
odpornosciowego oraz na wytwarzanie cytokin, przeprowadzenie analizy bioinformatycznej miRNA zawartych w
egzosomach i ich wplywu na immunosupresje i wreszcie przeprowadzenie badan nad wykorzystaniem
egzosomoéw jako nosnikéw lekdw przeciwnowotworowych.

Rozprawa doktorska mgr Liliany Czernek zostata napisana w jezyku angielskim pod kierunkiem prof. Markusa
Diichlera. Liczy ona 184 stron i sktada sie z zestawienia osiggnie¢ Doktorantki, listy skrétéw, streszczen w jezyku
angielskim i polskim, przegladu literaturowego, okreslenia celu badan, czteroczesciowego przedstawienia
wynikéw i dyskusji, czesci eksperymentalnej, wnioskéw i imponujgcego spisu odnosnikow literaturowych
liczacego 518 pozycji.

Czesc literaturowa wprowadza czytelnika w tematyke egzosomow. Rozpoczyna jg kroétki rys historyczny, po
ktorym Doktorantka przedstawia zwiezle klasyfikacje pecherzykdw btonowych wydzielanych przez komoérki,
porownujgc egzosomy z innymi rodzajami wydzielanych ciat btonowych. Dalej nastepuje obszerne omdwienie
obecnego stanu wiedzy na temat biogenezy egzosomdw, ich wydzielanie i wchtanianie oraz zawartos¢. Kolejne
podrozdziaty opisujg szczegdlnie istotne dla rozprawy zagadnienia obejmujace role egzosoméw w organizmie
zdrowym (gdzie ich gtéwne zadania to komunikacja miedzykomérkowa, stymulacja odpowiedzi immunologicznej
lub tolerancji, szczegdlnie w czasie cigzy, oraz udziat w regeneracji tkanek) oraz w warunkach patofizjologicznych,
ze szczegbélnym uwzglednieniem immunosupresji i immunomodulacji przez egzosomy pochodzenia
nowotworowego. Jest to niewatpliwe fascynujgcy przyktad, jak czynniki regulujgce homeostaze w prawidtowo
funkcjonujgcym organizmie mogg zosta¢ wykorzystane przez tkanke nowotworowg do swoich ,celow”.



Rozdziat literaturowy oceniam bardzo pozytywnie. Jego tematyka jest scisle zwigzana ze zrealizowang praca
badawczg, porzadkuje wiedze i pozwala ulokowad na jej tle przeprowadzone badania wtasne. Doktorantka opisata
w sposob prawidtowy niezwykle obszerny temat, korzystajgc przy tym z ok. 400 zacytowanych publikacji
naukowych. Nalezy zwrdcic¢ przy tym uwage, ze sg to w wiekszosci prace z ostatnich kilku lat, a wiec oméwiony
jest najnowszy stan wiedzy.

Realizacje postawionych zadan badawczych Doktorantka rozpoczeta od czesci analitycznej, wykorzystujgc rézne
techniki do identyfikacji i scharakteryzowania badanych obiektow. Egzosomy opisane w pracy pochodzity z trzech
linii komérek nowotworowych — czerniaka (linie A375 i 1205Lu) oraz linii OvC16 raka jajnika, a jako kontrole uzyto
egzosomow pochodzacych z osocza. Pochodzenie nowotworowe egzosomdéw Doktorantka potwierdzita wykazujac
— za pomocg cytometrii przeptywowej — obecnos$é na ich powierzchni markerow CD9 i CD63, natomiast ich
rozmiary i ksztatt okreslita stosujgc mikroskopie sit atomowych, transmisyjng mikroskopie elektronowg i technike
$ledzenia nanoczgstek (NTA). Analizujgc nietrywialne w analizie ilustracje rodzi sie pytanie, czy mozliwe bytoby
zobrazowanie egzosomdw za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowej? Ponadto Doktorantka stwierdzita
na powierzchni egzosomdéw wysoki poziom antygenéw CD47, CD80, CD14, HLA-ABC, a niski CD11b.

Nastepnym etapem badan byta optymalizacja warunkdéw uzyskiwania, oczyszczania i przechowywania egzosomoéw
oraz ustalenie mozliwosci ich znakowania fluorescencyjnego i okreslenie parametrow tego procesu dla dwdch
barwnikéw, ktére wczesniej nie byty stosowane w tym celu. Te niewatpliwe praco- i czasochtonne, ale niezbedne
badania wstepne pozwolity Doktorantce stworzy¢ prawidtowy warsztat pracy, umozliwiajgc przystgpienie do
realizacji zasadniczej czesci doktoratu.

Przekazywanie sygnatéw miedzy komédrkami za posrednictwem egzosomdw wymaga ich wychwycenia przez
komoérki docelowe, a zbadanie tego procesu byto istotnym elementem rozprawy. Doktorantka ustalita w
pierwszym rzedzie, ze egzosomy sg efektywnie internalizowane przez komérki docelowe oraz ze ich pochodzenie
nie wptywa na ten proces, istotny jest natomiast nie tylko rodzaj komdrek docelowych, ale takze status ich
zréznicowania (komarki dojrzate czynity to wydajniej niz niedojrzate).

Kolejnym pytaniem, ktére postawita Doktorantka, byta kwestia, czy egzosomy pochodzenia nowotworowego
moga wptywaé na system odpornosciowy. W tym celu komérki THP1 byty inkubowane w obecnosci pozywki
pozbawionej egzosomow, pozywki po hodowli komérek nowotworowych A375, takze pozbawionej egzosomow,
oraz w obecnosci komdrek A375. Doktorantka analizowata poziom szeregu markeréw, w tym antygenu HLA-DR
zaangazowanego w odpowiedZ odpornosciowg. Pozbawiona egzosomoéw pozywka po hodowli komdrek A375
spowodowata znaczgcy wzrost ilosci antygenu HLA-DR na powierzchni komoérek THP1, natomiast w obecnosci
egzosomoéw wydzielanych z komérek A375 jego ilos¢ zdecydowanie zmalata, wskazujgc na immunosupresyjne
dziatanie egzosoméw. Innym podejsciem do tego zagadnienia byto zbadanie wptywu egzosoméw na poziom
biatka NFAT5, ktore jest czynnikiem jadrowym aktywowanych limfocytéw T i stymuluje odpowied?
odpornosciowa. Poprzedzone analizg bioinformatyczng badania technika western blot wskazaty, ze miRNA
zawarty w egzosomach pochodzenia nowotworowego rzeczywiscie wptywa na poziom badanego biatka NFATS.

W nastepnej czesci pracy Doktorantka zajeta sie wptywem egzosomdw na wydzielanie cytokin. Wyniki ponownie
potwierdzity jej zatozenia, gdyz zaobserwowata, ze poziom interleukiny 12 ulegat obnizeniu po ekspozycji komédrek
uktadu odpornosciowego na egzosomy pochodzenia nowotworowego. Wszystkie powyzsze badania wskazuja, ze
egzosomy uwalniane przez komérki nowotworowe mogg w znaczgcy sposob chronic je przed interwencja uktadu
odpornosciowego.

Ostatni obszar badawczy przedstawiony w recenzowane]j dysertacji dotyczy nieco innego, lecz nadal zwigzanego
tematycznie zagadnienia wykorzystania egzosoméw pochodzenia nowotworowego jako nosnikéw lekow



przeciwnowotworowych. Doktorantka zbadata rézne metody wprowadzania kilku typéw lekéw do egzosomow
oraz przeprowadzita optymalizacje warunkdw tych procesdw, a nastepnie wykazata, ze uzyskane egzosomy s3
zdolne do obnizania przezywalnosci komdrek nowotworowych.

Podsumowujac przedstawione wyniki nalezy stwierdzi¢, ze Doktorantka w petni osiggneta zatozone cele pracy.
Poza niewatpliwymi walorami poznawczymi, przedstawiona rozprawa zawiera jednak pewng ilos¢ mankamentoéw,
zwlaszcza w czesci Results and discussion, ktdre z obowigzku recenzenta musze przedstawi¢ i jednoczes$nie
poprosi¢ o wyjasnienie niektdrych zagadnien.

Jesli chodzi o budowe i elementy rozprawy, to wspomniana czes$¢ Results and discussion zaczyna sie bez zadnego
wstepu od opisu wynikéw — skoro sg to ,rezultaty i dyskusja”, to sekcje te powinno zaczg¢ chocby krétkie
wprowadzenie. W kolejnych podrozdziatach tej czesci Doktorantka zastosowata uktad tresci, w ktérym po
oméwieniu wynikow wtasnych zamieszcza dos¢ obszerne opisy literaturowe dotyczace danego podrozdziatu, w
ktore wplecione sg sporadycznie krotkie komentarze odnosnie badan wtasnych. Oczekiwatbym raczej uktadu
odwrotnego — wprowadzenia literaturowego na poczatku podrozdziatu, a nastepnie przedstawienia na tym tle
swoich wynikdw oraz przeprowadzenia obszerniejszej dyskusji, ktdrej w niektdrych podrozdziatach bardzo
brakuje. Lekture pracy utrudniajg tez zbyt lakoniczne opisy niektdrych ilustracji i tabel (np. Tabela 3 ma podpis
»Mean values of at least three experiments are shown, standard deviations are not included (less than 10%)”, nie
ma natomiast informacji, czego dotyczg te wartosci). W efekcie dla zorientowania sie, co one przedstawiajg
konieczne jest czasem szukanie opisow w tekscie gtéwnym. Nie zaszkodzityby tez dokfadniejsze omdwienia
warunkéw doswiadczen i zamieszczenie bardziej szczegétowych danych eksperymentalnych, jak np. stezenia,
temperatura, czasy, gdyz — jak to wykazata sama Doktorantka — sg to istotne parametry badanych proceséw.

Z kolei za rzecz zupetnie niepotrzebng uwazam zamieszczenie szczegétowe] analizy rozwigzywania prostej
proporcji czy pokazanie 9 krokéw dzielenia masy 3x10’ g przez liczbe Avogadry. S3 to dziatania matematyczne na
najprostszym poziomie i jako takie powinny by¢ pominiete.

Pytania merytoryczne (na odpowiedzi lub wyjasnienia licze podczas publicznej obrony):

Pytanie 1: W rozdziale 1.1.6. opisane zostaty badania linii komérkowych 1205Lu i A375 (Fig. 10i 11), a w rozdziale
1.2.1.1. linii OvC16 (Fig. 12). Dlaczego wybrane zostaty rézne linie? Czy byt jakis klucz ich doboru? Zazwyczaj
zmiana modelu utrudnia poréwnywanie wynikéw.

Pytanie 2: Analizy FACS egzosoméw z komérek 1205Lu oczyszczonych jednokrotnie pokazane na Fig. 13 sg bardzo
zblizone do kontroli negatywnej na Fig. 10 i dla egzosomodw z THP1. Jak nalezy interpretowac ten wynik?

Pytanie 3: s. 74, Fig. 17: Czy konkluzje odnosnie czasu inkubacji to tylko subiektywna ocena intensywnosci
fluorescencji, czy zostata wykonana kwantyfikacja emisji? Nie jestem tez przekonany co do wtasciwego doboru
czaséw eksperymentéw. Dla DSSN+ pierwsza pokazana ilustracja po 1 h wizualnie wydaje sie bowiem juz
maksymalna. Czy Doktorantka sprawdzata emisje wczesniej niz po 1 h? Moze wystarcza czas zdecydowanie
krotszy? W przypadku CFSE sytuacja jest odwrotna — czy sprawdzano emisje pdzniej niz po 24 h? Moze po
dtuzszym czasie byta ona jeszcze silniejsza? | kolejne nasuwajgce sie pytanie — czy bezposrednie znakowanie
komérek ma takg samga kinetyke, czy tez jest to zjawisko charakterystyczne dla znakowania za pomoca
egzosomow?

Pytanie 4: s. 80: W Tabeli 3 niektére wartosci liczbowe zaznaczone sg na czerwono. Mozna domyslaé sie, ze
oznacza to szczegdlnie duze zmiany. Jednak w przypadku makrofagéw 7-krotny wzrost nastgpit nie tylko dla
oznaczonych na czerwono CD11b i ¢, ale takze dla CD86. Prosze o komentarz.



Pytanie 5: s. 80: Zdanie ,,the immature DCs showed a moderate upregulation of MHC class Il molecules, which was
reduced again during further maturation” budzi watpliwosci — jak wida¢ w Tabeli 3, spadek nastepuje tylko dla
CD14 i CD15, dla innych antygendw klasy MHC Il nastgpit wzrost lub nie byto znaczgcej zmiany. Prosze o
komentarz.

Pytanie 6: W rozdziale ,2.5.2. Western Blot — Ovarian cancer cell line” niektére prazki sg bardzo ztej jakosci. Czy
analiza takich wynikéw pozwala na wyciggniecie wiarygodnych wnioskéw? Jest to tym bardziej warte zwrdcenia
uwagi, ze niektére wyniki sg zaskakujgce. Po pierwsze, z wykreséw zamieszczonych na Fig. 35 wynika, ze egosomy
FBS w stezeniu 20 pg/ml obnizaty ekspresje, a przy stezeniu 50 ug/ml ekspresja wzrosta nieco powyzej préby
kontrolnej. Z kolei egzosomy A375 obnizaty ekspresje w obu stezeniach tak samo, ale byta to wartos¢ w
przyblizeniu taka sama, jak stwierdzona dla egosoméw FBS w stezeniu 20 ug/ml. Podobn sytuacja ma miejsce na
Fig. 37, gdzie egzosomy A375 w stezeniu 20 pg/ml silnie obnizaty ekspresje, ale przy stezeniu 50 pg/ml ekspresja
byta niewiele nizsza od kontrolnej. Tak nieoczekiwane wyniki domagajg sie komentarza.

Pytanie 7: Sg to w zasadzie uwagi, a nie pytanie: nas. 112 i 115i 116 Doktorantka pisze, ze ,1C50 was determined”
odwotujac sie do wykreséw odpowiednio na Fig. 41, 44 i 46 — nie podata jednak wartosci liczbowe] (nawiasem
mowigc, na wykresach tych nie pokazano odchylenia standardowego, a wg opisu sg to wartosci Srednie z 3
eksperymentdw). Jesli oznacza to warto$é odczytang z wykresu, to nie nalezy pisaé, ze zostata ona ustalona (robi
sie to metodami obliczeniowymi), a jedynie ,oszacowana przez interpolacje”. Jednak odczytywanie IC50 z
wykresdw na Fig. 44 i 46 jest obarczone sporym btedem ze wzgledu na olbrzymi skok IC wynoszacy od 70/100%
dla ¢c=0,01 mM do 0% dla 0,05 mM — brak jest stezen posrednich, ktére pozwolityby lepiej okresli¢ ksztatt krzywej.

Pytanie 8: Na s. 112-113 brak jest zgodnosci co do liczby i tresci miedzy opisami eksperymentéw na s. 112 a
opisami stupkow na Fig. 42. Jakie byty wiec warunki poszczegdlnych eksperymentow pokazanych na Fig. 42?

Pytanie 9: W badaniach lekdw Doktorantka operuje tajemniczymi okresleniami ,drug no. 6”, ,drug no. 77,
»,BK176.4” i ,WUM11” — o jakie substancje chodzi? Dlaczego w réznych doswiadczeniach badano rézne leki? Takie
podejscie utrudnia poréwnywanie wynikow.

Pytanie 10: s. 119: Histogram FACS dla 100% DMSO na Fig. 49 jest bliski linii podstawowej, natomiast MFI na Fig.
50 jest jedynie o potowe mniejsze niz dla 0% DMSO. Jak wyjasni¢ ten brak zgodnosci?

Pytanie 11: s. 120-121, Fig. 51A: exo, S daje taki sam efekt jak exo, D, S, zatem wysycenie egzosomoéw lekiem
BK176.4 nie miato znaczenia, wystarczyty same egzosomy i saponina. Jak to wyjasnic¢?

Pytanie 12: Na s. 122 Doktorantka pisze ,dicarboximide compound which did not show toxicity to adherent
cancer cell lines, even in concentration >100uM (WUM 11), was tested” — z Fig. 52 wynika jednak, ze WUM11 jest
toksyczny, IC50 = 100 uM. jak to wyjasnic?

Pytanie 13: Opisujgc parametry sonifikatoréw Doktorantka podaje czestotliwo$¢ 2 kHz. Tymczasem zakres
ultradzwiekow zaczyna sie powyzej 20 kHz. Czy nie ma tu pomytki?

Pytanie 14: Na s. 150 brak jest wprawdzie jednostek przy stezeniach, ale mozna domysli¢ sie, ze chodzi o stezenie
milimolowe. Podane liczby sg jednak 10x mniejsze niz na Fig. 41, 44 i 46. Ktére wartosci sy poprawne?

Doktorantka nie ustrzegta sie tez dosc¢ licznych drobnych btedéw redakcyjnych, ktérych wymienianie tu nie ma
wiekszego sensu, a ktore przypisuje brakowi czasu na uwazniejszg korekte. Wspominam o nich dlatego, zeby
zwrdcié¢ uwage Autorki, ze czytelnicy zauwazajg takie niedoskonatosci tekstu.



Przedstawione powyzej uwagi i pytania nie umniejszajg w zadnej mierze wysokiej wartosci naukowej
recenzowanej rozprawy i majg by¢ dla Doktorantki wskazéwkami, jakich putapek unikaé przy pisaniu tekstow
naukowych. Nie ulega watpliwosci, ze Doktorantka przeprowadzita bardzo rozlegte badania, poczynajgc od
poznania podstawowych wtasciwosci badanych obiektéw, po wykorzystanie zbudowanego warsztatu badawczego
do prowadzenia zaawansowanych doswiadczen na wysokim poziomie. Wykazata sie przy tym rozleglty wiedzg,
sprawnoscig eksperymentatora i znajomoscig wielu technik. Dodatkowym, niematym atutem jest przygotowanie
rozprawy w jezyku angielskim. Doktorantka zadbata tez o jej atrakcyjny wyglad i bardzo dobrej jakosci ilustracje.

Z zamieszczonego dorobku wynika, ze mgr Liliana Czernek jest osobg bardzo aktywna, uczestniczka wielu
konferencji, szkolen i innych wydarzen naukowych. Jest tez wspétautorka 3 publikacji naukowych z listy JCR.

Mgr Liliana Czernek wykazata sie pracowitoscig, starannoscig i sumiennoscig w prowadzanych pracach, a przede
wszystkim pokazata, ze potrafi prawidtowo zaprojektowaé, prowadzi¢ i rozwigzaé skomplikowane problemy
badawcze, czego dowodem jest przedstawiona praca doktorska. Spetnia ona wszelkie wymogi ustawowe, dlatego
z petnym przekonaniem wnioskuje o jej przyjecie i dopuszczenie mgr Liliany Czernek do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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