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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Krzysztofa Czamary pt. ,,Obrazowanie zmian chemicznych
towarzyszacych modyfikacjom fenotypu komarek w modelach patologii uktadu krwionosnego
z wykorzystaniem mikroskopii ramanowskiej”

Uzbrojenie klasycznych technik pomiarowych, w tym technik spektroskopii molekularnej,
w procesory 0 znacznej mocy obliczeniowej, stwarza tym metodom nieznane dotychczas
mozliwosci analityczne, otwierajgc perspektywy nowych zastosowan. W przypadku spektroskopii
rozpraszania ramanowskiego, mozliwos¢ akwizycji setek widm w stosunkowo krétkim czasie oraz
sprzezenie tej techniki z konfokalnym mikroskopem optycznym umozliwia generowanie
dwuwymiarowych badZ nawet tréjwymiarowych obrazow badanych obiektow w mikroskal,
w potaczeniu z analizg ich sktadu chemicznego. Takie wlasnie zaawansowane podejécie
metodologiczne wykorzystane zost316 w pracy doktorskiej pana mgr. Krzysztofa Czamary,
poswieconej badaniom zmian morfologicznych oraz, przede wszystkim, na poziomie
chemicznym, komdrek srédbtonka naczyn krwionosnych w warunkach ich ekspozycji na czynniki
indukujace zmiany chorobowe. Podejscie takie uwazam nie tylko jako nowatorskie ale réwniez
jako niezwykle cenne w aspekcie poznania markeréw molekularnych stanéw patologicznych

uktadu krwionosnego.
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Praca doktorska wykonana zostata pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Kaczor,
w renomowanym Zespole Obrazowania Ramanowskiego Zaktadu Fizyki Chemicznej na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie. Rozprawa doktorska jest opracowaniem
stosunkowo obszernym. Zredagowana zostata w jezyku polskim, na 183 stronach standardowego
maszynopisu oraz opatrzona kopiami pigciu artykuldow opublikowanych w uznanych
czasopismach specjalistycznych, w ktérych prezentowane byly czeiciowo wyniki uzyskane
w ramach projektu doktorskiego. Praca zredagowana zostata wedlug typowego, optymalnego
w moim odczuciu ukfadu formalnego. Wstepna czes¢ literaturowa, prezentowana w ramach
rozdziatu pierwszego, doskonale wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane
ze stanami chorobowymi uktadu krwionosnego, przede wszystkim, w odniesieniu do $rédbtonka
naczyniowego. W rozdziale tym zaprezentowane zostaty rowniez stosowane w pracy doktorskiej
techniki badawcze, w szczegdéinosci spektroskopia ramanowska i opierajgca sie na niej technika
obrazowania w mikroskali. Osobny paragraf rozdziatu |. poswiecony zostat wprowadzeniu
w stosowane w analizie danych metody chemometryczne. Cele pracy doktorskiej, zarowno
strategiczne jak i te szczegbtowe, sformutowane zostaty wramach krétkiego rozdziatu Il
Uizywane w badaniach materialy oraz zastosowane procedury pomiarowe opisane zostaty
w sposéb szczegdtowy wramach rozdziatu Ill., zatytulowanego ,Czeéé Eksperymentalna”.
Poziom szczegofowosci tych opiséw umoiliwia w petni, moim zdaniem, odtworzenie
przeprowadzonych prac eksperymentalnych, oczywiscie przy zatozeniu bieglosci we wtadaniu
technikami pomiarowymi poréwnywalnej z ta jaka zaprezentowat Doktorant. W tym miejscu
swojej analizy pracy doktorskiej mgr. Krzysztofa Czamary, chciatbym réwniez zaakcentowaé
roznorodnos¢ stosowanych technik badawczych, chociaz moie w zatozeniu positkowych
w stosunku do spektroskopii i obrazowania ramanowskiego, jednakie, jak okazato sie, niosgcych
cenne informacje i majacych istotny wptyw na petnig charakterystyki stanéw chorobowych
komdrek srédbfonka naczyniowego. Waing role odegralo w tym aspekcie obrazowanie
prowadzone z zastosowaniem mikroskopii sit atomowych (AFM) oraz badania prowadzone
z zastosowaniem testéw biochemicznych tak jak i sortowanie komadrek w oparciu o analize
sygnatu fluorescencyjnego. Najwazniejsza czeécig analizowanej rozprawy doktorskiej, stanowiaca
0 jej bardzo wysokim poziomie merytorycznym, jest zdecydowanie rozdziat 1V., zatytutowany

»Wyniki i Dyskusja”. Juz pierwszy podrozdziat tej czesci, zatytutowany skromnie charakterystyka



spektralna lipidéw, stanowi de facto, prawdziwe kompendium spektroskopii ramanowskiej
lipidéw acylowych oraz cholesteroiu, zawierajacych przyktadowe widma triglicerydéw, typowych
fosfolipidéw oraz wolnych kwaséw tluszczowych, wraz z oznaczeniem reprezentatywnych pasm
spektralnych w formie tabelarycznej. Ten bardzo dobrze opracowany podrozdziat ukazat sie
zresztg w formie artykutu w czasopismie specjalistycznym Journal of Raman Spectroscopy.
Artykutowi temu wrdze znaczny rezonans w $rodowisku badaczy lipidéw i bfon bioclogicznych,
stosujacych technik spektroskopii oscylacyjnej. W ramach zadan badawczych sktadajgcych sie na
oceniang rozprawe doktorska przeprowadzono szczegotowe analizy poréwnawcze dwdch linii
komodrek srédblonka naczyniowego (HMEC-1 oraz EA.hy926) poddanych czynnikom
chorobotwérczym zwigzanym ze stanem zapalnym (TNF-¢ oraz LPS) oraz wczesnymi stadiami
apoptozy (FasL oraz CHX). Badania morfologiczne oraz chemometryczne wskazaty jednoznacznie
odpowiedi komédrek, na poziomie fizjologicznym, w postaci formowania oraz wydzielania do
przestrzeni -pozakomorkowej kropli lipidowych (tak zwanych LDs, Lipid Droplets, ang.)
o jednoznacznie zdefiniowanej kompozycji molekularnej, charakterystycznej dla komérek
$radbtonka naczyniowego ale réznicujacej specyficznie rodzaj stanu chorobowego. Rezultat taki
jest w mojej ocenie nie tylko bardzo interesujgcy ale rowniez wazny w aspekcie poszukiwania
markeréw molekularnych choréb uktadu krwionoénego. W ramach pracy doktorskiej podjeto
rowniez wartosciowag prébe charakterystyki spektroskopowej badanych linii komérkowych
na réznych etapach cyklu komérkowego. Uzyskane wyniki wskazujg jednoznacznie na problem
wiadciwego zestawiania grup komérek badanych i kontrolnych, w celu unikania artefaktéw
zwigzanych potencjalnie z réznymi stadiami podziatéw komérkowych. Rozprawe zamyka rozdziat
V. pt. ,Podsumowanie i Wnioski Koricowe” oraz zestawienie cytowanych pozycji pismienniciwa,

jako nienumerowany rozdziat pt. ,Literatura”.

Poza wysokim poziomem merytorycznym, zaznaczy¢ chciatbym, iz rozprawa doktorska
pana mgr, Krzysztofa Czamary jest opracowaniem wyjatkowo dobrze zredagowanym w aspekcie
edycji tekstu oraz jakosci grafik. W trakcie jej lektury praktycznie nie napotkatem miejsc,

w ktorych zaproponowaé mégtbym jakiekolwiek korekty. Moze jedynie trzy drobne propozycje:

1. str. 158, 1. wiersz pod rysunkiem: zamiast ,pozwalana na” raczej ,pozwala na”,

2. str. 164., 15 wiersz od dotu: zamjast »zawartosci” proponuje ,zawartodé”



3. str. 166, 2. Wiersz od dbfu: w miejsce ,na tematach” lepiej brzmi ,w tematach” badi

»,ha temat”.

Uwage zwracajg, natomiast, klarownos¢ opiséw i dyskusji oraz bardzo wysoka jakosé
grafik zestawiajgcych zarejestrowane widma rozpraszania Ramana jak i obrazy uzyskane

w oparciu o technike mikro-obrazowania ramanowskiego oraz AFM.

Tak obszerne i wieloaspektowe opracowanie, jakim jest rozprawa doktorska pana
mgr. Krzysztofa Czamary, dostarcza wiele wainych informacji, pobudzajac jednoczesnie

ciekawosc¢ poznawcza. Wyrazem tego mogg byé nastepujace pytania:

1. Zgodnie 2z przedstawiang w rozprawie interpretacja widm rozpraszania
ramanowskiego, zarejestrowanych z probek zawierajgcych komérki HMEC-1,
kontrolne oraz inkubowane z dodatkiem LPS (Rys. 40, str. 120), obecnos¢ tego
czynnika nie wptywa istotnie na poziom biatek. Z drugiej strony, pobieina analiza
ksztattu widm w obszarze pasma amid | wskazuje na bardziej wyraziste zbocze,
zlokalizowane na krawedzi pasma {w rejonie 1600 cm), w prébkach zawierajacych
LPS, mogace wskazywaé na tendencje do formowania agregatéw biatkowych.
Odwrotny efekt daje sie zaobserwowaé, moim zdaniem, w przypadku inkubacji
komorek tej samej linii z czynnikiem TNF-o (Rys. 33, str. 110). Ciekaw jestem czy
bardziej szczegétowa analiza widmowa pasma amid | potwierdza te obserwacje?

2. W dyskusji prezentowanej na str. 146 rozprawy, drgania rozciggajace grupy
karbonylowe] wigzania peptydowego biatek przypisuje sie pasmu amid 11l (11 wiersz
od goéry). Wydaje sie, iz te mody drgan majg swoje odzwierciedlenie catkowicie
w sktadowych widma oscylacyjnego w pasmie amid I, w granicach 1600-1700 cm™.

3. Bardzo ciekawa obserwacja, moim zdaniem, wyptywa z analizy sktadu chemicznego
frakeji LDs bedacej odpowiedzig komdrek na indukowanie stanu zapalnego na drodze
stymulacji Czynnikiem TNF-a oraz LPS. Ciekaw jestem, czy roznice w sktadzie
chemicznym frakgji lipidéw, przede wszystkim istotnie rézny stopiefi nienasyconosci,
moga miec¢ bezposredni zwigzek z odmiennymi $ciezkami reakcji komdrek na stan

zapalny i aktywowanymi w jego nastgpstwie mechanizmami obronnymi?



Formutujac konkluzje cheiatbym stwierdzi¢, iz pan mgr Krzysztof Czamara przedstawit bardzo
wartosciowg rozprawe doktorska, opierajaca sie na wynikach precyzyjnie zaprojektowanych oraz
starannie przeprowadzonych badan eksperymentalnych. Znaczna czes¢ wynikow tych badan
ogloszona zostata juz réwnolegle w cyklu pigciu artykutéw, opublikowanych w opiniotworczych
czasopismach specjalistycznych, o miedzynarodowym zasiegu oraz w dwdch rozdziatach
w monograficznych wydawnictwach ksigzkowych. Wsréd prac tych, pozytywnie wyrdzni¢ mozna
bardzo nosny, z poznawczego punktu widzenia, a zarazem niezwykle elegancki artykut ogtoszony
na poczatku biezacego roku w renomowanym czasopi$mie Scientific Reports (IF>5) oraz obszerng
i bardzo wartosciowag prace przegladowa, ktdra ukazata sie na famach opiniotwérczego
czasopisma Trends in Analytical Chemistry (IF~8). Swoj warsztat naukowy w obszarze
biospektroskopii, Doktorant doskonalit rowniez w innych badaniach, nie zwigzanych
bezposrednio z tematyka rozprawy doktorskiej, ktérych wyniki zamieszczone zostaty w kitku
wartosciowych publikacjach. W mojej ocenie, rozprawa doktorska przedstawiona przez
mgr. Krzysztofa Czamare spetnia z nadmiarem warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach itytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249 i 1767). Co wiecej, w moim odczuciu,
walory samej rozprawy, w szczegolnosci zas ogromna Iiciba rezultatéw oraz ich znaczenie
w obszarze poszukiwania wiarygodnych markeréw molekularnych stanéw chorobowych uktadu
krwionosnego, sprawiajg iz rozprawe doktorska postrzegam zdecydowanie jako wyrézniajaca.
Gratulujgc Doktorantowi oraz Pani Promotor, tak wartosciowych rezultatéw uprzejmie prosze
Wysoka Rade Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie o dopuszczenie
mgr. Krzysztofa Czamarg do dalszych etapéw postepowania doktorskiego. Jednoczesnie,

uprzejmie wnosze 0 rozwazenie mozliwosci uznania ocenianej rozprawy doktorskiej jako
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wyrézniajace].



