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Ocenarozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Kaminskiej pt. ,,Molecular
characteristics of platelet and urinary extracellular vesicles and their possible
applications in nanomedicine”

Historia nauki wskazuje, iz postep w medycynie, w szczegolnosci w technikach
zwigzanych z diagnostykg medyczng, zwigzany jest scisle z postepem w obszarze metod
eksperymentalnych fizyki. Nowoczesne metody instrumentalne, rozwijane w odpowiedzi
na coraz to bardziej Smiate wyzwania poznawcze, formutowane w obszarze fizyki, zwykle
bardzo szybko przenoszone byly, niemalze bezposrednio, do medycyny i nauk o zyciu.
Ws$rdd licznych przyktaddw, ktére mozna przytoczyé na poparcie tej tezy, chetnie
wymienia sie klasyczng diagnostyke medyczng w oparciu o zastosowanie
promieniowania X badz, bardziej wspotczesnie, tomografie opierajgcg sie na
spektroskopii MRJ czy tez na anihilacji pozytonéw. Rozprawa doktorska przedstawiona
przez panig mgr Agnieszke Kaminskg jest efektem aktywnos$ci badawczej
ukierunkowanej na rozpoznanie mozliwosci zastosowania zaawansowanej analizy
pecherzykdw zewnagtrzkomdrkowych, miedzy innymi z wykorzystaniem spektroskopii
rozpraszania ramanowskiego oraz spektrometrii mas, w diagnostyce stanow
chorobowych w organizmie cztowieka zwigzanych z cukrzycg. W Swietle przytoczonych
powyzej spostrzezen, tematyke zaprezentowanej pracy doktorskiej uwazam nie tylko jako
interesujgcy ale rowniez bardzo wazng.
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Praca doktorska wykonana zostata pod kierunkiem prof. Ewy L. Stepien, w Zaktadzie
Fizyki Medycznej, na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie. Rozprawa zredagowana zostata w jezyku angielskim,
na 110. stronach standardowego maszynopisu, wedlug typowego uktadu.
Po streszczeniach, w jezyku polskim oraz angielskim, zamieszczony zostat obszerny
wykaz stosowanych skrétéw i oznaczen, niezmiernie pomocny, a w zasadzie niezbedny
przy lekturze rozprawy pani mgr Agnieszki Kaminskiej, obficie wykorzystujgcej mozliwosé
stosowania akroniméw. Jeszcze przed wiasciwym tekstem rozprawy, Autorka zamiescita
zestawienie pozycji swojego dorobku naukowego opierajgcego sie na 5. oryginalnych
artykutach badawczych, 3. zgtoszeniach patentowych oraz 14. doniesieniach
konferencyjnych. Jak czesto stosuje sie w tego typu opracowaniach, rozprawe otwiera
cze$¢ wstepna, zatytutowana ,Theoretical Background”, posiadajgca charakter
wprowadzenia w tematyke badan, na zasadzie przegladu literaturowego. Rozdziat 1.,
wtej czesci, poswiecony zostat zdefiniowaniu oraz klasyfikacji pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych (EVsS) za$ rozdziat 2. przedstawia zagadnienia zwigzane
z podejsciami eksperymentalnymi mozliwymi do zastosowania przy charakterystyce tych
struktur biologicznych, w oparciu o szereg wspoétczesnych metod instrumentalnych,
wigczajgc dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS, ang. Dynamic Light Scattering),
Sledzenie trajektorii ruchu nanoczgstek (NTA, ang. Nanoparticle Tracking Analysis),
dostrajalng, impulsowg detekcje rezystancji (TRPS, ang. Tunable Resistive Pulse
Sensing), mobilnos¢ elektroforetyczng, spektrometric mas w wariancie MALDI-TOF,
spektroskopie ramanowskg oraz transmisyjng i skaningowg mikroskopie elektronowa.
Dobor technik zaprezentowanych w ramach tego rozdziatu odpowiada bezposrednio
arsenatowi zastosowanemu przez panig mgr Agnieszke Kaminskg w ramach jej pracy
doktorskiej. Prowadzone badania wzmocnione byty rowniez istotnie, dodatkowym
zastosowaniem wspétczesnych metod biologii molekularnej, w tym obejmujgcych analizy
profilu miRNA pecherzykow zewnagtrzkomoérkowych za pomocag sekwencjonowania nowe;j
generacji (NGS, ang. New Generation Sequencing). W tym miejscu swojej oceny pracy
doktorskiej chciatbym zwrdéci¢ uwage na wyjatkowa jej wartos¢ wynikajgcg z umocowania
poszczegdlnych zadan badawczych na wielu technikach i podejsciach metodologicznych.
Jak wynika z uzyskanych rezultatéw, wiasnie takie podejscie doprowadzi¢ moze do

odkrycia nowych metod diagnostyki. Dodatkowg wartoscig, w tym aspekcie, okazato sie



Yy 4

nowatorskie skoncentrowanie uwagi zespotu badawczego na, stosunkowo ,mato
docenianych” nanostrukturach obecnych w ptynach ustrojowych, w formie pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych. Cele projektu doktorskiego, zarowno te strategiczne jak i bardziej
szczegotowe, sformutowane zostaty w ramach jednostronicowego rozdziatu 3. pt. , Thesis
objectives”. Wart podkreslenia jest fakt konstrukcji pracy doktorskiej w oparciu
o weryfikacje ambitnej hipotezy badawczej, wedtug ktérej analizy wtasciwosci fizycznych
oraz parametrow spektroskopowych pecherzykow zewnagtrzkomorkowych stanowié
mogg podstawe nowej metody diagnostycznej pacjentow cukrzycowych. Czes¢ druga
rozprawy, zatytutowana ,Materials and Methods”, obejmujgca rozdziaty od 4. do 6.,
poswiecona zostata szczegdtowej prezentacji protokotow badawczych oraz parametrow
pomiarowych przeprowadzonych analiz. W mojej ocenie, poziom szczegotowosci tych
opiséw odpowiada w petni, standardom obowigzujgcym w tym zakresie. Zasadniczg
czescig rozprawy, z ktorej wynika jej wysoka wartos¢, stanowi rozdziat 7. pt. ,Results”.
Rozdziat ten zredagowany zostat na zasadzie sekwencyjnego opisu poszczegolnych
zadan badawczych realizowanych w ramach projektu doktorskiego. Z uwagg
i zainteresowaniem przeczytatem podrozdziaty dotyczgce doboru i charakterystyki grup
pacjentow zaklasyfikowanych do badan, mikroskopowej analizy morfologii pecherzykow
zewnatrzkomorkowych pozyskiwanych z moczu oraz aktywowanych ptytek krwi
pacjentow, dotyczgce analiz rozktadu rozmiaréw przestrzennych i potencjatu zeta
pecherzykéw, w koncu tych, opisujgcych wyniki analiz profilu miRNA oraz profilu
proteomicznego, na podstawie wynikow analiz masowo spektrometrycznych. Przyznacé
sie jednak musze, iz najbardziej zafascynowaty mnie zaprezentowane wyniki analiz
przeprowadzonych z zastosowaniem spektroskopii rozpraszania ramanowskiego. Jak
wynika z tych rezultatbw, co znajduje réwniez odzwierciedlenie w ramach
wieloaspektowej dyskusji przeprowadzonej w ramach rozdziatu 8. pt. ,Discussion’,
szczegotowa analiza ztozonych widm wielosktadnikowych struktur biologicznych,
w oparciu o metodologie PCA (ang. Principal Component Analysis), umozliwia
identyfikacje sygnatur spektralnych jednoznacznie przypisanych zaburzeniom
fizjologicznym na poziomie kontroli glikemicznej oraz zaburzeniom wigzgcym sie z
uszkodzeniami nerek. Wynik ten, ktéry uwazam osobiscie jako reprezentujgcy
najwazniejsze osiggniecie analizowanej rozprawy doktorskiej, otwiera droge do

nowatorskiej metody diagnostyki Kklinicznej. Podobnej rangi spostrzezeniem
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raportowanym w ramach pracy doktorskiej jest, moim zdaniem, identyfikacja markerow
biatkowych, charakteryzujgcych stany chorobowe zwigzane 2z cukrzycg (m.in.
podokaliksyne oraz biatko wigzgce galektyne 3). Rozprawe niejako ,dopina” zestawienie
najwazniejszych rezultatdw, w ramach rozdziatu 9. pt. ,Conclusions” oraz uzupetniajg
zestawienia: tytutdbw 32. rycin, 17. tabel, 173. pozycji cytowanego pismiennictwa
(Bibliography) oraz wynikdw uzupetniajgcych analiz, gtéwnie biochemicznych,
prezentowanych w ramach dodatku (Appendix). Nie mam smiatosci oceny aspektow
stylistycznych rozprawy przedstawionej w jezyku obcym, z pewnoscig jednak wyrazi¢
chciatbym odczucie, zgodnie z ktérym zredagowana zostata ona jezykiem klarownym
I precyzyjnym, co przy wysokiej jakosci zamieszczonych grafik czyni lekture nie tylko

cenng, z merytorycznego punktu widzenia, ale réwniez przyjemna.

Jak juz wspomniatem powyzej, w sposéb szczegolny moje zainteresowanie
wzbudzity, zamieszczone w rozprawie, opisy eleganckich eksperymentéw opierajgcych
sie na analizach widm rozpraszania ramanowskiego pecherzykéw
zewnatrzkomoérkowych izolowanych z ptynéw ustrojowych réznych grup pacjentow.
Pomijajgc drobny fakt, iz nie mam przekonania co do poprawnosci przypisania niektorych
pasm okreslonym drganiom zrebéw molekularnych (np. na str. 58., Tabela 9., pasma
z obszaru 1115-1143 cm™ przypisatbym raczej drganiom rozciggajacym grup C-C bgdz
C-O weglowodoréw niz do drgan biatek, bgdz tez str. 56., Tabela 7., pasma z maksimami
przy 1744 cm™ oraz 1729 cm przypisatbym do drgan rozciggajgcych estrowych grup
karbonylowych lipidow zamiast drgan C=C lipidéw, ktérych jest znacznie mniej)
zainteresowanie budzi fakt, izw widmach skladowych PC-1 oraz PC-2, widm
zarejestrowanych z probek pacjentow cukrzycowych (CD oraz UD, str. 54), dostrzec
mozna istotne réznice w podstrukturze pasma Amid I. Odzwierciedla¢ to moze odmienng
strukture drugorzedowg biatek, wzwigzku z wykazanymi w pracy réznicami
w proteosomie pecherzykow zewnatrzkomorkowych, ale réwniez moze sie wigzac
z odmienng organizacja molekularng komponentow biatkowych w zmienionym

srodowisku lipidowym. Ciekaw jestem jakie jest zdanie Doktorantki na ten temat.
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Formutujgc konkluzje, chciatbym stwierdzi¢, iz pani mgr Agnieszka Kaminska
przedstawita bardzo wartosciowg rozprawe doktorskg, opierajgcg sie na wynikach
precyzyjnie zaprojektowanych oraz starannie przeprowadzonych prac
eksperymentalnych. Wyniki tych prac zostaty upowszechnione w pieciu oryginalnych
artykutach badawczych oraz, w czesci, staty sie podstawg trzech zgtoszen patentowych.
WSsréd czasopism, na tamach ktorych ogtoszone zostaty wyniki badan, znalez¢ mozna
renomowane i opiniotwércze w miedzynarodowym srodowisku fizykow medycznych, jak
Nanomedicine (IF>6) oraz Theranostics (IF>8). W mojej ocenie, rozprawa doktorska
przedstawiona przez panig mgr Agnieszke Kaminskg zawiera rozwigzania istotnych,
oryginalnych wyzwan poznawczych spetniajgc w zupetnosci warunki okreslone w art. 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 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249
i 1767). W oparciu o powyzszg konkluzje, uprzejmie wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
o dopuszczenie pani mgr Agnieszki Kaminskiej do dalszych etapow postepowania
doktorskiego, w szczegolnosci do publicznej obrony. Biorgc pod uwage ogromny zakres
przeprowadzonych prac badawczych, range uzyskanych rezultatéow oraz ich bardzo
wysoki potencjal, w aspekcie mozliwych zastosowan w kierunku opracowania
nowoczesnych metod diagnostyki medycznej, ukierunkowanych na monitorowanie
uszkodzenia nerek oraz na analize stopnia wyrownania glikemii, zwigzanych z postepem

cukrzycy, uprzejmie prosze rowniez o rozwazenie mozliwosci uznania przedmiotowej
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pracy doktorskiej za wyrozniajgca.



