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Rozprawa doktorska lek. med. FLukasza Zadka pt.: ,,Znaczenie egzocytozy
w patogenezie raka jelita grubego” sktada si¢ z cyklu trzech, spojnych tematycznie, publikacji
odnoszacych si¢ do roli egzocytozy w procesie kancerogenezy jelita grubego. Przedstawiony
do recenzji manuskrypt liczy 92 strony maszynopisu obejmujacego pi¢¢ rozdziatow,
wlaczajac w to przedruki artykutow sktadajacych si¢ na pracg doktorskg. Doktorant
przedstawit streszczenia publikacji w jezyku polskim i angielskim, obejmujgce wprowadzenie
do kazdej z nich, istote podjetego problemu badawczego, cele badan, uzyskane wyniki oraz
whnioski. Streszczenia w obydwoch wersjach jezykowych zostaly przedstawione w sposob
niezwykle przemyslany, co $wiadczy o duzym zrozumieniu problemu badawczego przez
Autora. Ponadto sprawne postugiwanie si¢ jezykiem naukowym, dobor formy przedstawiania
wynikow oraz trafne sformutowanie wnioskow podkresla duza dojrzalos¢ naukowsa
Doktoranta.

W pierwszym rozdziale, ktory stanowi wstep, Autor przedstawia krotki opis procesu
egzocytozy, podkreslajac jego role W fizjologii i patofizjologii komorek ssakow. W mojej
opinii na szczegdlng uwage zastuguje charakterystyka pecherzykow pozakomorkowych.
Doktorant podkresla istotng rolg tych struktur w komunikacji 1 przekaznictwie
mi¢dzykomérkowym, ale takze w zwraca uwage, iz sa to elementy komorkowe, ktore
stanowig swoisty ,,magazyn” bialek, lipidow i1 kwasoéw nukleinowych. Tym samym,

pecherzyki pozakomoérkowe petlnig bardzo wazng funkcje w metabolizmie komorek
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docelowych oraz regulacji wielu procesow fizjologicznych zachodzacych w komorkach.
W drugiej czesci wstepu, Autor przytacza dane epidemiologiczne odnoszace si¢ do czestosci
wystepowania raka jelita grubego w populacji polskiej zaréwno mezczyzn, jak i kobiet.
Doktorant przedstawil rowniez prognozy sugerujace procent populacji, ktory moze by¢
dotkniety tg chorobg w ciggu kilku najblizszych lat. Ponadto opisane zostaly schorzenia
predysponujace do rozwoju raka jelita grubego. Nastgpnie Autor przedstawit podziat
pecherzykow zewnatrzkomorkowych ze wzgledu na ich wielkos¢ 1 rodzaj przekazywanych
czasteczek. W tym miejscu chciatbym podkresli¢, iz temat egzosomow jest mi szczegolnie
bliski w aspekcie prowadzonych przez moj zespot badan nad ich rola jako ,.czynnikow”
regulujacych procesy regeneracyjne w obrebie komorek 1 tkanek ludzkich oraz zwierzecych.
Nie do konca moge zgodzi¢ si¢ ze stwierdzeniem Doktoranta o trudnoSciach w separacji
poszczegolnych rodzajéow pecherzykow zewnatrzkomoérkowych, poniewaz dostepnych jest
kilka urzadzen, ktore dedykowane sa wiasnie do izolacji. Ponadto z uwagi na roznice
W rodzajach czasteczek przekazywanych przez poszczegodlne typy pecherzykow, mozliwe jest
ich rozroznienie na odstawie analiz transkrytptomicznych czy proteomicznych. Niemniej
jednak, zgadzam si¢ z tym, iz separacja p¢cherzykow na pewno nie nalezy do najprostszych
zadan. Rozdzial wstep zakonczony zostatl komentarzem Autora dotyczacym wielu ograniczen
badan nad rolg pecherzykéw pozakomérkowych w patogenezie 1 przerzutowaniu
nowotworow, gtownie z wuwagi na trudnosci metodologiczne w  pozyskiwaniu
I charakterystyce tych struktur w tkankach litych guza i jego mikrosrodowiska. Wstep zostat
opracowany na podstawie 22 pozycji piSmiennictwa, w wigkszosci anglojezycznego
obejmujacego pozycje sprzed czterech ostatnich lat.

Cykl publikacji sktadajacy si¢ na rozprawe doktorska obejmuje trzy artykuty
opublikowane w czasopismach o tagcznym IF o wartosci 14,314 oraz 340 punktach MEIN.
Pierwszy artykut pt.: ,,Modeling of the immune response in the pathogenesis of solid tumors
and its prognostic significance”, ktory zostal opublikowany w czasopi$mie Cellular
Oncology, stanowi przeglad danych literaturowych na temat roli aktywno$ci uktadu
immunologicznego oraz odpowiedzi immunologicznej w transformacji oraz progresji
nowotworow litych. Zagadnienie tranformacji guzéw oraz zwigzanej z nig odpowiedzig
immunologiczna jest bardzo aktualne i niestety nadal stabo poznane. Szczegdlnie waznym
aspektem progresji nowotworow jest takze aktywno$¢ sekrecyjna komorek nowotworowych,
Co - jak sie powszechnie uwaza - jest glbwnym czynnikiem sprawczym zmian fenotypowych
komorek uktadu immunologicznego oraz srodowiska zewnatrzkomérkowego. Badania te, jak

podkresla Autor, posiadaja duzg warto$¢ diagnostyczng i prognostyczng.



Publikacja zostata podzielona na dziesi¢¢ rozdziatdéw opisujacych rolg czynnikdéw
prozapalnych w progresji guzow, charakterystyke komoérek uktadu immunologicznego na tle
zmian zachodzacych w mikrosrodowisku guza, rolg wybranych cytokin w regulacji
kancerogenezy, wybrane przyklady nowotwordw, ktorych progresja jest zwigzana z indukcja
procesow zapalnych, zmiany metaboliczne zachodzace w komoérkach nowotworowych oraz
role pecherzykow zewngtrzkomorkowych w odpowiedzi immunologicznej. W publikacji
Doktorant zawart jedng tabele przedstawiajacg charakterystyke cytokin w aspekcie
odpowiedzi immunologicznej zwigzanej z rozwojem guzow oraz pie¢ informatywnych rycin.
Ryciny te przedstawiaja model zaleznosci pomigdzy procesami zapalnymi i onkogeneza,
znaczenie proceséw zapalnych w zmianach neoplastycznych, hamowanie odpowiedzi
immunologicznej oraz jej wplyw na proces gojenia si¢ ran powstatych na skutek resekcji
guza, charakterystyke oraz funkcje pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, a takze role
komorek uktadu immunologicznego jako czynnikow prognostycznych.

W zwigzku z niewielka liczbg doniesien literaturowych odnoszacych sie do zagadnienia roli
modulacji uktadu immunologicznego w procesie kancerogenezy, artykul ten przedstawia
niezwykle wazng wiedze z punktu widzenia wspolczesnej onkologii.

Drugi artykut pt.: ,,Comparative analysis of exosome markers and extracellular
vesicles between colorectal cancer and cancer-associated normal colonic mucosa”,
opublikowany w Polish Archives of Internal Medicine, przedstawia analiz¢ poréwnawczg
ekspresji wybranych markeréw egzosomow oraz pecherzykow zewnatrzkomérkowych w raku
jelita grubego. Na szczegélng uwage zastuguje fakt, ze w przeprowadzonych przez
Doktoranta badaniach wykorzystano pobrane srédoperacyjnie tkanki pochodzace az od 109
pacjentow. Do analiz Autor wykorzystal wiele technik badawczych, tj. mikromacierze
tkankowe, immunohistochemia, Western-blot, transmisyjna mikroskopia elektronowa oraz
analizy statystyczne. W wyniku przeprowadzonych badan wykazano wzrost ekspresji
markerow egzosomalnych w tkance nowotworowej w poréwnaniu do tkanki kontrolne;.
Ponadto Doktorant uzyskat znaczaca korelacje pomiedzy ekspresja markeréw egzosomalnych
a biatka Ki-67 oraz zaobserwowal zroznicowang ekspresje tetraspanin w weztach chtonnych.
Uzyskane wyniki pozwalajg wnioskowa¢ o istotnym znaczeniu markerow egzosomalnych
oraz procesu egzocytozy w patogenezie raka jelita grubego. W zwiazku z wazng funkcja tych
zewnatrzkomorkowych pecherzykéw w indukcji  procesow regeneracyjnych, wyniki
przedstawione w powyzszej publikacji uwazam za niezwykle istotne z punktu widzenia

nowych mechanizmow regulujacych progresje¢ i1 transformacje nowotworow.



Trzecia publikacja pt.: ,,Label-free quantitative phase imaging reveals spatial

heterogeneity of extracellular vesicles in select colon disorders” sktadajgca si¢ na rozprawe
doktorskg przedstawia charakterystyke pecherzykow zewnatrzkomérkowych w odniesieniu
to metody ich izolacji. Ponadto Autor przedstawil analizy zaleznosci pomigdzy
heterogeniczno$cia pecherzykow zewnatrzkomorkowych a danymi histopatologicznymi tj.
stopien ztosliwosci oraz aktywno$¢ proliferacyjna komorek jaka jelita grubego. Badania
zostaty przeprowadzone takze na ustalonych liniach komérkowych raka jelita grubego (HT-
29, CaCo-2 i LoVo) oraz liniach nienowotworowych, kontrolnych (HMEC-1 i CCD-18Co).
Ocena heterogenicznosci pgcherzykoéw zostata przeprowadzona w oparciu o holotomografi¢
cyfrowg (DHT) oraz mikroanalizy pierwiastkowe (EDS). Warto podkresli¢ w tym miejscu, ze
Doktorant wykazal miedzy innymi, ze indeks refrakcji byl wyzszy w pecherzykach
izolowanych z komoérek nowotworowych i zwiekszal si¢ wraz ze stopniem zlosliwosci oraz
aktywnoscia proliferacyjng guzow.
Z uwagi na fakt, iz w dalszym ciaggu poszukuje si¢ najbardziej wydajnej metody
pozyskiwania wszystkich typow pecherzykow zewnatrzkomorkowych zaréwno z komorek,
jak 1 tkanek, dobor wlasciwej metodologii jest bardzo cenny réwniez i w konteksScie
prowadzenia przysztych badan. Opracowanie efektywnej techniki izolacji w przypadku
egzosomOw odgrywa kluczowe znaczenie w ich zastosowaniu klinicznym w terapii
wybranych chorob cztowieka. Jest to szczegdlnie istotne w odniesieniu do ich wykorzystania
jako no$nikow biatek, lipidow oraz kwaséw nukleinowych, ktore - jak udowodniono -
reguluja indukcje procesow regeneracyjnych w tkankach i narzadach.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawione publikacje sktadajace si¢ na rozprawe
doktorska o0dnoszg si¢ do bardzo aktualnych =zagadnien zwigzanych 2z onkologig
eksperymentalng i kliniczng. W mojej ocenie szczegoélnie wartym podkreslenia jest
wykorzystanie przez Autora najnowszych i wysoce zaawansowanych metod biologii
komorkowej 1 molekularnej. Przedstawiony cykl publikacyjny zostat wezesniej pozytywnie
oceniony przez redakcje czasopism i niezaleznych recenzentéw, co potwierdza, ze badania
zostaly prawidlowo zaplanowane i przeprowadzone przez Doktoranta. Uwazam, ze uzyskane
wyniki stanowig istotny wktad w zrozumienie patogenezy raka jelita grubego oraz sugeruja
ich potencjalne wykorzystanie w diagnostyce klinicznej tego nowotworu.

W mojej ocenie przedlozona do recenzji rozprawa doktorska speilnia warunki
okre$lone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0 stopniach naukowych i tytule
naukowych oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.).
Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im.



Piastow Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie lek. med. Lukasza Zadka do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Z uwagi na niezwykla warto§¢ zaré6wno poznawczg, jak i aplikacyjng wynikow
przedstawionych w artykutach stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej, wnioskuj¢ do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu o przyznanie wyréznienia rozprawy doktorskiej lek. med. Lukasza

Zadka pt. ,,Znaczenie egzocytozy w patogenezie raka jelita grubego”.
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