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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Kamili Kochan
pt. ,In situ spectrocopic analyis of lipids and other biochemical changes in the selected models of liver
injury”
wykonanej w Zespole Obrazowania Ramanowskiego na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagielioriskiego
pod kierunkiem Prof. dr hab. Malgorzaty Baranskiej

Spektroskopia oscylacyjna/wibracyjna, w tym spektroskopia Ramana, jest dynamicznie rozwijajaca sig
dziedzina biospektroskopii i znajduje szerokie zastosowanie jako narzedzie badawcze w analizie uktadéw
biologicznych. Technika ta pozwala charakteryzowaé struktury kluczowych biomolekut, m.in. biatek, kwaséw
nukleinowych, cukréw i lipidodw, a w kontekscie diagnostyki klinicznej znalazia zastosowanie do bardziej
skomplikowanych uktadéw biologicznych, jakimi sa tkanki, ptyny komdrkowe i kultury komérkowe. Dia danej
prébki biologicznej, widmo spektroskopowe jest charakterystycznym, unikatowym ‘odciskiem
biochemicznym’ {ang. fingerprint) wszystkich jej molekularnych sktadnikéw i moze zostaé wykorzystane do
jednoznacznej identyfikacji jednego lub wielu zwigzkéw lub ich subtelnych zmian. Obecnie analiza

whistr;;patologiczna tkanki opiera sie w duzym stopniu o obserwacje zmian w strukturze tkanek; mozliwe, ze
zmiany biochemiczne wykrywalne za pomocy spektroskopii moga poprzedzaé takie zmiany, tym samym
torujac droge do wczesnego wykrywania chordb i utatwiajgc szybsze podjecie terapii. Od kilkunastu lat
potencjat spektroskopii wibracyjnej jest z powodzeniem wykorzystywany do okreslania zmian patologicznych
i rozrézniania stanéw chorobowych, w tym szczegdlnie proceséw nowotworowych. W podobnym nurcie
badawczym mieéci sie praca doktorska Pani mgr Kamili Kochan, kt6ra w ramach pierwszej czesci rozprawy
badata mozliwosci wykorzystania technik spektroskopii oscylacyjnej (spektroskopii w podczerwieni z

transformacja Fouriera, FT-IR, oraz spektroskopii Ramana) do okreélania patogennych zmian watroby w

wybranych schorzeniach (vide infra). W drugiej czesci rozprawy Doktorantka rozszerza profil badarn




poszukujgc odpowiedzi na pytanie ‘czy mozna? i ‘jak?’ wykorzysta¢ spektroskopie oscylacyjng do badan
diagnostycznych {tzw. screening) tkanek.

Do identyfikacji i badania zmian skfadu chemicznego tkanki watroby Doktorantka wybrata mysie
modele trzech choréb: niealkoholowego stiuszczenia watroby (z ang. Non-Alcoholic Fatty Liver, NAFLD),
cukrzycy typu It oraz miazdzycy. Biorgc pod Uwage fakt, e NAFLD dotyczy okoto 20-30% populacji i scisle
wigze sie ze wspdtistnieniem choréb metabolicznych (otytoscia, cukrzyca, czy hipertriglicerydemia), tematyka
dysertacji jest bardzo aktualna i wypetnia zapotrzebowanie na badania ukierunkowane na rozwoj metod
analitycznych. Jako markery zmian patologicznych badano gtéwnie zmiany lipidéw oraz zawartos¢ witaminy
A. Mozliwoé¢ zastosowania technik oscylacyjnych do tzw. rutynowego screeningu tkanek przeprowadzono na
tkankach nowotworowych. Rozprawa doktorska zostata wykonana w grupie Profesor Matgorzaty Baranskiej,
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego, ktéra od wielu lat prowadzi badania nad rozwojem
spektroskopowych metod diagnostycznych wybranych choréb cywilizacyjnych.

Rozprawa doktorska mgr Kamili Kochan przedstawiona zostata w formie zbioru 8 publikacji naukowych
(5 petnych artykutéw oraz 3 komunikatéw opublikowanych w czasopismach z bazy JCR), opatrzonych
komentarzem w jezyku angielskim, w ktérym przyblizone zostaly tezy oraz najwazniejsze osiggnigcia
rozprawy doktorskiej. Doktorantka zamiescita réwniez liste 5 prac tematycznie niezwigzanych z rozprawg
doktorskg, ktorych jest wspdétautorka.

W obszernym (54-stronicowym) komentarzu Doktorantka przedstawita cel pracy, wstgp teoretyczny,
dyskusje najwazniejszych wynikow oraz wnioski, po ktérych znajduje sig bibliografia zawierajaca 92 pozycje
literaturowe. Podoba mi sie sposéb prezentacji informacji, ktéry we wstepie wyposaza czytelnika w
podstawowa wiedze dotyczacg choréb watroby i powigzar migdzy nimi, oraz zmian biochemicznych lipidow
i witaminy A jako markeréw zmian patologicznych. Pokazuje tez moiliwosci oraz komplementarno$c
stosowanych technik spektroskopowych (FT-IR oraz Ramana) w oznaczeniach prdbek biologicznych.
Doktorantka w sposdb bardzo uporzadkowany i klarowny przeprowadza czytelnika przez opis wynikow,
grupujac i kompleksowo dyskutujgc najwazniejsze osiggniecia przedstawione w poszczegélnych artykutach.
Ta czeéé opracowania zawiera wiele widm i rysunkéw {czesto pominigtych w publikacjach) utatwiajgcych
czytelnikowi zrozumienie procesu analizy uzyskanych wynikow. Na podstawie przedstawionego opisu mozna

.z cafg pewnoicig stwierdzi¢, iz Doktorantka zdobyta warsztat badawczy w zakresie prowadzonych
eksperymentéw oraz umiejetnos¢ prezentacji otrzymanych wynikéw. W ostatnim rozdziale przewodnika‘ mgr
Kochan podsumowata aniki swoich badan, wskazujagc potencjat wybranych metod i markerow
spektroskopowych.

Do najwazniejszych osiggnieé¢ pracy doktorskiej mgr Kamili Kochan stanowigcych jednoczesnie element
nowosci naukowej zaliczam:

- Wykazanie uzytecznosci oraz komplementarnosci metod spektroskopii oscylacyjnej (FT-IR oraz Ramana)
w identyfikacji oraz biochemiczne] charakterystyce patologicznych zmian tkanki watroby;

- Potwierdzenie wystepowania niealkoholowego stfuszczenia watroby NAFLD, jako stanu towarzyszacego
chorobom cywilizacyjnym - cukrzycy typu Il oraz miazdzycy; przeprowadzone badania wskazywaty na wigkszy
stopien zaawansowania NAFLD w modelach cukrzycy typu il niz miazdzycy. Nie zaobserwowano zmian skfadu
chemicznego tkanki watroby pomiedzy tymi stanami patologicznymi.



- Udokumentowanie uzytecznosci lipidéw i witaminy A jako spektralnych markeréw rozwoju NAFLD
i zmian chemicznych tkanki watroby, takze proceséw postepu leczenia (tutaj z zastosowaniem lekdw
o ustalonym dziataniu: metmorfiny i perindoprilu, oraz NO-donorami o potencjalnej aktywnosci
farmakologicznej: V-PYRRO/NO oraz V-PROLI/NOQ);

- Wskazanie, za pomoca spektroskopii Ramana, wzrostu ogéinego poziomu lipidéw (potwierdzonych
obrazowaniem FT-IR oraz odpowiednimi metodami barwien histochemicznych) oraz znaczgcych zmian w
obrebie kropli lipidowych {obnizenie stopnia nienasycenia lipidéw, czyli stosunku nienasyconych kwasow
ttuszczowych do nasyconych kwasdw ttuszczowych) w tkance watroby, jako zmian towarzyszacych rozwojowi
NAFLD; badania prowadzono na mysich modelach miazdzycy z réznym stopniem zaawansowania NAFLD;

- Uzyskanie szczegétowych informacji o poziomie lipidéw (szczeg6lnie istotne na poziomie réznic
niewidocznych za pomocg metod barwien histochemicznych) za pomocg spektroskopii FT-iR;

- Zdefiniowanie afi-trans retinolu jako formy witaminy A bedacej markerem kondycji tkanki watroby;
szczegolnie ciekawe byto pokazanie wzrostu (a raczej powrotu) zawartosci witaminy A w procesie leczenia
NAFLD.

- Wskazanie uzytecznoéci spektroskopii FT-IR do rutynowych badan diaghostycznych watroby
{z zaznaczeniem braku spetnienia wymogu nieinwazyjnoéci metody); badania przeprowadzono na prébkach
watroby pséw z chorobg nowotworowa Histiocytic sacroma, zwracajac szczegblng uwagg na sposob
przygotowania probki (standardowe procedury, czas, koszt), uniwersalno$¢ otrzymanych wynikéw (ze
wzgledu na rase, wiek czy ptec) i koszt techniki eksperymentalnej (pomiary w trybie transmisji, refleksji).

Uwazam, Ze cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostala dobrze zaplanowana, a interpretacja,

prezentacja i omoéwienie wynikéw sg przeprowadzone wiaiciwie. Dla NAFLD trafny wybdr markerow w
potaczeniu z zastosowanymi technikami obrazowania — RS i FT-IR pozwolit na uzyskanie wysokiej czutosci
analityczne] i obrazowanie zmian na wczesnym etapie rozwoju patologii, co czesto trudne jest do obserwacji
innymi technikami.
Nalezy podkresli¢, ze rozprawa doktorska opiera si¢ na wynikach opublikowanych w renomowanych
czasopismach naukowych o migdzynarodowym zasiggu, jak Analyst, Analytical Chemistry, Biochemical
Pharmacology, czy Journal of Biophotonics (wszystkie o wysokim wspdtczynniku oddziatywania),
i przedstawione wyniki byly juz poddane ocenie merytorycznej przez recenzentdw poszczegolnych
artykutéw. Ponizej, raczej z ciekawosci, wymieniam najwazniejsze pytania ogélne pojawiajgce sig po lekturze
“prac (i przewodnika):

1. Analiza prébek biologicznych z wykorzystaniem spektroskopii wibracyjnej ma wiele potencjalnych zalet
jako narzedzie diagnostyczne i zostaly one podkreslone w pracy. Jakie jednak cechy/ograniczenia
metodologiczne/inne trudnoéci sprawiaja, ze pomimo wielu badart i dowodow eksperymentalnych
uzytecznoéci metod oscylacyjnych w diagnostyce klinicznej, jak dotad nie znalazly one praktycznego
zastosowania?

2. Czy inne, niezaleine ale wspdtistniejagce z NAFLD/nowotworami choroby i przyjmowane leki, dla
ktérych watroba jest gtéwnym organem metabolizmu, moga wptywaé na widma oscylacyjne tej tkanki?



3. Czy istniejg biblioteki widm oscylacyjnych prébek biclogicznych (tkanek/komérek itd.), przedstawiajace
szereg prawidtowych i patologicznych standw, skorelowane z analizg histopatologiczng kazdej probki, a jesli
nie czy realne i potrzebne bytoby stworzenie takich baz danych?

Reasumujac, uwazam, ze cel pracy zostat zrealizowany, a uzyskane z duza starannoscig wyniki nalezy
uznaé za bardzo istotny wkiad w lepsze poznanie i zrozumienie roli lipidéw i witaminy A jako markerow
zmian patologicznych watroby towarzyszacych NAFLD. Pani mgr Kamila Kochan pokazafa, ze techniki
spektroskopii oscylacyjnej (RS oraz FT-IR) oferujg wiele potencjalnych korzysci w postaci narzedzi do
diagnostyki klinicznej. Zdoinos¢ tych metod do wykrywania subtelnych zmian biochemicznych otwiera
mozliwo$¢ ich wykorzystania w diagnostyce, i moze spowodowaé wzrost wykrywalnosci choréb watroby na
wczesnym etapie ich rozwoju.

Praca powstala w ramach projektu finansowanego przez NCN oraz Krakowskie Konsorcjum Naukowe im.

Mariana Smoluchowskiego ,Materia — Energia — Przysztos¢" (status KNOW 2012-2015 ufundowany przez
MNiSzWw). Nalezy podkresli¢ pokainy dorobek publikacyjny Doktorantki, pokazujacy owocng wspdtprace
z kilkoma o$rodkami i grupami badawczymi, co dobrze wrézy rozwojowi jej dalszej kariery naukowej.
Prace bedace podstawg rozprawy doktorskiej sg wieloautorskie, ale os$wiadczenia, Doktoranki
i wspétautordw, wyraznie wskazujg na wiodaca role Doktorantki w przeprowadzeniu eksperymentdw, opisie
i interpretacji otrzymanych wynikdw spektroskopowych, a takze przygotowaniu manuskryptéw do publikacii.
Pani mgr Kamila Kochan jest pierwszym autorem w 6 z 8 prac. |

Biorgc pod uwage powyisze fakty z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przediozona do oceny
rozprawa spetnia w petni ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim okreslone
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r, o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003r., nr 65 poz. 595 z pdiniejszymi zmianami), i wnosze do Rady Wydziatu
Chemii UJ o dopuszczenie Pani mgr Kamili Kochan do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. |
~ Jednoczeénie stawiam wniosek o wyrdinienie rozprawy z uwagi na bardzo ciekawe wyniki i wysoki poziom
naukowy prowadzonych badan.
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