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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny Bik
pt. ” Badania spektroskopowe wybranych mechanizmow cytotoksycznosci w komorkach
srodblonka naczyniowego”
wykonanej pod kierunkiem promotorow:
prof. dr hab. Matgorzaty Barariskiej z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego,
prof. dr hab. Stefana Chiopickiego z Jagielloriskiego Centrum Rozwoju Lekow (JCET),
Uniwersytetu Jagielloriskiego
oraz promotora pomochiczego
‘dr Katarzyny Majzner z Uniwersytetu Jagielloriskiego
Przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Bik pt. " Badania
spektroskopowe wybranych mechanizmow cytotoksycznosci w komorkach srodbfonka naczyniowego’
zostata wykonana w Zespole Obrazowania Ramanowskiego (ZOR), w Zakladzie Chemii Fizycznej
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Matgorzaty Baranskiej
oraz dr Katarzyny Majzner oraz w Jagiellonskim Centrum Rozwoju Lekow (JCET) pod kierunkiem prof.
dr hab. Stefana Chiopickiego.

Badania stanowigce podstawe rozprawy doskonale wpisujg sie w tematyke Switowej klasy prac
badawczych realizowanych w ZOR i JCET ukierunkowanych na biologiczne oraz medyczne
zastosowania technik spektroskopowych ze szczegdlnym uwzglednieniem obrazowania i spektroskopii
Ramana.

Giownym celem przeprowadzonych badan byto opracowanie metodologii RS-HCP (ang. Raman
spectroscopy — based high content profiling) obeimujgcej zdefiniowanie markerow spektroskopowych
umozliwiajacych szybkg identyfikacje mechanizmdw cytotoksycznosci m.in. roznych iekow.

Badania eksperymentaine zostaly przeprowadzone dla komdrek Srodbtonka naczyniowego
petnigcego w organizmie czlowieka kluczowa role w utrzymaniu prawidtowych parametrow krwi oraz
dostepnosci substancji znajdujacych sie w krwiobiegu dla tkanek.

Przed przystgpieniem do badania mechanizméw cytotoksycznosci w wybranych ukiadach
eksperymentalnych Doktorantka przeprowadzita analize wptywu procesu utrwalania komorek
srédblonka na generowang odpowiedz spektroskopowa. Ze wzgledu na koniecznos¢ prowadzenia
badan spektroskopowych na odpowiednio duzej populacji komérek komérki utrwalone sg obiektami
latwiejszymi w analizie i podjecie przez Doktorantke badan tego zagadnienia nalezy uznaé za
niezwykle cenne. Ostatecznie wyniki dia komdrek zywych srédblonka zostaty poréwnane z wynikami
otrzymanymi dla komdrek utrwalonych glutaraldehydem dla dwdch linii lasera 488 i 532 nm [P1].
Pomiary z zastosowaniem spektroskopii i obrazowania ramanowskiego potwierdzity, ze utrwalanie
generuje roznice w rejestrowanych widmach Ramana, a najistotniejsze zmiany zostaty zarejestrowane
dla pasm charakterystycznych dla cytochromu (spadek intensywnosci pasm), pasm potwierdzajgcych
sieciowanie biatek z GA oraz pasm lipidow (wzrost intensywnosci pasm).

Analiza mechanizmdw cytotoksycznosci zostala przeprowadzona =zas dla 3  wariantow
eksperymentu z komorkami $rodbtonka ludzkiego. Wykonano pomiary dla:

- warunkow generacji stresu oksydacyjnego powodowanegc manadionem, ktéry moze wywotywac
takze stan zapalny [P2],

- warunkow generacji stresu siateczki srodplazmatycznej powodowanego tunikamycyna [P3],

- stanu fosfolipidozy powodowanej suplementacjg lekami z grupy CADs [P4] i [P5].

Badania dotyczgce cytotoksycznosci pozwolity Doktorantce na wyciggniecie
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o gtownym markerem stresu oksydacyjnego jest spadek intensywnosci pasm
pochodzgcych od zredukowanej formy cytochromu oraz wzrost intensywnosci pasm

lipidow

e stres siateczki srodplazmatycznej jest powigzany ze wzrostem intensywnosci pasm
typowych dla biatek i kwaséw nukleinowych oraz spadkiem intensywnosci pasm
charakterystycznych dla lipidow

o fosfolipidoza wywotana lekami z grupy CADs skutkuje za$ akumulacjg lipidéw bogatych
w kwasy ttuszczowe, estry cholesterolu oraz fosfolipidy.

Uktad formalny pracy nie budzi zadnych zastrzezen, rozprawa zawiera wszystkie elementy
niezbedne do zapoznania sie, tak recenzenta jaki i innych zainteresowanych podjeta tematyka
naukowcow, ze spektroskopowa charakterystyka komorek srodbtonka. Uktad pracy jest przejrzysty.
Rozprawa sktada sie z 10 rozdziatdw obejmujacych tak przegiad literaturowy, jak i opis
zastosowanych technik analitycznych, cel pracy, czes¢ eksperymentalng, podsumowanie i wnioski;
integralng czescig pracy sg réwniez publikacje stanowigce podstawe rozprawy, dorobek naukowy
Doktorantki, bibliografia.

Tematyka rozprawy doktorskiej nalezy do najbardziej aktualnych podejmowanych obecnie
w kontekscie mozliwosci stosowania technik obrazowania spektroskopowego, w tym obrazowania
Ramana w diagnostyce zmian chorobowych w modelach zwierzecych czy tez diagnostyce chorob
cztowieka, Wazkos¢ podjetej tematyki uzasadnia kluczowa rola sSrodbtonka w  prawidtowym
funkcjonowaniu organizmu cztowieka.

Na uznanie zastuguje takze fakt, iz w trakcie badan eksperymentalnych Doktorantka wykazata sie
nie tylko znajomoscig technik obrazowania ramanowskiego, ale analiza spektroskopowa zostata
uzupetniona o pomiary cytometryczne i analize chemometryczng, tak niezbedna w analizie
wielowymiarowych danych spektroskopowych,

Przedstawione w rozprawie wyniki badan nalezy uzna¢ za imponujace tak pod wzgledem ich
roznorodnosci, jakosci badan eksperymentalnych jak i ich opracowania. Przedstawione opracowania
sktaniajg jednak do zadania kilku pytan oraz sformutowania kilku sugestii:

1. Na str. 8 Autorka koncentruje sie na opisie przepuszczalnosci naczyn w ukfadzie
krwionosnym. Mimo, ze rozprawa ma ukfad streszczenia najwazniejszych zagadnien |
zatgczenia prac oryginalnych fragment ten powinien, zdaniem recenzenta, byé
opatrzony wiekszg liczba odnosnikdw literaturowych (podano tylko jeden),

2. Podobna sugestia dotyczy rozdziatu 2.3 (nie podano zadnego odnosnika
literaturowego),

3. W podrozdziale 3.1.2. Doktorantka koncentruje sie na Spektroskopii rezonansowego
rozpraszania ramanowskiego. Prosze o skonfrontowanie Rysunku 3 oraz opisu do niego
sie odnoszgcego,

4. Prosze o szersze uzasadnienie zastosowania w badaniach dwéch linii komérkowych
HAEC i HMEC-1,

5. W pracach [P1]-[P5] analize chemometryczng wykonano z zastosowaniem metod PCA
lub HCA. Prosze o komentarz czy Doktorantka widziataby celowosé wykonania np.
analizy PLSDA celem oszacowania czufosci i swoistosci stosowanych metod
spektroskopowych w rdznicowania komdrek nalezacych do réinych grup
eksperymentalnych.

6. Autorka nie ustrzegta sie drobnych bteddw stylistycznych, sg one zauwazalne np. na
stronach 8, 9, 10, 15, 20, 21. Jest ich jednak niewiele na liczacg 66 stron rozprawe.

Wymienione powyzej uwagi i sugestie w zaden sposéb nie umniejszaja bardzo wysokiej ocenie
merytorycznej tak pracy doswiadczalnej wykonanej przez Doktorantke jak i
opracowania otrzymanych wynikéw, a potwierdzeniem tej opinii jest fakt, iz
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publikacje stanowigce podstawe rozprawy ukazaty sie w miedzynarodowych czasopismach o bardzo
wysokim wspdétczynniku oddziatywania (IF) i liczbie punktow MEIN.

Dorobek Doktorantki obejmuje facznie 9 publikacji i 1 rozdziat w ksigzce. W 5 publikacjach
bezposrednio zwigzanych z tematem rozprawy Pani mgr Ewelina Bik jest pierwszym autorem.
Doktorantka prezentowata wyniki badan rowniez w trakcie konferencji, dokumentujgc 21 takich
aktywnosci, w tym 19 w ramach studiow doktoranckich, brata rowniez udziat w realizacji 9 projektow
badawczych, w tym 6 w trakcie studiéw doktoranckich. W czasie realizacji doktoratu odbyta takze
staz naukowy w Japonii, aktywnie uczestniczyta rowniez w organizacji seminariow naukowych ZOR,
ul.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa Pani mgr Eweliny Bik spetnia warunki okreslone w art. 13
ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.1789) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajgce ustawe —~ Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce" i wnosze o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego, a uwzgledniajgc bardzo wysoki poziom
zaprezentowanych  badan, ich opracowania oraz upowszechnienie w czasopismach
miedzynarodowych o wysokim IF wnioskuje o wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr Eweliny Bik.
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dr hab. inz. Beata Brozek-Pluska, prof. uczelni
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