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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Kaminskiej

pt. ,Molecular characteristics of platelet and urinary extracellular vesicles and their
possible applications in nanomedicine’’

Przedstawiona praca doktorska mgr inz. Agnieszki Kaminskiej pt. ,Molecular
characteristics of platelet and urinary extracellular vesicles and their possible applications in
nanomedicine” zostala wykonana na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej
Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem dr hab. n. med. Ewy Lucji Stepien prof. UJ.

Zewnatrzkomérkowe pecherzyki (extracellular vesicles EVs,) sg heterogenna populacja
pecherzykow, uwalnianych przez komoérki zardwno in vivo, jak i in vitro. W zaleznosci od
pochodzenia, wielkosci i petnionej funkcji EVs dzieli si¢ na: egzosomy, mikropecherzyki i
cialka apoptotyczne. Struktury tego typu sg przedmiotem coraz wiekszego zainteresowania zc
wzgledu na istotng rolg jakg pelnig w komunikacji migdzykomorkowej, oraz jako naturalny
nosnik licznych bialek, lipidow, a takze kwasdéw nukleinowych.

Potwierdzeniem, iz podjeta tematyka badawcza znajduje si¢ w waznym nurcie
nowoczesnych trendow  diagnostycznych, jest fakt powstania w 2011 roku
mi¢dzynarodowego stowarzyszenia The International Society for Extracellular Vesicles
(ISEV), ktére wydaje  czasopismo Journal of Extracellular Vesicles o 1F=11,00.
Otrzymywanie w nieinwazyjny sposob swoistych biatkowych markerdéw zmian chorobowych
moze by¢ uzytecznym narzedziem w diagnostyce klinicznej, monitorowaniu przebiegu
choroby czy prowadzeniu terapii. Obecnie wecigz duzym wyzwaniem jest zagadnienie
opracowania metodologii pozyskiwania pgcherzykéw zewnatrzkomorkowych do diagnostyki
kliniczne;.

Zasadniczym celem rozprawy bylo okreslenie wlasciwosei fizykochemicznych oraz
sktadu molekularnego pecherzykéw zewnatrzkomorkowych w kontekscie ich zastosowana w
diagnostyce cukrzycy oraz jej powiklan.

Przedstawiona rozprawa doktorska obejmuje facznie 110 stron i sklada si¢ z 9
rozdzialow obejmujgcych: wprowadzenie dotyczgce aktualnego stanu wiedzy o pecherzykach
zewngtrzkomorkowych (20 stron), opis metod badawczych zastosowanych w pracy (12
stron), opracowanie wynikow badan wtasnych (19 stron), dyskusje¢ (4 strony), podsumowanic,
streszezenie, dorobek wiasny oraz literaturg (173 pozycje). Rozprawa jest bogato ilustrowana
rysunkami (32) oraz tabelami (17), co ulatwia czytelnikowi zrozumienie przedstawionych
metod badawczych oraz analiz¢ wynikéw. Od strony edycyjnej praca przygotowana jest
bardzo dobrze.

W czesei doswiadcezalnej autorka przedstawia techniki analityczne zastosowane do
charakterystyki fizykochemicznej pecherzykow zewngtrzkomérkowych takie jak: dynamiczne
rozpraszanie Swiatla (DLS), Sledzenie trajektorii ruchu czgstek (NTA), przestrajalny czujnik
zmian rezystancji (TRPS), ruchliwos¢ elektroforetyczna, skaningowa i transmisyjna
mikroskopia elektronowa (SEM, TEM). Do analizy sktadu molekularnego pecherzykdéw
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zastosowano spektroskopie Ramana (RS), spektroskopi¢ mas (MALDI-TOF/TOF-MS) oraz
analiz¢ profilu mikroRNA (NGS). Taka réznorodnos¢ technik badawczych pozwala
wieloplaszczyznowo  analizowa¢  korelacje pomigdzy  wlasnosciami  pecherzykdw
zewnatrzkomodrkowych, a ich sktadem molekularnym.

Do badan doktorantka pozyskala probki pacjentow chorych na cukrzyce o réznym
stopniu zaawansowania przewleklej choroby nerek. Sumarycznie w opracowaniu badan
doktorantka bazowata na populacji 60 pacjentow.

W rozdziale 4 i 5 autorka przedstawia metodologi¢ otrzymywania mikropecherzykdw
zarowno z moczu jak 1 krwi oraz rdznorodny sposob przygotowania probek zaleznie od
zastosowanej metody pomiarowej. Rozdzial 6 poswigcony jest analizie statystycznej
prowadzonych badan. Wyniki badan przeprowadzonych przez autorke zostaly zestawione w
rozdziale 7. Badania obejmujg migdzy innymi okreslenie morfologii EVs z zastosowaniem
TEM oraz SEM, ktdre to badania potwierdzajg wysokg heterogenicznos$¢ badanych ukladow
(wielkosé w zakresie 20-220nm). Ponadto autorka okresla rozklad wielkosci badanych probek
z zastosowaniem metod TRPS, DLS oraz NTA.

Autorka wykonata analize zmian zeta potencjalu dla UEVs oraz PEVs. Punkt
izoelektryczny (i.e.p) dla UEVs wystepuje w pH=2,67 w przypadku kontrolnej probki oraz
pH=2,69 dla pacjentéw z cukrzycg. Dla PMVs i.e.p jest troche wyzszy w zakresie pH 3-3.,4.
Wszystkie badane probki wykazujg ujemny tadunek, a maksymalna warto$¢ zeta potencjatu
jest na poziomie 10-11mV. Nalezatoby przy tej analizie poda¢ informacje o sile jonowej
roztworu, pozwoli to na poréwnanie wynikow z danymi literaturowymi.

Proteomike stosuje si¢ w celu poszukiwania réznic w profilach bialkowych osob
zdrowych 1 chorych. Zastosowanie odpowiednich metod analitycznych umozliwia
identyfikacje¢ pojedynczych biatek stanowigcych potencjalne markery diagnostyczne. Analiza
proteomiczna profili bialkowych przedstawiona na diagramie Venna wskazuje na istotng
roznice w skladzie probek od pacjentéw z grupy C, UD oraz CD. Szczegdlnie réznice sg
widoczne w przypadku prébek pacjentéw z grupy CD, ktére posiadajg w swoim skladzie az
49 unikalne biatka, gdy dla grupy C oraz UD tylko 4. Tak szerokie spektrum biatek pokazuje,
iz analiza tych ukladdéw nie jest prosta, zwlaszcza ze sg one jednoczesnie indykatorem zmian
chorobowych zachodzacych w organizmie. Dlatego tylko analiza statystyczna wielu
zmiennych, charakteryzujgcych profile biatkowe, pozwala na identyfikacje grup bialek, dla
ktorych zmiany ekspresji majg znaczenie zardwno w diagnostyce, ocenie ryzyka,
dhugookresowym monitorowaniu czy tez prognostyce choroby.

Przeprowadzone badania proteomiczne wykazaly na wystgpowanie potencjalnych
markerow diagnostycznych. Wystgpowanie podokaliksyny u pacjentow z grupy CD i UD
wigze si¢ z dysfunkcjg podocytéw tj. komdrek blaszki trzewnej klebuszka nerkowego.
Podokaliksyna wchodzi w sklad glikokaliksu pokrywajacego podocyty. Uszkodzenie
powyzszych Dbialek doprowadza do znacznego zmniejszenie powierzchni filtracyjnej
klebuszkow nerkowych. Podocyty nie maja zdolnodci proliferacyjnych, co oznacza. ze ich
dysfunkcja prowadzi do nieodwracalnego uszkodzenia nerek.

W probkach pacjentow z grupy CD stwierdzono rowniez obecnos¢ galektyny-3, ktora
jest biomarkerem kardiologicznym, zwigzanym z zapaleniem i widknieniem migsnia
sercowego.  Podwyzszony poziom tego bialka jest obserwowany w wielu stanach
patologicznych przebicgajagcych z wldknieniem tkanek takich jak wloknienie mig¢énia
sercowego, marskos$¢ watroby, wioknienie plue, zapalenie trzustki czy niewydolnos¢ nerek.
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Autorka wykazata cickawa korelacje pomiedzy stezeniem uromoduliny obecnej na
powierzchni pecherzykdw a poziomem wskaznika przesaczania klgbuszkowego GFR.
Wedlug danych literaturowych uromodulina (glikoproteina syntetyzowana wylacznie w
nerkach) moze by¢ uzupelnieniem tradycyjnych markeréw nerkowych (takich jak kreatyniny,
cystatyny C, GIR), szczegolnie we wezesnych stadiach niewydolnosci nerek, kiedy
tradycyjne markery nie wykazujg jeszcze zmian. Nasuwa si¢ pytanie jaki jest mechanizm
regulacji stezenia uromoduliny w pecherzykach zewnatrzkomoérkowych oraz czy znana jest
zmienno$¢ osobnicza poziomu wyjsciowego?

Do analizy skiadu molekularnego UEVs, ze szczegolnym uwzglednieniem biatek, DNA,
kwasow nukleinowych czy lipidow, zastosowano spekiroskopi¢ Ramana. Zestawione widma
Ramana dla probek pacjentow z grup C, CD i UD (rys. 25) wskazujg na istotne zmiany
wystepujace w dwoch obszarach widma, w zakresie 600-900 cm™ zawierajacego pasma od
cholesterolu oraz kwasu 3-hydroksymastowego oraz w zakresie 1630-1760 cm™ w kiérym
wystepuje pasmo amidowe | pozwalajgce na analize drugorzedowej struktury biatek. Widma
Ramana (rys.29) dla pacjentow z cukrzycowym uszkodzeniem nerek pordéwnano stosujac
wspolezynnik korelacji Pearsona (korelacja pomigdzy biochemicznymi parametrami ukladu
a AUC). Dla DNA i kwasoéw nukleinowych otrzymano wyzszy poziom AUC, natomiast dla
bialek nizszy poziom AUC w przypadku pacjentdw z grupy 3-5 w poréwnaniu do probek
kontrolnych. Jak podsumowuje autorka spektroskopia Ramana jest jak najbardzie]
przydatnym  narzedziem  do  badania  sktadu = molekularnego  pecherzykow
zewnatrzkomorkowych.  Sugerowalabym autorce rozszerzenie badan z zastosowaniem
spektroskopii FTIR, ktora daje wyniki komplementarne do spektroskopii Ramana. Zwlaszcza,
ze przy tak zlozonych skladzie molekularnym analizowanych probek pozwoliloby to na
dokladniejszg ich oceng.

Badania wlasne konczy analiza mikroRNA, ktéra pozwolila na wytypowanie kilku
potencjalnych markeréw cukrzycy migdzy innymi: miR-126-3p oraz miR-455-3p.
W rozdziale 8 mamy przedstawiong dyskusje do przeprowadzonych w ramach pracy
doktorskiej badan. Kilka zagadnien omawianych przez autork¢ wymaga doprecyzowania.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze stezenie UVs jest parametrem uktadu a nie stanowi wlasnosci
fizycznej. Zgodzg si¢ natomiast z autorky, ze ilos¢ mikropgcherzykdéw w badanym ukladzie
moze by¢ indykator zmian chorobowych, na przyktad uszkodzenia pracy nerek powodujge
hiperfiltracje.

Autorka ustosunkowala si¢ do analiz wielkosci EVe, reasumujgc, iz metoda TRPS jest
najbardziej przydatna w analizie wielkos$ci pgcherzykow. Niestety nie mogg si¢ zgodzi¢ z tym
stanowiskiem. Dla probek przedstawionych na rys. 19 mamy dobra zgodno$¢ pomigdzy
metodg DLS oraz NTA. Wyniki przedstawione na rys. 20 charakteryzujg sie gorszg
zgodnoscig. Autorka poréwnata wyniki z obu metod biorgc do analizy zaleznos¢ ilosci
czastek od ich wielkoscei dla NTA oraz sygnal intensywnosci rozpraszania $wiatta od wielkosé
czasteczki dla DLS. Czy autorka probowala porowna¢ wyniki biorge pod uwage analizg
rozktadu w zaleznosci od objetosci czgsteczki, a nie intensywnosci rozpraszania? Dla probek
bardzo heterogenicznych taka analiza w przypadku metody DLS daje lepsze rozklady.
Ponadto poréwnujgc rozktad wielkosci z réznych metod mozna zauwazy¢, iz w przypadku
zastosowania metody TRPS nastgpuje odcigcie rozkladu dla czastek mniejszych niz 95 nm, na
ktorych wystepowanie wskazujg inne zastosowane metody.

W ocenie przewlektej choroby nerek mamy dwie skladowe stanu dysfunkeji: wydolnosci
wydalniczej nerek (na podstawie wskaznika przesaczania kigbuszkowego GFR) oraz funkeji
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klebuszkow nerkowych (na podstawie poziomu albuminy). Ten drugi aspekt w pracy zostat
omoéwiony marginalnie.

Tabela 1 zamieszczona na str. 8 powinna zawiera¢ informacje o markerach znajdujacych
si¢ na powierzchni pgcherzykow zewnatrzkomorkowych. W przypadku mikropecherzykow na
powierzchni obecne sg integryny, selektyny oraz CD40.

Prace doktorkg konczy zwigzle podsumowanie otrzymanych wynikéw pomiarowych
zawarte w rozdziale 9. Praca generalnie napisana jest w sposéb zrozumialy dla czytelnika,
jednak w tekscie zdarzajg si¢ nieliczne omylki. Powyzsze uwagi nie zmieniajg mojej
pozytywnej opinii na temat recenzowanej pracy doktorskiej. Przedstawione przez doktorantke
badania majg duzg warto$¢ poznawczg oraz aplikacyjng. Otrzymane wyniki badawcze
pozwolily w pelni osiggng¢ autorce cel rozprawy dotyczacy opracowania metodologii
pozyskiwania i charakterystyki pecherzykéw zewngtrzkomérkowych pacjentow chorych na
cukrzyce. Autorka wykazata, ze umie sformulowa¢ cele badawcze 1 zaplanowac
eksperymenty w celu ich osiggnigcia. Wybdr szerokiej gamy metod eksperymentalnych
dowodzi, iz mgr inz. Agnieszka Kaminska jest dojrzalym naukowcem zaslugujacym na
stopien naukowy doktora nauk fizycznych.

Dorobek mgr inz. Agnieszki Kaminskiej obejmuje 5 publikacji. Wszystkie prace sg
anglojezyczne i opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych o zasiggu
miedzynarodowym o IF od 2,8 do 8,7 (faczny II' = 24,9). Na szczegolne podkreslenie
zashuguje fakt, iz w dwdch publikacjach mgr inz. Agnieszka Kaminska jest glownym
autorem, a w jednej autorem korespondencyjnym. Ponadto autorka brala udzial w
opracowaniu 3 zgloszen patentowych. Posiada rowniez spory dorobek konferencyjny, w ciggu
realizacji pracy doktorskiej uczestniczyla lgcznie w 14 konferencjach krajowych oraz
zagranicznych.

Podsumowujgc, przedstawiona do recenzji praca doktorska przedstawia istotng wartos¢
pod wzgledem poznawczym i aplikacyjnym, a tym samym posiada elementy nowosci w
zakresie dziedziny nauk fizycznych. W zwigzku z tym stwierdzam, ze rozprawa doktorska
mgr inz. Agnieszki Kaminskiej pt. ,Molecular characteristics of platelet and urinary
extracellular vesicles and their possible applications in nanomedicine’ spelnia wszelkie
wymagania stawiane pracom doktorskim 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.
Nr 65/2003 poz. 595). Wobec powyzszego wnioskuj¢ do Rady Naukowej Wydziatu Fizyki,
Astronomii 1 Informatyki Stosowanej UJ o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz.
Agnieszki Kaminskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, uznajgc nowatorskie podejscie do otrzymywania biomarkerow stanow
chorobowych opartych na pecherzykach zewnatrzkomérkowych oraz ze wzgledu na ich
wysoki potencjal  aplikacyjny wnosze o wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr inz.

Agnieszki Kaminskiej.
) }g “A ey o

dr hab. inz. Barbara Jachimska, prof. [KiFFP PAN

ul. Niezapominajek 8, 30-239 Krakow, Polska Nr konta: Bank Gospodarstwa Krajowego
tel. +48 12 63951 01, +48 12 42519 23 PL 3611301150 0012 1186 5820 0004
fax +48 12 425 19 23 NIP: 6750001805, REGON: P-000326351



