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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kamili KOCHAN

wIn situ spectroscopic analysis of lipids and other biochemical changes in the selected
models of liver injury”

na stopieni doktora nauk chemicznych

Definicja niealkoholowej stluszczeniowe]j choroby watroby (non-alcoholic fatty liver
disease — NAFLD) obejmuje stluszczenie watroby w badaniach obrazowych lub w badaniu
histologicznym oraz brak przyczyn wtérnego nagromadzenia thuszczu w watrobie, takich jak
przyjmowanie lekéw powodujacych stluszczenie lub choroby dziedziczne .

U wigkszosci chorych NAFLD jest zwigzana z metabolicznymi czynnikami ryzyka: otyloécm,
cukrzyca i dyslipidemia. Wedlug wytycznych American Gastroenterological Association z
2012 roku otytosé jest czestym 1 dobrze udokumentowanym czynnikiem ryzyka NAFLD.
Dotyczy to zwigkszonej wartosci czynnika BMI. Wytyczne amerykanskich 1 europejskich
towarzystw naukowych na temat diagnostyki i leczenia NAFLD sa bardzo ostrozne, gdyz
maja na uwadze ochrong pacjentéw przed nadmiernymi badaniami diagnostycznymi

i terapeutycznymi.

Na tym tle praca doktorska Pani Kamili Kochan jawi si¢ jako préba aktualnego i dajgcego
nadzieje na poprawe diagnostyki uczestnictwa w badaniach. Wybdr tematu uwazam za
trafny, zgodny z kierunkiem wspétczesnych badan biomedycznych. Temat ocenianej
rozprawy doktorskiej jest czgécig tematyki prowadzonej przez zespdt Pani prof.dr hab.
Matgorzaty Baranskiej, promotora rozprawy.

1. Informacje ogoblne
Praca, oprocz streszczenia w jezyku polskim, zostala przygotowana w jezyku angielskim.
Stanowi jg 8 publikacji z lat 2013-2015 o wspdlczynniku oddziatywania IF 30,93.

1. A comprehensive approach to study liver tissue: spectroscopic imaging an d "
histochemical staining, Biomedical Spectroscopy and Imaging, 2013, 2(4), 331-337; (1.

autor)

2. Pathological changes in the biochemical profile of the liver in atherosclerosis and
diabetes assessed by Raman spectroscopy, Analyst, 2013, 138, 3885-3890; (1. autor)

3. Raman spectroscopy analysis of lipid droplets content, distribution and saturation level
in Non-Alcoholic Fatty Liver Disease in mice, Journal of Biophotonics, 2015, 8(7),

597-609; (1.autor)
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4. Raman imaging providing insights into chemical composition of lipid dropletsof different
size and origin: in hepatocytes and endothelium, Analytical Chemistry, 2014 86(1 3),
6666-6674. (2. autor)

5. The liver-selective NO donor, V-pYRRO/NO, protercts against liver steatosis and
improves postprandial glucose tolerance in mice fed high fat diet, Biochemical
Pharmacology, 2015, 93(3), 389-400. (1. autor)

6. Raman spectroscopic studies of vitamin A content in the liver: a biomarker of helthy
liver, Analyst, 2015, 140, 2074-2079. (1. autor)

7. FT-IR imaging for quantitative determination of liver fat content in Non-Alcoholic Fatty
Liver, Analyst, 2015, 140, 4997-5002. (1. autor)

8. Comparison of FTIR transmission and transfection substrates for canine liver detection,
Analyst, 2015, 140(7), 2402-2411. (1. autor)

Po streszczeniu w jezyku angielskim i polskim i spisie 8 publikacji stanowigcych rozprawe
doktorsks, Autorka prezentuje liste dodatkowych 5 publikacji swojego wspdlautorstwa z lat
1012-2016, nie wchodzacych w sklad rozprawy, autoreferat (64 strony) pomyslany jako
komentarz do zamieszczonych nastepnie pelnych tekstéw osmiu publikacji. Doktorantka
bardzo wnikliwie opracowala zbiorczo swoje wyniki z jednorodnych tematycznie 8.
publikacji w Komentarzu, opartym dodatkowo o 92 pozycje literaturowe.

Po suplemencie zawierajagcym wyniki badan spektroskopowych przedstawione sg
o$wiadczenia wspétautoréw o ich udziale w poszezegélnych publikacjach. O$wiadczenia
wspolautoréw oraz Doktorantki o ich wkladzie w tworzenie publikaciji sg niezbednym
dokumentem dla oceny rozprawy, poniewaz publikacje, stanowigce rozprawe doktorska, sa
wieloautorskie.

Na ich podstawie mozna stwierdzi¢, ze Pani mgr Kamila KOCHAN byla odpowiedzialna za
czesé doswiadezalng (pomiary, analiza i interpretacja danych spektroskopowych [1-8]), a
takze za planowanie eksperymentu {2] oraz przygotowywanie i korekte manuskryptow.

W komentarzu do zestawu 8. publikacji Autorka dodatkowo podaje nazwiska
wspotwykonawcow analiz (str. 30, 59). Wskazuje to na odpowiedzialny i indywidualny wkiad
Doktorantki w cze$¢ doswiadczalna, stanowiaca istote przeprowadzonych badan oraz
interpretacje i dyskusje wynikéw. Ciekawie napisane Wstepy do 8 publikacji oraz praca w
Journal of Raman Spectroscopy nie wehodzaca w sktad doktoratu [2] $wiadezg o posiadaniu
przez Doktorantke ogdlnej wiedzy teoretycznej w dziedzinie, bedgce) przedmiotgm TOZpIawy
doktorskie;j.
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2. QOcena merytoryczna

Pani mgr Kamila KOCHAN obrala za cel swojej rozprawy doktorskiej wykorzystanie
obrazowania spektroskopii oscylacyjnej FT-IR oraz Ramana do oceny chorobowych zmian w
tkance watroby. W  zalozeniu perspektywicznym - zastosowanie obrazowania
spektroskopowego do badan diagnostycznych a takze $ledzenia patogenezy choréb
nowotworowych watroby. Jako metodg referencyjng zastosowata barwienie histochemiczne.

Postawita sobic odwazne wyzwanie — znalez¢é markery zmian chorobowych watroby, ktdre
bylyby mozliwe do identyfikacji technikami spektroskopowymi. Badala lipidy oraz zawartos¢
vitaminy A. Zmiana ich zawarto$ci wraz z postgpem sttuszczenia watroby jest znana. Autorka
natomiast znalazla spektralne markery, ktére dowodnie zinterpretowaly wazrost kropli
lipidowych i zmnigjszenie stopnia nienasycenia lipidéw, jak rowniez zmniejszenie zawartosci
witaminy A, charakterystyczne dla postgpu choroby. Najbardziej obiecujace sa zauwazalne
zmiany w widmie na wczesnym etapie choroby, trudne jeszcze do zauwazenia za pomocy
innych technik. Nalezy podkresli¢, ze nie-alkoholowe stluszczenie watroby jest schorzeniem
bezobjawowym. Dlatego Autorka za model wziela choroby cywilizacyjne: miazdzycg (AS) i
cukrzyce typu II (T2DM). Gdyby udalo si¢ wykorzystaé metode spektroskopowa,
zaproponowang przez Panig mgr Kamile KOCHAN, do opisu stanu watroby we wczesnym
stadium stluszczenia, bylby to przewrdt w diagnostyce.

Pani mgr Kamila udowodnila takze, ze znalezione przez nig markery spektroskopowe stanu
watroby moglyby byé wykorzystane w ocenie skutecznosci terapii lekowej. Uczynila to na
przyktadzie metforminy, perindoprilemu oraz dwéch zwigzkéw, uwalniajacych tlenek azotu
(V-PYRRO/NO i V-PROLI/NO), ktére moglyby by¢ stosowane w stluszczeniu watroby.

W tym przypadku Autorka takze zauWaZyla, ze prawidlowo zinterpretowata markery
spektralne stluszczenia watroby, a w szczego6lnosci te, zwigzane z witaming A.

Najtrudniejsza do interpretacji czescig pracy doktorskiej jest zastosowanie technik
obrazowania spektroskopowego do diagnostyki choréb nowotworowych [8]. Przy wspoipracy
z Michigan State University i zastosowaniu innego modelu (pies z histiocytic sarcoma) oraz
spektroskopii FT-IR w trybie transmisji i transfleksji otrzymano obiecujace wyniki
screeningu tkanek na przykladzie nowotworéw watroby przy wykorzystaniu wybarwiania
histochemicznego, jako metody odnosnikowe;.

Nalezy podkresli¢ dwie zalety Doktorantki. Jej opis do 8. publikacji zawiera nowe zbiorcze
rysunki, pordwnawcze widma. Po drugie jest bardzo krytyczna w stosunku do wiasnych
wynikéw. Widzi i podkresla niedoskonalosci zaproponowanych metod. Zapowiada si¢ na
dobrego nauvkowca.
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3. Uwagi

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska jest przygotowana niezwykle starannie. Nie
mam uwag krytycznych do doboru publikacji, wchodzacych w sktad rozprawy. Sa one
ocenione juz przez niezaleznych migdzynarodowych ekspertéw.

- Praca jest tak perspektywiczna, ze mozna zaniechaé zarzutu o nieréwnocennosci jej czgsci
dotyczacej pozniejszego zastosowania eksperymentéw w diagnostyce i wykorzystania do
oceny patogenezy chorob. Obie warte sa rozwiniecia w kolejnych badaniach. Jednak
szczegblne] uwadze nalezaloby poswigci¢é wnioski z badaf zarysowanych jedynie, ktére
mialyby kiedys$ niezawodnie poméc w wykrywaniu nowotworéw. Mimo zastosowania przez
Doktorantke réznorodnych probek odniesienia, jednoznaczna ocena wynikéw obrazowania w
podczerwieni wydaje sie jeszcze niemozliwa.

- Czy Autorka moglaby skomentowaé swoje wyniki na temat NO donoréw: V-PYRRO/NO i
V-PROLI/NO. Pierwszy jest metabolizowany w watrobie, drugi — nie. Jest wydalany przez
nerki. Te dwa NO-donory wplywaja réznie na zawartosé lipidéw. Pierwszy — redukuje, drugi

— zwigksza zawartosc lipidow.

- Moje szczegolowe uwagi dotyczg jedynie spisu literatury, ktéra jest niejednolicie
zacytowana: -brak czcionki italik dla czasopism 38, 61 1 61;

-uzycie malych liter w nézwach czasopism: 25, 26, 29, 32, 33, 36, 41-45, 47, 48, 50, 52, 54,
55, 59, 60, 62, 64-72, 75, 83, 891 91; |

-skrét czasopisma 3, 91 12;

-tytut artykutu [4] na str. 7 napisany wielkimi literami;

- literatura 37 zaczyna si¢ nie od nazwiska autora, lecz od stéw ,,TO BYLO 16”. '

- Rozdzialy ,,Streszczenie” i ,,Abstract” powinny mie¢, moim zdaniem, te sama tfes’é, a tak si¢

nie stalo.

W tytul rozprawy wkradta si¢ niezrgczno$¢ spowodowana prawdopodobnie checia zwigzlego
opisania obszernych badan: ,,... analiza lipidéw i innych biochemicznych zmian...” .

Blahos¢ tych zarzutow $wiadezy, ze w mojej opinii, wybdr i sposob przedstawienia zagadnief
wskazujg na duza wiedzg i dobre teoretyczne przygotowanie Doktorantki do badan, bedgeych
tematem Jej pracy.

Praca wykonana przez Doktorantke pod nadzorem merytorycznym Pani prof. dr hab.
Matgorzaty Baranskiej, znanej w §wiecie, do$wiadczonej specjalistki w dziedzinie
spektroskopii stosowanej do badad biologicznych i medycznych, stanowi kolejny krok w
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strong wykorzystania spektroskopii Ramana sprzezonej z mikroskopem konfokalnym w
diagnostyce.

Po doglebnym zapoznaniu si¢ z trescig przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej Pani
mgr Kamili KOCHAN pt.: ,,In situ spectroscopic analysis of lipids and other biochemical
changes in the selected models of liver injury” stwierdzam, ze jest ona oryginalnym
rozwigzaniem postawionego problemu i w pelni odpowiada wymogom stawianym rozprawom
doktorskim, okreslonym w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz.U. z
2003 1., nr 65, poz. 595; z pdzniejszymi zmianami),

Ponadto, biorgc pod uwagg szeroki zakres podjetych badan, ich interdyscyplinarnosé i
aktualno$é, potwierdzona wspélautorstwem w 8 publikacjach w renomowanych
czasopismach, a takze glebokie zrozumienie probleméw i aplikacyjny charakter badan,
skladam wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Kamili KOCHAN,

Przedkladam Pani Dziekan oraz Wysokiej Radzie Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Jagielloniskiego wniosek o dopuszezenie Pani mgr Kamili KOCHAN do dalszych etapéw

- przewodu doktorskiego.

Sosnowiec, 29.07.2016



