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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Krzysztofa Czamary pt. ,Obrazowanie zmian
chemicznych towarzyszacych modyfikacjom fenotypu komérek w modelach patologii
uktadu krwionos$nego z wykorzystaniem mikroskopii ramanowskiej”

Srédbtonek naczyniowy bierze udziat w wielu procesach fizjologicznych, miedzy innymi w
regulacji przeptywu i cidnienia krwi, syntezie i wydzielaniu substancji biologicznie czynnych,
angiogenezie, kontroli przeptywu substancji odizywczych czy reakcjach zapalnych i
odpornosciowych. Dlatego tez zaburzenie jego prawidtowego funkcjonowania odgrywa ogromnga
rolg zarébwno w patogenezie, jak i przebiegu wielu jednostek chorobowych, do ktérych naleig
migdzy innymi miazdiyca, nadcisnienie, cukrzyca czy choroba niedokrwienna serca. Wiele
wskazuje na to, ze na wczesnym etapie rozwoju dysfunkcja s$rédbtonka manifestuje sie
wystapieniem proceséw zapalnych, ktorych celem powinno byé usuniecie czynnika
chorobotwérczego i powrdt tkanki do stanu fizjologicznego. Ten ogromnie wainy i zarazem
interesujacy problem proceséw zapalnych tkanki $rodbfonka naczyniowego jest wilasnie
przedmiotem badan zamieszczonych w rozprawie doktorskiej Pana mgr Krzysztofa Czamary.

Swojg prace doktorskg Pan mgr Krzysztof Czamara realizowat pod opieka Pani dr hab.
Agnieszki Kaczor, rozpoznawalnego na $wiecie eksperta w zakresie spektroskopii i obrazowania
ramanowskiego. Prace badawcze zwigzane z realizacjg rozprawy prowadzone byly na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego we wspéipracy z Jagiellodiskim Centrum Rozwoju Lekéw.

Praca doktorska zredagowana zostata w jezyku polskim na 183 stronach maszynopisu (wraz
z referencjami). Do rozprawy dofgczona zostata ponadto lista wszystkich prac naukowych
doktoranta oraz jego publikacje, zwigzane z przedmiotem doktoratu. Uklad pracy nie jest typowy.
Praca skfada sig wprawdzie z pigciu zasadniczych czescl, ale zamieszczone w nich rozdziaty, czy
podrozdziaty nie majg odrebne] numeracji. Bardzo rozbudowana pierwsza cze$é pracy
zatytulowana: ,CZESC LITERATUROWA” zawiera az 8 zréinicowanych tematycznie
podrozdziatéw. Autor przedstawia w niej podstawy biologiczne prowadzonych badar
(podrozdziaty 1-4), opisuje stosowane w pracy techniki analityczne {podrozdziat 5) i metody
analizy danych spektroskopowych (podrozdziat 6} oraz wyczerpujgco prezentuje aktualny stan
wiedzy na temat mikroskopowych badar $rédbtonka naczyniowego, w tym z uzyciem metod
mikrospektroskopii i obrazowania ramanowskiego (7). Ostatni (8) podrozdziat tej czesci rozprawy



zawiera najwazniejsze informacje na temat stenozy zastawki aortalnej, ktéra oprécz modeli in
vitro $rodbtonka naczyniowego, stanowi przedmiot badar pracy doktorskiej. '

W Il czesci pracy {,CELE PRACY”) Autor jasno i precyzyjnie definiuje cele rozprawy, ktore
obejmujg zbadanie in vitro zmian chemicznych i fenotypowych komoérek $rédbionka
zachodzacych na skutek stanu zapalnego i w okresie wczesnej apoptozy oraz ocene wplywu
proliferacji komérek na uzyskiwane wyniki. Celem pracy jest, ponadto, weryfikacja wynikow
uzyskanych dla zwigzkéw modelowych i hodowli komérkowych w oparciu o bardziej
kompleksowe systemy, a mianowicie tkanki zastawki aortalnej pobrane od pacjentéw ze
stwierdzong stenozg aortalng oraz kontrolnych.

W Il czeéci pracy {,CZESC EKSPERYMENTALNA”, podrozdziat 9) Autor charakteryzuje
przedmiot badan, przebieg eksperymentow, stosowang aparature i warunki pomiarowe, a takze
zamieszcza podstawowe informacje dot. analizy danych pomiarowych i zastosowanych do tego
celu narzedzi. ' '

Zasadnicza, IV czeéé pracy (, WYNIKI | DYSKUSJA”) zawiera wyniki badar wraz z dyskusjg ich
znaczenia w konteksécie aktualnego stanu wiedzy. Pierwszy podrozdziat tej czesci rozprawy
(podrozdziat 10) zawiera wyniki pomiaréw ramanowskich 35 standardéw lipidowych, wsrdd
ktérych znalazty sie przyktady kwaséw tluszczowych, tréjacylogliceroli, lipidow blonowych, a takie
cholesterol i jego estry. Obecne w widmach pasma ramanowskie Autor przypisuje okreslonym
drganiom w molekutach. Ponadto, identyfikuje i interpretuje, w konteksécie struktury badanych
zwigzkéw, nieraz bardzo subtelne réznice pojawiajace sie w ich widmach oscylacyjnych. Rezultaty
zamieszczone w tej czesdci pracy stanowig punkt wyjscia do analizy i interpretacji wynikdéw
uzyskanych dalej dla hodowli komérkowych i tkanek zastawki aortalnej. W opinii recenzenta,
stanowia one jednak réwniez wspaniate kompendium wiedzy, ktérg pewnie nie raz, w przysztosci,
Doktorant, jego Zespdt, ale i $rodowisko naukowe wykorzystaja przy interpretacii widm
ramanowskich réznych materiatdw biologicznych.

W kolejnym {11) podrozdziale IV czes$ci rozprawy, Autor bada réinice w profilach
ramanowskich kontroinych komérek $rédbtonka linii HMEC-1 oraz EA.hy926. W czesciach 12113
analizuje, odpowiednio, zmiany biochemiczne zachodzace w komadrkach linii HMEC-1 na skutek
stanu zapalnego indukowanego TNF-oo i LPS E Coli oraz nieprawidiowosci wystepujgce w
komoérkach linii EA.hy926 w czasie wczesnej apoptozy indukowanej FasL oraz CHX.

Podrozdziat 14 poswiecony jest badaniom zmian w widmach ramanowskich komérek linii
EA.hy926 spowodowanych proliferacja. Przy uzyciu hierarchicznej analizy skupien, Autor bada
takze wptyw konfluencji na rozdziat widm oscylacyjnych zarejestrowanych dla komérek w réznych
fazach cyklu oraz wplyw fazy cyklu komoérkowego na rozrdznienie widm ramanowskich komérek
w stanie zapalnym oraz kontrolnych.

Z kolei w ostatnim (15) podrozdziale 1V czesci pracy, przeprowadzono analize
biomolekularng tkanek zastawki acrtalnej pobranych od pacjentdéw ze stenozg zastawki aortalnej
i kontrolnych.



W V czedci rozprawy, Doktorant krétko, na czterech stronach, podsumowuje uzyskane
“wyniki i przedstawia wnioski koncowe plyngce z pracy. W petni zgadzam sie z Autorem, ze do
najwazniejszych rezultatéw uzyskanych w ramach rozprawy naleiy zaliczy¢:

1. Identyfikacje pasm ramanowskich specyficznych dla badanych zwigzkow lipidowych;

2. Scharakteryzowanie profili ramanowskich kontroinych komdrek $rédbtonka linii EA.hy926
oraz HMEC-1;

3.  Obserwacje w komérkach linii HMEC-1, w ktdrych indukowano stan zapalny przy uzyciu
TNF-c oraz LPS, zwiekszonej czestosci wystepowania kropli lipidowych, a takie wykazanie réznic
w sktadzie chemicznym tych kropli w zaleZnosci od czynnika indukujacego stan zapalny;

4.  Obserwacjg zmian biochemicznych (spadek zawartosci biatek i wzrost akumulacji DNA/RNA)
zachodzacych w réinych organellach komérek linii EA.hy926 w czasie wczesnej apoptozy
wywotanej przez Fasl aktywujgcy btonowe receptory $émierci oraz CHX hamujacy synteze biatek;
5. Identyfikacje rdéznic w profilach ramanowskich komodrek w zaleznoici od fazy cyklu
komorkowego oraz oceng wplywu fazy cyklu komdrkowego na rozdziat widm ramanowskich
zmierzonych dla komdrek kontrolnych i w stanie zapalnym.

6. Wykazanie uzytecznodci wynikéw uzyskanych dla standardéw lipidowych oraz hodowli
komarkowych w badaniach zmian patologicznych tkanki ludzkiej zastawki aorty.

Jak zatem moina zauwazy¢, wszystkie cele badawcze rozprawy Autor konsekwentnie w jej
ramach zrealizowal. Praca zredagowana zostata na podstawie wynikéw cyklu pomystowo
zaplanowanych i precyzyjnie wykonanych eksperymentéw. Rzetelnie wykonana zostata analiza
spektroskopowa i statystyczna wynikéw badan, a wnikliwa interpretacja uzyskanych rezultatow
przeprowadzona zostata w oparciu o dobrze dobrang aktualng literature.

Wigkszos€ zawartych w pracy rezultatow zostata juz ogtoszona w dobrych i bardzo dobrych
recenzowanych czasopismach o wysokim wspdtczynniku przebicia. O wkiadzie Doktoranta w
powstanie tych prac swiadczy fakt, iz az w czterech z nich jest on pierwszym autorem.

Rozprawg Pana mgr Krzysztofa Czamary oceniam bardzo wysoko takie ze wzgledu na jej
interdyscyplinarny charakter. Praca ta wigze bowiem aspekty analizy chemicznej z badaniami
biologicznymi i klinicznymi. Z jej lektury widaé, ze Doktorant doskonale sie odnalazt w badaniach
takiego interdyscyplinarnego zespotu i zdaje sobie sprawe, ze warunkiem uzyskania przez zesp6t
cennych rezultatéw jest rzetelna, uczciwa praca kazdego z jego cztonkéw. Autor role cztonkéw
zespotu, w ktérym pracuje, nie tylko dostrzega, ale réwniez jasno precyzuje w swojej rozprawie,
nie przypisujgc jedynie wiasnej osobie uzyskanych w ramach pracy rezultatow.

Nie bez znaczenia jest takze fakt, Ze rozprawa doktorska przygotowana zostata z ogromna
starannoscia i dbatoscig o szczegély, uwage zwracajg przede wszystkim bardzo fadne, czytelne
schematy i rysunki.

Przedtozona mi do recenzji praca jest wieloaspektowa. Porusza kilka bardzo aktualnych i
wainych probleméw, z ktdrych kazdy mégtby stanowié¢ przedmiot odrebnego doktoratu. Ten
ogrom zgromadzonych w ramach rozprawy wynikéw rodzi rowniez szereg pytan. Spodziewam sie,



2e wiekszo$¢ z nich doktorant juz sobie zadawat w toku realizacji pracy i odpowiedz na nie sprawi
‘mu najmniejszego problemu. - o e e

1. Pierwsze pytanie, jakie zrodzito sie po przeczytaniu rozprawy, to dlaczego w badaniach
wplywu stanu zapalnego i apoptozy na profile ramanowskie komérek stosowane sg dwa rézne
modele in vitro $rodblonka naczyniowego. W pierwszym przypadku Doktorant wykorzystuje linie
hodowlang $rédbtonka z mikrokrgzenia HMEC-1, w drugim linie EA.hy926 wywodzgca sie ze
$rodbtonka duiych naczyd krwionosnych.

2. TNF-q, poprzez aktywacje receptora czynnika martwicy nowotworéw, moze indukowaé
zar6wno stan zapalny w komérkach, jak i apoptoze, czy zatem moiemy wykluczyé, ie
obserwowane na skutek stymulacji TNF-¢ zmiany biochemiczne w komorkach nie sg wypadkowg
tych dwoch proceséw?

3.  Uzyskane dla zwigzkéw modelowych i modeli in vitro wyniki Autor wykorzystuje do badania
znacznie bardziej skomplikowanych systeméw, jakimi sg tkanki zmienione chorobowo i kontrolne
ludzkiej zastawki aortalneij. Autor pisze, ze w tkankach takich wspéfistnieje wiele typédw komorek
i zachodzi szeroka gama proceséw komdérkowych. Zapomina o tym, Ze kazdy chory czy zdrowy
cztowiek ma inne predyspozycje osobnicze, prowadzi réiny tryb Zycia, stosuje roine leki, nie
zawsze ordynowane przez lekarza. Pacjenci, od ktérych pobierane sa tkanki sg zapewne w réznym
wieku, a pobrany od nich materiat biologiczny reprezentuje réine stadium rozwoju choroby.
Méwigc z przekgsem, nie mamy zadnego wplywu na prowadzony ,eksperyment”, a nawet nie
posiadamy informacji na temat jego przebiegu. Dlatego, w tym kontekscie, nie moiemy
zapominaé o ogromnej roli zwierzecych modeli schorzen, ktdre wykorzystuje sie nie tylko w
badaniach podstawowych majacych na celu ustalenie mechanizméw lezgcych u podtoia réinych
patologii, ale przede wszystkim w trakcie opracowywania nowych lekéw, gdzie zastosowanie
odpowiednich nieklinicznych modeli zwierzecych ma zasadnicze znaczenie dla uzyskania danych
o wartoéci prognostycznej dla ludzi. Stad pytanie recenzenta, o najwainiejsze zwierzgce modele
patologii srédbtonka naczyniowego.

4, W Il czedci pracy doktorskiej Autor opisuje materiat eksperymentalny oraz metody
badawcze wykorzystywane w badaniach. Duig uwage poswigca warunkom hodowli i stymulacji
komarek $rédbtonka, a takze procedurom ich utrwalania. Znacznie mniej miejsca, i to w czesci
poswieconej wiasnie hodowli i stymulacji komérek, znalazly w pracy informacje dot. zmienionych
chorobowo, w przebiegu AS, oraz kontrolnych zastawek aortalnych. Nie wiadomo, czy zastawki
kontroine pobrane zostaly od dawcéw przyzyciowo, czy posmiertnie, jaki czas mijat i jak byly
przechowywane tkanki od momentu pobrania do czasu ich preparatyki i pomiaru. Autor nie pisze
réwniez, czy tkanki poddawane byly jakimkolwiek procedurom i przy uiyciu czego cieto je na
skrawki. Wszystkie te informacje sg bardzo istotne z punktu widzenia interpretacji uzyskanych
wynikéw badan.

5. Nie do kotica moge zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem Doktoranta, ze obraz spektroskopowy
kontrolnych komérek $rodblonka jest uniwersalny i niezalezny od ‘linii hodowlanej. Autor



identyfikuje przeciez réznice w widmach komaérek linii HMEC-1 oraz EA.hy926 zaréwno w zakresie
wysokich, jak i niskich liczb falowych. Réinice te troche bagatelizuje, ttumaczac iz moga byé
niewiarygodne, bo dotycza rejonéw widma lezgcym poza zakresem normalizacji {(1500-400 cm™?),
Ale przeciez stosujagc ten sam zakres normalizacji analizuje np. pasmo 3030-3000 cm?,
wykorzystujac je do obrazowania w komadrkach lipidéw nienasyconych, i na podstawie uzyskanych
dia niego rezultatéw wysuwa kiuczowe dla pracy wnioski.

Jako recenzent musze réwniez wytknaé drobne usterki i zwrdcié uwage na
niedopowiedzenia, ktore pojawity sie w pracy. Ich liste przedstawiam ponizej, zwracajac
réwnoczesnie uwage, e nie majg one wpltywu na jej koricows ocene.

. W spisie tresci nie zostala zachowana ciggtos¢ numeracji, po czeéci 5.2 pojawia sie od razu
czesc 5.4, Brakuje podrozdziatu 5.3. Biochemiczne testy komdérkowe.

. Str. 11, 2. akapit, 4. zdanie: powinno by¢ ,w odréznieniu od” zamiast w ,,odréznieniu do”.
. Str. 11, 2. akapit, 5. zdanie: powinno byé ,podczas gdy”, a nie ,podczas gry”.

e Str. 37, rysunek 9: na schemacie brakuje jednego z etapéw mitozy — profazy.

. Sposréd wszystkich podrozdziaidéw czesci | najstabiej, w opinii recenzenta, przygotowany
zostat podrozdziat 5.1 zawierajgcy podstawy najwainiejszej techniki eksperymentalnej
wykorzystywanej w pracy, czyli spektroskopii ramanowskiej.

Opisujgc obrazowanie ramanowskie (str. 43-45) Autor nie zawsze stosuje powszechnie
przyjete w $rodowisku stownictwo, jak np. ,skanowanie rastrowe” dia rejestracji widm
ramanowskich ,punkt po punkcie” z zadanego obszaru wskutek przesuwu prébki w polu wiazki,
czy ,mapowanie chemiczne” dla sporzadzenia dwuwymiarowych map rozkiadu intensywnosci
badanego pasma.

Na str. 43 Autor pisze: ,Spektroskopia ramanowska... umoiliwia w sposéb niedestrukcyijny...
detekcje badanych zwigzkéw w probkach réinych materiatéw...”. Czy rzeczywiécie zawsze
mozemy traktowac spektroskopie Ramana jako technike niedestrukcyjna? Jakie, z parametréw
pomiaru maja na to wptyw?

Na str. 44 Doktorant pisze, ze rozdzielczosé boczna jest okre$lona przez kryterium Rayleigha
i zalezy od optyki uktadu i dtugosci fali promieniowania wzbudzajgcego. Tak jest w istocie, ale nie
wspomina, ze w przypadku skanowania. rastrowego bardzo istotnym jest krok, z jakim
prowadzimy mapowanie. .

. Str. 50, 1. akapit, ostatnie zdanie: powinno by¢ ,przeciwciat” zamiast ,antygenow”.

. Na rysunku 16 przedstawiono schematycznie proces mapowania chemicznego polegajacy
na okresleniu intensywnosci badanych pasm ramanowskich w zarejestrowanych dla danego
obszaru widmach w celu zobrazowania akumulacji zwigzkéw, dla ktérych s3 one specyficzne.
Przedstawiona na schemacie procedura nie uwzglednia odejmowania linii bazowej. Czy w
procesie mapowania chemicznego uwzgledniano zmiany bo’roienia linii bazowej, jesli tak to jak ta
procedura przebiegata?



e Tytut czesci 7.2 {,Mikroskopia i spe_ktroskopia ramanowska w badaniach proceséw stanu

zapalnego, apoptozy i cyklu komdrkowego”) moze mylnie sugerowa¢, ze zawiera on informacje
dotyczace tylko technik spektroskopii i mikroskopii ramanowskiej, a przeciez znaczna jego czesc
poéwiecona jest pracom wykonanym przy uzyciu techniki AFM.
. Do weryfikacii, czy istnieja statystycznie istotne réznice i miedzy jakimi badanymi grupami,
Autor wykorzystuje jednoczynnikowa analize wariancji wraz z testem post-hoc Tukeya. Dlaczego
wybiera test Tukeya, a nie bardziej konserwatywny test Scheffégo.
. Na str. 76, w pierwszym akapicie, Doktorant pisze, e wyniki ,.... odnosza sig do prawidtowo
zmierzonych komoérek srédblonka i nie uwzgledniaja znacznej liczby komérek nie nadajacej sie do
analizy”. Co Autor rozumie przez Lprawidtowo zmierzone komarki” i ,komaorki nie nadajace sig do
analizy”?
. Na tej samej stronie, opisujac narzedzie wykorzystywane do przeprowadzenia analizy
skupien, dla metody hierarchicznej Doktorant definiuje jedynie metode wigzania obserwacji w
klastry nie podajac, jaka miarg odleglosci miedzy nimi stosuje.
. Doktorant interpretuje w pracy bardzo subtelne réinice w potozeniach pasm, czasem rzedu
kilku liczb falowych. Nie doszukatam sig jednak w pracy informacji, ile wynosita rozdzielczosé
spektralna pomiaru. :
. Z czego wynika poszerzenie i przesunigcie w kierunku wyzszych liczb falowych pasm
ramanowskich dia lipidéw w cieklym stanie skupienia.
. Co Autor rozumie przez przegigcie pasmaw widmie ramanowskim, Czego efektem jest jego
pojawienie sig w widmie?
] Na rys. 30 nie zamieszczono wynikéw profilowania ramanowskiego uzyskanych dla 24-
godzinnej stymulacji TNF-ci, z kolei na rysunku 32 wynikow analizy skupieri dla stymulacji 6-
godzinnej .
. Jak, w profilowaniu ramanowskim, przebiega proces normalizacji intensywnosci sygnatow
miedzy warstwami i dlaczego nie zawsze go stosowano?
. Na rysunku 37 myinie przypisano symbol ,*” wartosciom obserwowalnego poziomu
istotnoéci p<0,001.
e  Na str. 115 Autor pisze, 2e ,,... inkubacja z cytoking prozapalng powoduje statystycznie
istotny wzrost ogélnej liczby LDs”, a przy uzyciu stosowanej metody liczy procentowy udziat
powierzchni LDs w powierzchni catej komorki.
. W czeéci 14.2 Doktorant bada, przy uzyciu hierarchicznej analizy skupien, wplyw konfluencji
na rozdziat widm ramanowskich zmierzonych dia komérek kontrolnych i stymulowanych TNF-c
oraz cytochalazyng B. Zastanawia mnie dlaczego zamiast hierarchicznej metody Warda nie stosuje
tu metody K-érednich, skoro dokfadnie zna liczbe spodziewanych podgrup w badanym zbiorze
widm,

Wszystkie przedstawione powyzej uwagi, watpliwosci i pytania stanowig jedynie punkt
zaczepienia do dalszej dyskusji i maja stuzyé rozwojowi naukowemu Doktoranta. W Zaden sposob



nie umniejszajg natomiast mojej oceny cafoksztattu rozprawy, bowiem przedtozong mi do recenzji
rozprawe doktorskg uwazam za niezwykle wartosciowa i oceniam bardzo wysoko. W mojej ocenie
rozprawa Pana mgr Krzysztofa Czamary pt. ,Obrazowanie zmian chemicznych towarzyszacych
modyfikacjom fenotypu komdrek w modelach patologii uktadu krwionodnego z wykorzystaniem
mikroskopii ramanowskiej” wykonana pod kierunkiem Dr hab. Agnieszki Kaczor spetnia wszystkie
wyczajowe i prawne wymogi stawiane pracom doktorskim zgodnie z przepisami ustawy z
dnia 14 marca 2003 roku ,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki” (Dz. U. z2003r, nr 65 poz. 595z pdZniejszymi zmianami) i wnioskuje
do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszczenie Doktoranta do daiszych
etapow przewaodu doktorskiego.

Ponadto, ogromny nakiad pracy witozony przez doktoranta w realizacje rozprawy, duza iloéé
ciekawych i wartosciowych wynikéw, z ktorych wigkszos$é juz wcezedniej, na etapie publikacii,
pozytywnie przeszia etap recenzji przez $wiatowej stawy ekspertow, pozwala mi wnioskowaé do
Szanownej Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu lJagiellonskiego o wyrdznienie niniejszej

rozprawy.
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