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Opinia o pracy doktorskiej

~Obrazowanie wewnatrzkomorkowej dystrybucji oraz ocena dziatania
wybranych substancji egzogennych na komorki z wykorzystaniem
technik mikroskopii ramanowskiej”

Pani mgr Aleksandry Borek-Dorosz

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry
Borek-Dorosz zostata przygotowana pod kierunkiem Pani prof. dr hab.
Matgorzaty Baranskiej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Praca
dotyczy oceny mozliwosci wykorzystania metod obrazowania molekularnego
bazujacych na zjawiskach spontanicznego i wymuszonego rozpraszania
ramanowskiego oraz zaawansowanych metod statystycznej analizy danych
spektralnych dla potrzeb charakterystyki fenotypu leukocytéw oraz okreslenia
zmian biochemicznych zachodzacych na skutek aktywacji komérek nastepujacej
wskutek dziatania réznych czynnikéw egzogennych.

Techniki obrazowania oparte na zjawisku Ramana, ze wzgledu na swoje
ogromne zalety, znajdujg obecnie coraz szersze zastosowanie w biologii i
medycynie. Wymagajg jedynie minimalnego przygotowania materiatu
biologicznego, pozwalajgc réwnoczesnie na nieniszczace i nieinwazyjne pomiary
o wysokiej specyficznosci z bardzo dobrg rozdzielczoscig przestrzenng. Poniewaz
informacje o skfadzie chemicznym prébki biologicznej uzyskuje sie bez uzycia
barwnikéw i znacznikéw, to obrazowanie ramanowskie dostarcza prawdziwych
danych o rozmieszczeniu w niej roznych biomolekut, w tym biatek, lipidéw czy
kwasoéw nukleinowych. Nie dziwi zatem wybdr technik mikroskopii ramanowskiej
jako narzedzi do realizacji badani zaplanowanych w doktoracie, ktérego temat
uwazam za ogromnie wazny i aktualny. :

Rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Borek-Dorosz z0stata napisana w
jezyku polskim. Liczy 230 stron i podzielona zostata na 4 gtéwne czesci (I. Czesé
teoretyczna, Il. Cel pracy, lll. Cze$¢ eksperymentalna oraz IV. Wyniki i dyskusja).
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Zasadnicze czeSci pracy poprzedzaja: Spis tresci, streszczenia w jezyku polskim i
angielskim oraz wykaz skrétow i oznaczen stosowanych w rozprawie. Na jej
koricu znajdujg sie natomiast, nieobjete numeracjg, ale wyraZnie wyrdznione
czeéci pracy zawierajgce podsumowanie i wnioski z ptynacych badan,
bibliografie, spis ilustracji i tabel oraz wykaz osiggnie¢ Doktorantki.

W czesci | Autorka koncentruje sie na procesie hematopoezy, podziale
leukocytéw, ich charakterystyce morfologicznej i funkcjonalnej, opisuje wptyw
czynnikdw egzogennych na komdrki leukocytéw oraz podstawy stosowanych w
pracy metod eksperymentalnych i statystycznych. W oparciu o dobrze dobrane i
aktualne pozycje literaturowe, Autorka sprawnie przedstawia aktualny stan
wiedzy w zakresie tematu rozprawy oraz naswietla motywacje, jaka sktonita jg do
podjecia badan. Ogdlny cel pracy i jej cele szczegétowe zostaty jasno
sformutowane w rozprawie i jawnie zamieszczone w czesci Il. Czesé Il pracy
zawiera szczegOty prowadzonych na potrzeby pracy eksperymentéw w tym,
charakterystyke wykorzystywanego w nich materiatu badawczego, warunkéw
pomiarowych czy podejscia do analizy danych. Zasadnicza, IV czes¢ rozprawy,
stanowi jej kwintesencje prezentujgc wyniki przeprowadzonych badan i ich
dyskusje. Rozprawe koriczg dwie bardzo wazne, ale nienumerowane czesci,
zatytutowane ,,Podsumowanie i wnioski” oraz ,, Wnioski”.

Uktad rozprawy nie jest catkiem typowy, ale w petni akceptowalny. Pewne
zastrzezenia moze budzi¢ numeracja podrozdziatdw, ktéra prowadzona jest
zupetnie niezaleznie od wyrdznionych czterech zasadniczych czesci pracy, jak
réwniez brak numeracji istotnych koncowych czesci rozprawy zawierajacych
podsumowanie uzyskanych rezultatéw i ptynace z nich wnioski.

Jak wspomniano na wstepie, praca Pani mgr Aleksandry Borek-Dorosz
koncentruje sie na identyfikacji charakterystycznych cech biochemicznych
réznych typdw leukocytéw oraz okresleniu wptywu wybranych czynnikéw
egzogennych prowadzacych do ich aktywacji na sktad biomolekularny tych
komodrek. Wykorzystywany przez Doktorantke materiat badawczy byt bardzo
bogaty, stanowity go zaréwno komadrki pierwotne izolowane od dawcéw, w tym
limfocyty, mononukleary, monocyty, eozynofile i neutrofile, jak rowniez
modelowe linie komdrkowe — Jurkat, THP-1 i EoL-1. Rownie szeroki byt zestaw,
zastosowanych dla potrzeb realizacji celéw rozprawy, metod analizy
instrumentalnej. Obejmowat on nie tylko, zgodnie z tytutem pracy, rézne techniki
mikroskopii ramanowskiej, ale rowniez spektroskopie UV-VIS czy mikroskopie
fluorescencyjng. Podsumowujac, zaréwno materiat jak i metody badawcze, ktére
doktorantka wykorzystata w pracy do przeprowadzenia biomolekularnej
charakterystyki leukocytow oraz wptywu na tg charakterystyke wybranych
czynnikow egzogennych, zostaty dobrane i zastosowane w sposéb poprawny.

Pierwszym bardzo waznym aspektem pracy byta ocena wptywu preparatyki
i przechowywania materiatu biologicznego oraz warunkdw pomiarowych na
wyniki badari ramanowskich. Uzyskane w ramach tej czesci rozprawy wyniki
pozwolity na optymalizacje protokotu przygotowania komdrek oraz ich pomiaréw
z uzyciem metod instrumentalnych bazujgcych na zjawisku Ramana. Rezultaty



uzyskane w ramach rozprawy potwierdzity uzytecznos¢ technik ramanowskich
oraz zaawansowanych metod statystycznych w identyfikacji badanych typow
agranulocytow i granulocytow oraz zmian molekularnych zwigzanych z aktywacja
limfocytéw T. Co wiecej, pozwolity uwidoczni¢ réznice w morfologii oraz sktadzie
biomolekularnym linii komodrkowych stosowanych jako modele okreslonych
leukocytow pierwotnych. Reasumujgc, zatozone cele rozprawy zostaty
zrealizowane. Uzyskane w ramach rozprawy bardzo ciekawe i obiecujace wyniki
zostaty przez Doktorantke przedyskutowane i skonfrontowane z aktualnym
stanem wiedzy prezentowanym w najswiezszej literaturze naukowe;j.

Rola moja jako recenzenta jest takze zwrdcenie uwagi na niedociggniecia
czy uchybienia, jakie pojawiajg sie w pracy. Celem ich przedstawienia nie jest
wytykanie niedoskonatosci rozprawy, a raczej sktonienie do refleksji i motywacja
do dalszego doskonalenia sie. Uwagi te, ktére nie umniejszajag mojej pozytywnej
ocenie pracy, przedstawiam ponizej.

Uwaga 1:

Na str. 31, w czeSci 3.1. Autorka btednie definiuje absorbancje jako réznice
intensywnosci promieniowania za i przed probka.

Uwaga 2:

Na str. 42 Autorka podaje przyktady metod chemometrycznych, wsréd nich
wymienia ,,analize hierarchiczng”, jakg konkretnie metode ma na mysli?

Uwaga 3:

W pracy pojawia sie dos¢ duzo kolokwializmoéw. Ich sztandarowym przyktadem
jest sformutowanie: ,analiza widm po pasmach charakterystycznych”.
Rozumiem, ze Doktorantka ma na mysli proces okreslany w literaturze fachowej
jako ,mapowanie chemiczne” i oznaczajgcy obrazowanie w 2- lub 3-ch
wymiarach intensywnosci pasma (stosunku intensywnosci pasm) rozumianej jako
jego wysokos¢ (rzadziej) lub pole powierzchni (czesciej).

Uwaga 4:

Na str. 44 zaprezentowano rozwazania dot. rozdzielczoSci przestrzennej
uzyskiwanych map chemicznych. Autorka wigze tg wielko$¢ tylko z gestoscia
probkowania czyli krokiem, z jakim w tym przypadku rejestrowane byty widma
ramanowskie. A od czego wielkos¢ ta zalezy w sensie fizycznym?

Uwaga 5:

Na str. 44 pojawia sie stwierdzenie, ze w analizie klastrowej z géry zaktadamy
liczbe skupien. Czy, poza analiza metoda k-Srednich, rzeczywiscie liczba klastrow
definiowania jest a priori?

Uwaga 6:

Str. 51, co oznacza w przypadku oséb, od ktorych pobierano krew do izolacji
wykorzystywanych w doktoracie komdérek, termin ,dieta standardowa”? Uzywa
sie go oczywiscie w kontekscie eksperymentéow na zwierzetach, w ktorych aby
zminimalizowa¢ liczbe czynnikéw wptywajacych na wyniki badan, rodzaj i czasem
rowniez ilosé pozywienia podlega scistej kontroli. A jak jest w tym przypadku?




Uwaga 7:

Duze watpliwosci budzi¢é moze podejscie do interpretacji wynikow analizy
sktadowych gtéwnych. W wielu przypadkach, na wykresach rozrzutu obserwacji
w przestrzeni sktadowych gtéwnych, elipsy prawdopodobienistwa przykrywaja sig
(przynajmniej czesciowo), co wskazuje na brak istotnie statystycznych rdznic
miedzy badanymi populacjami widm. Nawet w takich wypadkach, jednak,
Autorka wycigga bardzo daleko idgce wnioski na temat réinic spektralnych
miedzy badanymi komérkami w oparciu o uzyskane w PCA wykresy tadunkowe.
W oparciu o wykresy tadunkowe mozna, oczywiscie, identyfikowac korelacje
(dodatnie, ujemne) wystepujgce miedzy sktadowymi gtéwnymi a zmiennymi
pierwotnymi (intensywnosci ramanowskie). W pewnych sytuacjach moga one
takze wskazaé, ktére z czestotliwosci najlepiej rdéznicujg analizowane grupy
widm. Nie dostarczaja, jednak, jednoznacznych informacji na temat tego, jakie sg
relacje pomiedzy intensywnosciami poszczegdlnych pasm ramanowskich dla
analizowanych populacji komdérek. Do takich btednych wnioskéw moze
prowadzi¢ rowniez sam opis osi pionowej na wykresach tadunkowych, ktérej to
Doktorantka przypisuje nazwe ,intensywno$¢ ramanowska”.

Uwaga 8:

Nie znalaztam w pracy informacji na temat kryterium w oparciu, o ktore
okres$lana byfa liczba istotnych z punktu widzenia poszczegdlnych analiz
sktadowych gtéwnych (procent wyjasnionej wariancji, kryterium Kaisera czy test
osypiska). Jest to o tyle istotne, ze w zaleznosci od problemu doktorantka bierze
pod uwage rdzna liczbe i rézne sktadowe.

Uwaga 9:

Metode k-$rednich Autorka wykorzystuje w pracy do rozréznienia widm
pochodzacych z réznych czesci badanych komorek (jadro, cytoplazma, rejon
bogaty w lipidy, etc.). Dlaczego zatem w wielu przypadkach dalszym analizom
PCA czy PLS-DA poddaje $rednie widma z catych komdrek, a nie poszczegdlnych
ich czesci? Czy takie podejscie nie wptywa negatywnie na proces rozdzielenia
widm analizowanych populacji komdrek w przestrzeni sktadowych gtéwnych?
Uwaga 10:

Wyniki zamieszczone w rozdziale 7.2. wskazuja jednoznacznie na istnienie réznic
w widmach ramanowskich pomiedzy limfocytami B i T. Dlaczego zatem
porownujgc te komérki z monocytami i mononuklearami, limfocyty Bi T ,,wrzuca
sie do jednego worka”? By¢ moze wiaczenie tych dwdch subpopulacji do analizy
PCA niezaleznie przyczynitoby sie do lepszego rozdzielenia obserwacji w
przestrzeni sktadowych gtéwnych.

Uwaga 11:

Szkoda, ze na rysunku 38 nie pokazano dystrybucji lipidéw dla spoczynkowych
limfocytéw T oraz karotenoidéw dla komdrek aktywowanych.

Uwaga 12:

Przedstawione na rysunku 50 widma jadra komodrkowego oraz cytoplazmy
eozynofili i neutrofili uzyskane przy wykorzystani laseréw o dtugosciach fali 532 i



633 nm sa identyczne. Taki wynik moze dziwi¢ zwtaszcza w kontekscie Srednich
widm ramanowskich tych komadrek uzyskanych przy wykorzystaniu laseréw o
réznych dtugosciach fali zaprezentowanych na rysunku 49.

Inne wagi techniczno-edytorskie, ktore nie bedg dyskutowane podczas publicznej
obrony:

1. Prezentowane w pracy ryciny, schematy i wykresy, przygotowane przez
Doktorantke samodzielnie i z wielkg starannoscig, stanowig bardzo duzy atut
rozprawy.

2. Niestety w pracy pojawia sie dos¢ sporo btedéw stylistycznych,
gramatycznych i interpunkcyjnych, ktére w pewnych miejscach utrudniajg
zrozumienie tekstu. Tak dzieje sie zwfaszcza w podrozdziale 8.4 rozprawy, gdzie
poza wspomnianymi powyzej niedoskonatosciami jezykowymi, az 8 razy na
stronach 173-180 pojawia sie ten sam rysunek 56. Rozumiem, Ze jest to
niedopatrzenie Doktorantki wynikajace z ogromnej presji czasu, jaka na niej
spoczywata.

3. Nastr. 19, w opisie do rysunku 2 pojawiajg sie informacje na temat komaérek
NK i makrofagéw, chociaz komédrek tych nie obejmuje przedstawiony na nim
schemat.

4. Nastr. 35, na rysunku 8 btednie oznaczono jedno z przejs¢ jako spontaniczny
efekt ramanowski. Poniewaz nie zmienia sie tu energia fotonu, mamy do
czynienia z rozpraszaniem elastycznym. PrzejScie to powinno by¢ zatem
oznaczone jako rozpraszanie Rayleigha.

5. Str. 36, nie wszystkie symbole pojawiajace sie w rownaniu 1 zostaty
objasnione.

6. Nastr. 66 powinno by¢ , kondensor” zamiast ,kondensator”.

Podsumowanie:

Niezaleznie od przedstawionych powyzej uwag, zamieszczone w pracy
doktorskiej Pani Aleksandry Borek-Dorosz rezultaty uwazam za bardzo cenne.
Wskazujg one na duzg wiedze Doktorantki w zakresie realizowanego tematu,
dobre przygotowanie w zakresie stosowanych metod eksperymentalnych, a
takze predyspozycje do pracy w interdyscyplinarnym zespole. Rozprawa
doktorska Pani mgr Aleksandry Borek-Dorosz wigze aspekty analizy chemicznej z
badaniami biologicznymi i klinicznymi. Z jej lektury widac, ze Doktorantka
doskonale zdaje sobie sprawe, ze warunkiem uzyskania przez zespét cennych
rezultatow jest rzetelna, uczciwa praca kazdego z jego cztonkéw i role cztonkéw
zespotu, w ktérym pracuje, nie tylko dostrzega, ale réwniez jasno precyzuje w
swojej rozprawie, nie przypisujgc jedynie wtasnej osobie uzyskanych w ramach
pracy rezultatow.

Nalezy podkresli¢c takze, ze cze$¢ z przedstawionych w rozprawie
rezultatow zostata juz opublikowana w doskonatych czasopismach z listy JCR, jak
rowniez zaprezentowana w formie prezentacji ustnych i posterowych na licznych
seminariach i konferencjach naukowych. Ponadto, w okresie realizacji doktoratu



Pani mgr Aleksandra Borek-Dorosz byta wykonawcg w az trzech projektach
badawczych finansowanych ze Zrédet zewnetrznych, a mianowicie w dwdch
projektach Narodowego Centrum Nauki (Harmonia i OPUS) oraz projekcie Team-
Net Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.

Praca doktorska Pani Aleksandry Borek-Dorosz stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego oraz potwierdza ogdlng wiedze teoretyczng
Kandydatki do stopnia doktora w dyscyplinie nauki chemiczne. Dlatego,
stwierdzam, ze rozprawa spetnia zwyczajowe i formalne wymogi stawiane
rozprawom doktorskim w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne na
Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie o dopuszczenie Doktorantki do
publicznej obrony pracy doktorskiej oraz dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.




