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RECENZIA

rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Surman pt. ., Charakterystyka ektosomow uwalnianych

przez komérki ludzkiego czerniaka zlosliwego ” .

Choroby nowotworowe sg bardzo powaznym i groznym w swoich skutkach problemem
zdrowotnym wszystkich praktycznie spoteczenstw. Zaistnienie tego problemu zdrowotnego
spowodowato powstanie i szybki rozw6j nowych kierunkéw badawczych w ramach kilku dziedzin
nauki: medycyny, biologii, biochemii. Z jednej strony chodzi o opracowanie metod diagnostyki
tych chordb, metod specyficznych i czutych, pozwalajacych wykry¢ chorobg na wezesnych etapach
jej rozwoju, z drugiej strony chodzi o opracowanie skutecznych metod leczenia. Badania s3
prowadzone w dwoch systemach: w ukladzie poza ustrojem zywym (in vitro) oraz w uktadzie in
vivo. W maju 1967 roku Peter Wolf opublikowat prace w ktorej, jako pierwszy donio st, ze ludzkie
plytki krwi wydzielaja tzw. mikropecherzyki btonowe (ang. extracellular vesicles, EVs). Rzecz
wzbudzita duze zainteresowanie W érodowisku naukowym i stata si¢ przedmiotem licznych badan.
Ze wzgledu na wielko$¢ wyrdznia sig trzy populacje mikropecherzykow: najmniejsze egzosomy,
wieksze ektosomy i najwigksze, tzw. ciatka apoptotyczne. Catkowicie uformowane EVs s3
uwalniane do przestrzeni pozakomoérkowej, dotyczy to zar6wno linii komorkowych w hodowli, jak
tez warunkow in vivo, co daje mozliwosé ich izolacji z plynow ustrojowych (np. z moczu, krwi,
§liny). Jak dotad, najwigcej badan przeprowadzono na ektosomach znajdowanych we krwi,
uwalnianych przez erytrocyty, neutrofile, plytki krwi, makrofagi. Zaréwno w stanie fizjologicznym
jak i w stanach patologicznych ektosomy, reprezentujace stosunkowo heterogenna populacj¢
czastek o Srednicy W granicach 0,1 — 1 um, s3 zaangazowane w wiele procesow biologicznych.
Duzo uwagi po$wigca si¢ obecnie potencjalnej roli EVs w progresji chorob nowotworowych, a
wir6d zawartych w nich biatek poszukuje si¢ charakterystycznych biomarkeréw do wykorzystania

w diagnostyce i prognozowaniu rozwoju tych choréb. Funkgje fizjologiczne EVs dotycza




komunikacji migdzykomérkowej, regulacji fizjologicznych i patologicznych proceséw w komorce,
regulacji odpowiedzi immunologicznej, wplywu na syntezg roznych cytokin w komérkach
docelowych. Poznano juz sktad biochemiczny ektosomow; ich blona zawiera m.in. sfingomieling,
ceramidy, fosfatydyloseryne. Biatkami wystepujacymi w ektosomach sg integryny,
metaloproteinazy, biatka szoku cieplnego, cytokiny, chemokiny, czynniki wzrostu; znajdujemy tam
rowniez kwasy nukleinowe: microRNA, mRNA

i niekodujacy RNA. Stwierdzono, ze we wszystkich populacjach mikropecherzykéw blonowych
wystepuja biatka charakterystyczne dla chorob neurodegeneracyjnych: choroby Alzheimera,
choroby Parkinsona, plasawicy Huntingtona. Ektosomy maja takze swoj udziat w procesie
regeneracji tkanek, stymulujac migracjg i roznicowanie komorek macierzystych w miejscu
uszkodzenia tkanki. Z tego pobieznego opisu budowy i funkcjonowania ektosomow wynika
wyraznie, Ze biora one udzial w wielu procesach fizjologicznych, zachodzacych w komorkach
organizmu.

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy badania ektosoméw wydzielanych przez
komorki ludzkiego czerniaka ztosliwego, ktory jest nowotworem agresywnym z szybkim tempem
wzrostu i wezesnym przerzutowaniem. Rozprawa zawiera opis do$wiadczen i wynikow juz
opublikowanych w trzech pracach oryginalnych, w kt6rych Doktorantka jest pierwszym autorem.
Chronologia czasowa tych artykutéw jest nastgpujaca: praca 1: Surman M. et al., Life Sciences 207,
395-411 (2018) ; praca 2: Surman M. et al., Int J Molec Sciences 20, 3789 (2019); praca 3: Surman
M. et al., Int J Molec Sciences 21, 2934 (2020). Przedstawig najwazniejsze ustalenia zawarte w
wymienionych pracach. W artykule 1 badano glikozylacje biatek zawartych w ektosomach
wydzielanych przez linie komérkowe czerniaka skéry: pierwotne i metastatyczne. Analizowano
frakcje membranowa komoérek wyjsciowych oraz frakcj¢ biatkowa ektosomow przez nie
wydzielanych. Stosowano metodg z wyboru — ze wzgledu na ilosé materiatu — tzn. elektroforeze
SDS-PAGE i lektynobloting z panelem biotynylowanych, wybranych lektyn. Do analizy
powierzchniowych struktur cukrowych wyj$ciowych ektosoméw zastosowano metode cytometrii
przeplywowej, uzyto zestawu tych samych lektyn. Najwazniejsze ustalenia dotyczace
przeprowadzonych doswiadczen byly nastgpujace:

- stan deglikozylacji lub desjalilacji glikoprotein w ektosomach ma wptyw na wzrost lub
zmniejszenie inkorporacji EVs do komorek docelowych,

- struktury cukrowe biatek maja wyrazny wplyw na ich rekrutacj¢ do ektosomow oraz na
wydajno$¢ tego sortowania,

- badane ektosomy byly wzbogacone w okreslone epitopy cukrowe: N-glikany z rozdzielajaca
reszta GIcNAc, reszty Fuc oraz reszty kwasu sjalowego zwiazane 0.2-6 do galaktozy,
w poréwnaniu z frakcja blonowa komoérek wyjsciowych,

- profil glikozylacji okreslonych biatek, zawartych w ektosomach, moze promowac progresje



nowotworu; wérod glikanow sg obecne tzw. TACAs (tumor-associated carbohydrate

antigens), a ich zdefiniowanie pomoze okreslié je jako biomarkery danej choroby.

Lancuchy cukrowe glikoprotein, oprocz wplywu na wiasciwosci fizyko-chemiczne tych czasteczek,

najczesciej maja tez wplyw na wypelnianie przez glikoproteiny ich okre$lonych funkcji w

organizmie. W takiej sytuacji glikany, obecne w biatkach, pelnia role precyzyjnego przekaznika

informacji biologicznej; informacja ta jest zawarta w elementach ich struktury. W czasie zatem
badan aktywnosci biologicznej glikoprotein nalezy okreslié role glikanéw w nich zawartych.

W artykule 2 badano ektosomy, wydzielane przez linie komérkowa Mel202 czerniaka gatki
ocznej w hodowli; analizowano skiad biatkowy oraz, przy uzyciu lektyn, pewne elementy
strukturalne tancuchéw N-glikozydowych obecnych tam glikoprotein:

- metoda komputerowego ,,skiadania” glikopeptydow, uzyskanych po trawieniu materiatu
wyjéciowego trypsyna i po wykorzystaniu istniejacych baz danych zidentyfikowano 2527
indywidualnych biatek obecnych w badanych ektosomach; wéréd nich, m.in., 13 biatek,
zwiazanych z przezyciem lub $miercig komorek nowotworowych oraz 27 innych biatek,
bioracych udziat w procesie przerzutowania; wykazano rowniez obecnos¢ trzech biatek
opornosci wielolekowej (MDR),

- w badanych ektosomach czerniaka oka stwierdzono podwyzszong zawartos¢ glikoprotein,
zawierajacych ztozone N- glikany z rozdzielajaca (bisecting) reszta GIcNAc (zastosowano
lektyng PHA-E, Phaseolus vulgaris, forma erytro), w porownaniu z ekstraktami catych komorek
wyjéciowych. Taki wynik wyraznie sugeruje, ze rekrutacja tych biatek do ektosomow odbywala
sie w sposob preferencyjny,

- w biatkach ektosoméw stwierdzono, rowniez w porownaniu z ekstraktami catych komorek
wyjéciowych, podwyzszong zawartosC reszt kwasu sjalowego, zwigzanego a:2-6 do galaktozy
(zastosowano lektyne SNA, Sambucus nigra),

- w pozytywnej reakcji z lektyna AAA (Aleuria aurantia) wykazano obecno$¢ fukozy zwigzanej
o1-6 do rdzeniowej reszty GlcNAc.

W artykule 3 opisano badania ektosoméw, wydzielanych w hodowli przez pierwotne i
metastatyczne komorki czerniaka skory; najwazniejsze ustalenia byly takie:

- stosujac metode chromatografii wysokoci$nieniowej cieczowej z detektorem masowym (shotgun
nano LC-MS/MS), stosujac metodologie analogicznie jak w pracy 2, zidentyfikowano 1507
biatek w badanych ektosomach,

- w wykonanych testach funkcjonalnych wykazano, ze izolowane ektosomy zwigkszaty
proliferacje i ruchliwo$¢ komorek wyjéciowych. Wynik taki sugeruje, ze w ektosomach sg

zawarte czasteczki promujace rozwoj nowotworu.




Ocena rozprawy doktorskiej
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest utworem klarownym w swojej konstrukcji,

poniewaz zawiera opis do$wiadczen i wynikow zawartych w trzech pracach oryginalnych, juz
opublikowanych w bardzo dobrych, recenzowanych czasopismach angielskoj gzycznych. W tych
trzech pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, CO wyraznie §wiadczy o Jej duzym
zaangazowaniu w powstanie tych artykutéw. Opisane w pracy doktorskiej badania profilu
proteomicznego ektosomow mialy na celu identyfikacje biatek, ktore beda mogty by¢ okreslone
jako swoiste biomarkery nowotworowe. Z punktu widzenia diagnostyki medycznej wiedza taka jest
niezwykle istotna, poniewaz potwierdzony jest udziat pewnych biatek, zawartych w ektosomach,
w procesie namnazania komorek nowotworowych i nabywania przez nie zdolnosci do tworzenia
przerzutow. Przedstawione w niniejszej rozprawie badania sa pionierskie pod wzgl¢dem
charakterystyki profilu glikozylacji biatek ektosomalnych; doktadna charakterystyka struktur
cukrowych moze przynies¢ identyfikacje charakterystycznych antygenow cukrowych, zwiazanych
z nowotworem (ang. TACAs).

Bardzo waznym, wstgpnym etapem przedstawionych tu badan jest izolacja i oczyszczanie
ektosomow; wybrano metode réznicowego wirowania medium hodowlanego. Po izolacji frakcji
ektosomdw, przed przystapieniem do wiasciwych badan, sprawdzano ich czystos¢ stosujac
transmisyjna mikroskopi¢ elektronowa (TEM) i analize $ledzenia nanoczastek (NTA). W toku
badan proteomicznych, dzigki wspolpracy z pracownig spektrometrii mas, mozliwe bylo
zastosowanie bardzo nowoczesnej i zaawansowanej technologicznie metody analizy peptydow
z uzyciem detektora masowego pracujacego w ukladzie MS/MS; detektor taki, ktory umozliwia
wtorna fragmentacje jonow, pozwolit na jednoznaczna identyfikacje wyjsciowych biatek
ektosomalnych. Opisane w pracy badania s3 ciekawe, wielowatkowe, z wyraznym akcentem na
mozliwoéé ich praktycznego wykorzystania w przysztoéci. Ciekawa jest np. sugerowana koncepcja
o mozliwosci zastosowania mikropgcherzykow jako systeméw dostarczajacych leki; w tym
wzgledzie jest to pewna analogia do stosowanych juz miceli. W podsumowaniu - omawiana tutaj
rozprawa doktorska przedstawia badania tematycznie aktualne, realizowane z wykorzystaniem
nowoczesnych metod analizy, badania ktore przyniosty wyniki dajace si¢ opublikowaé. Rozprawa
wpisuje si¢ w aktualny obecnie trend badan mikropecherzykow, szczegélnie tych wydzielanych
przez komorki nowotworowe.

W tekscie pracy znalaztem kilka blgdow, merytorycznych i edytorskich, ktore — dla
porzadku — przytocze:

- str. 9, wiersz 6. od gory: powinno by¢ ,,..to niewielkie kuliste struktury, ...”. Okreslenie
_kolisty” odnosi si¢ jednak do struktur plaskich, a te omawiane s3 trojwymiarowe,
- str. 96, wiersz 9. od dotu : powinno by¢ _..opiera si¢ giownie na badaniach in vitro.”

_ str. 17, wiersz 18. od dofu: powinno by¢ ,, enzym katalizujacy degradacje .,



- str. 89, wiersz 2. od gory: powinno by¢ ,, wybranej do izolacji ,,

- str. 91, wiersz 4. od gory: powinno by¢ ,, catego profilu biatkowego ,,

- str. 95, wiersz 15. od dotu: powinno by¢ ,, rozpoznawania komorek czerniaka ,,

- str. 96, wiersz 1. od gory: powinno byé ,,. w przyszlosci stac sig alternatywa...”
- str. 97, wiersz 18. od dotu: powinno by¢ ,, przy uzyciu linii komérkowych, ,,

- str. 99, wiersz 7. od gory: powinno byc¢ ,, pomiedzy wybranymi glikoproteinami..”
- str. 99, wiersz 6. od dotu: powinno by¢ ., wykazywaly wyzszg intensywnos¢ ,,

- str. 101, wiersz 3. od dotu: powinno byé ,,zwigkszona glikozylacja ektosomow ,,

Ogolna warto$¢ merytoryczna recenzowanej tu rozprawy doktorskiej jest bardzo dobra,
praca jest nowoczesna pod wzgledem zastosowanych metod do$wiadczalnych i aktualna ze
wzgledu na przedmiot badan. Biorac pod uwage wszystkie elementy przeprowadzonej oceny
uwazam, ze rozprawa doktorska p. mgr Magdaleny Surman pt. ,,Charakterystyka ektosomow
uwalnianych przez komérki ludzkiego czerniaka zlo§liwego” spelnia wymagania okreslone w
artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595). Wnosz¢ zatem do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Magdaleny
Surman do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. J ednoczesnie, biorac pod uwage zawartosé
merytoryczng pracy (aktualny temat badar, nowoczesne metody analizy i uzyskane, opublikowane
juz wyniki) oraz sposob jej prezentacji, sktadam whniosek o wyrdznienie recenzowanej rozprawy

doktorskiej.
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