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Recenzja pracy doktorskiej zatytulowanej:
»Spektroskopowe badania mézgu w zaburzeniach neurologlcznych”
mgr inz. Julii Sacharz

Praca doktorska Pani mgr inZ. Julii Sacharz zostata wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Aleksandry
Weseluchy—Birczynskiej, prof. UJ na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego we wspdlpracy z
Prof. Baydenem Wood’em z Center for Biospectroscopy, School of Chemistry, Monash University,
Melbourne w Australii, a takze z pracownikami Zakladu Kryminalistyki Inétytutu Ekspertyz Sadowych
im. Prof. Dra Jana Sehna w Krakowie i pracownikami Zakladu Neurofizjologii i Chronobiologii Wydziatu
Zoologii Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Celowo$é podjetych badar.

Tematyka przedstawiona w rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Julii Sacharz wpisuje sie w nurt
nowatorskich badai dotyczacych wykorzystania metod spektroskopowych w analizie ukladéw
biologicznych. Obecnie, zaréwno spektroskopia ramanowska jak i spektroskopia absorpcyjna w
podcierwieni sq metodami coraz szerzej stosowanymi w badaniach biomedycznych i analitycznych. W
swojej pracy doktorskiej Pani mgr inZ. Julia Sacharz wykorzystuje te dwie techniki spektroskopii
oscylacyjnej do analizy wybranych struktur moézgowia, ktore wydaja sig by¢ odpowiedzialne za
wystapienie pewnych zaburzen ukladu nerwowego tj. choréb neurodegeneracyjnych. Obie techniki naleza
do czulych i nieinwazyjnych metod diagnostycznych, ktére pozwalaja uzyskaé informacje na temat
badanych ukladéw (komorek, tkanek) na poiiomie molekularnym dajgc mozliwosé monitorowania
mechanizmu choréb. W pracy poddane zostaly analizie dwie wybrane choroby zwiazane z dysfunkcja
uktadu nerwowego — epilepsja i stwardnienie rozsiane, ktore sg obecnie jednymi z najpowazniejszych
probleméw zdrowotnych a liczba chorych ciagle wzrasta. Dodatkowo, mechanizm wigkszo$ci choréb
neurodegeneracyjnych nie jest poznany, badania tkanki mdzgowej sa trudne zardwno ze wzgledu na jej
delikatna strukturg jak i ograniczona dostgpno$¢ a stosowane do ich analizy metody badawcze tj.
biochemiczne, tomografia komputerowa czy rezonans magnetyczny maja tez swoje wady i ograniczenia
jak chociazby koniecznoéé integracji w strukturg probki czy tez cene a co za tym idzie dostepno$é badania.
Dilatego tez niezwykle istotne jest poszukiwanie i opracowywanie nowych metod pozwalajacych na

diagnozowanie i monitorowanie chordb uktadu nerwowego.
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Kompozycja i zawartos¢ merytoryczna pracy.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Julii Sacharz napisana jest zgodnie z
zasadami przyjetym dla prac w dziedzinie nauk przyrodniczych. Praca liczy 105 stron, zawiera 30 rycin,
4 wykresy, 12 tabel. W bibliografii Autorka przytoczyta 130 pozycji literaturowych, na ktére sktadaja sie
gléwnie artykuty zamieszczane w fachowych czasopismach z Listy Filadelfijskiej oraz 12 odnoénikéw do
stron intemetowych_. Struktura pracy jest logiczna i przejrzysta. Rozprawa doktorska rozpoczyna si¢
krétkim, liczacym 15 stron Wstepem, w ktoérym Pani mgr inz. Julia Sacharz przedstawia charakterystyke
obwodowego i osrodkowego ukladu nerwowego ssakéw z wyraznym naciskiem na analize struktury i
chemii mézgu ssakdéw. W tym rozdziale, kolejno Autorka plynnie przeprowadza czytelnika w tematyke
chordb uktadu nerwowego, zwlaszcza chordb neurodegeneracyjnych takich jak epilepsja i stwardnienie
rozsiane z podkresleniem mechanizméw ich powstawania t i opisem zarowno stosowanych metod ich
leczenia jak i perspektyw dotyczacych ich diagnozowania. W koficowym rozdziale Wstepu Autorka
przedstawita glowny cel i szczegblowe cele badawcze, ktére podjela sie rozwiazaé w trakcie
wykonywania pracy doktorskiej. -

W rozdziale drugim zatytulowanym: ,,Charakterystyka metod badawczych” Pani mgr inz. Julia
Sacharz przedstawila podstawy spektroskopii Ramana i spektroskopii absorpeyjnej w podezerwieni IR ~
technik oscylacyjnych wykorzystywanych przez Autorke w swoich badaniach. Rozdziat ten konczy sie
krotkim przegladem zastosowan tych dwoch metod badawczych w diagnostyce mozgu i chordb
neurodegeneracyjnych. Czytajac ten rozdziat czuje pewien niedosyt informacji. Autorka podaje odnoéniki
az do 31 artykuléw naukowych ale ich dyskusja jest przedstawiona na niespelna dwéch stronach co nie
-daje mi pelnego obrazu mozliwosci badawczych i aplikacyjnych technik oscylacyjnych w‘badaniach
zaburzen neurologicznych. W rozdziale trzecim zatytulowanym: “Charakterystyka badan i metod
obliczeniowych” Autorka opisuje techniki wykorzystywane do analizy uzyskanych danych spektralnych
w badaniu epilepsji i stwardnienia rozsianego tj. metode analizy gléwnych skladowych PCA (ang.
- Principal Component Analysis) i dwuwymiaro;wac spektroskopig korelacyjna (2D-COS). Technika PCA
byla wykorzystywana do analizy statystycznej widm ramanowskich tkanek moézgowia zdrowych i
epileptycznych osobnikéw szczurdw oraz w badaniach stopnia demielinizacji warstwy molekularne;
tkanki mézdzku ze stwardnieniem rozsianym. OsobiScie uwazam, ze dla czytelnika, ktéry nie jest
zaznajomiony z idea tej metody, jej opis powinien byé przedstawiony bardziej wyczerpujaco, aby
czytelnik mdgt tatwo zrozumieé i zinterpretowac uzyskane przy pomocy tej techniki wyniki. Do doglebnej
analizy danych spektralnych, w funkcji diugoéci linii promieniowania wzbudzajacego, badanych struktur
mdzgowia szczura zdrowego i epileptycznego Autorka wykorzystata z duzym powodzeniem technike 2D-

COS, ktorej idea zostala przedstawiona zrozumiale i wyczerpujaco.



Cze$é doswiadezalna pracy rozpoczyna sig od charakterystyki przedmiotu badan pracy doktorskiej
czyli modeli zwierzecych stosowanych w badaniach epilepsji i modelu mézdiku ludzkiego
wykorzystywanego w badaniach stwardnienia rozsianego. Na uwage zastuguje dokladny opis sposobu
przygotowania probek tkanek moézgowia do badan spektroskopowych ze zwrdceniem uwagi na
zachowanie zasad dobrej praktyki klinicznej (GCP) czy zasad etycznych w eksperymencie medycznym z
udziatem ludzi (Deklaracja Helsifiska). W opisie parametré6w pomiarowych stosowanych do
eksperymentéw metoda spektroskopii ramanowskiej zabraklo mi jedynie wskazania wartosci mocy
stosowanych do wzbudzen wiazek laserowych.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki badafh zostaly przedstawione i przedyskutowane w bardzo
doglebny i metodyczny sposdb w kolejnym rozdziale, ktéry stanowi kluczowa czg$¢ pracy.

Badania molekularnego mechanizmu epilepsji byly prowadzone z wykorzystaniem modeli
zwierzecych tj. szczepu szczuréw WAG/RIj reprezentujacego grupg epileptyczna i szczepu Wistar
reprezentujacego grupe kontrolna (zdrowa). Dla kazdego ze szczepdw badania obejmowaly trzy obszary
modzgu: DLG (grzbietowa czesé ciata kolankowego bocznego wzgdrza), Sc (kora somatosensoryczna)
oraz Cc (kora mézdzku). Przy czym nalezy podkreslic, ze w przypadku epilepsji analizg przeprowadzono
na nowatorsko przygotowanych nieutrwalonych tkankach mézgowia utrzymywanych w sztucznym plynie
moézgowo-rdzeniowym. Czes¢ pracy obejmujaca badania stwardnienia rozsianego byta wykonywana na
odpowiednio spreparowanej w parafinie probce mézdzku ludzkiego. Eksperymenty obejmowaly analize
czterech roznych struktur kory mézdzku tj. istote biala, warstwe ziarnista i molekularng oraz obszary z
wyrazna demielinizacja warstwy molekularne;j.

Oto kilka przyktadéw obrazujacych klarownos¢ i logike zaprojektowanych i przeprowadzonych
eksperymentdéw. Widma ramanowskie badanych struktur mézgu (tj. Sc, DLG, Cc) w przypadku tkanek ze
stwierdzong epilepsja i zdrowych zostaly zmierzone przy czterech diugosciach fali lasera 442 nm , 514.5
nm , 785 nm oraz 1064 nm w zakresie spektralnym od 1000-3050 cm™ i bardzo szczegélowo
- przeanalizowane (przypisanie pasm odpowiedﬁim elementom tkanki mozgowej, ich charakterystyka i
poréwnanie w stanie zdrowia i choroby, analiza fluorescencji w widmie Ramana pomiedzy tkankami
rakowymi i nie rakowymi jako markera stanu zapalnego czy okreflenie procentowej zawartosci
drugorzedowej konformacji bialek grupy epileptycznej i zdrowej dla wszystkich analizowanych struktur
mézgu). W celu poprawienia czuloéci rozrdéznienia probek moézgu zdrowego (WISTAR) a epileptycznego
(WAG/RJ) przeprowadzono analize gitéwnych skltadowych PCA. Zaprezentowane wyniki analizy
potwierdzily réznorodnoéé poszczegblnych badanych struktur mézgu, ktére wizualnie byly widoczne
jedynie jako niezmiernie subtelne zmiany w intensywnoSciach pewnych pasm. Analiza metoda
dwuwymiarowej spektroskopii korelacyjnej pozwolila na dalsza, doglebng charakterystyke badanych
struktur mézgu. Z przeprowadzonych przez Autorkg badan wynika, Ze analizowana dysfunkcja mézgu,
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epilepsja, angazuje w swoim przebiegu caly uktad nerwowy, zmieniajac sktad chemiczny mézgu poprzez
procesy degradujace struktury bialtek i lipidéw. Ostatni rozdzial pracy doktorskiej opisuje wyniki
obrazowania spektroskopowego IR w badaniu stwardnienia rozsianego. Analiza skupien (klastrowa) i
analiza PCA wykazaly istotne réznice w widmach dla dwéch badanych obszaréw warstwy molekulamej
réznigcych sig stopniem demielinizacji komérek nerwowych. To tylko kilka przykladéw obrazujacych
logicznos$¢ i zasadno$§é prowadzonych przez Autorke badan. Cala dyskusja otrzymanych wynikéw jest
rzetelna, przekonujaca i wyczerpujaca a wyciagniete wnioski prawidlowe.

Na pochwale zasluguje ostatni rozdziat pracy, w ktérym Autorka bardzo przejrzyscie i
wyczerpujaco podsumowuje i streszeza swoje wyniki.
Osiggniecia pracy i realizacja zaplanowanych celow badawczych.
Wszystkie eksperymenty dotyczace analizy tkanek mozgowia sa niezwykle trudne i wymagajg wielkiej
starannosci ze strony eksperymentatora. Na podstawie przedstawionych badan stwierdzam, ze Pani mgr
inz. Julia Sacharz osiagneta zasadniczy cel swoich badan i wykazala potencjal technik oscylacyjnych,
ktore w przyszloéci z duzym powodzeniem moga by¢ wykorzystywany w analizie, diagnozowaniu i
monitorowaniu szeregu chordb ukladu nerwowego.
Uwagi/komentarze.
Wyjasnienia i dyskusji wymagaja nastepujace kwestie:
1) Autorka jako jeden z celéw i ostatecznie jedno z gléwnych osiagnieé wymienia opracowanie
nowatorskiej techniki przygotowania tkani mézgowej szczuréw do pomiaréw spektroskopowych bez jej
utrwalania a jedynie proponuje jej utrzymywanej w sztucznym plynie mézgowo-rdzeniowym. Plyn
mozgowo-rdzeniowy ma swoje charakterystyczne i doé¢ silne widmo ramanowskie, dlatego tez istotnym
brakiem jest nie pokazanie w pracy jego widma ramanowskiego, co rozwialoby moje watpliwosci
odnosnie mozliwosci obecnoéci w prezentowanej widmach tkanek mézgowych pasm pochodzacych od
plynu mézgowo-rdzeniowego. Podobnie dla przekonania czytelnika o braku interferencji pasm
. pochodzacych od paraformaldehydu, paraﬁny'i formaliny, ktére byly uzywane do utrwalenia tkanek
mdzdzku ludzkiego, widma te powinny by réwniez zaprezentowéne.
2) W pracy zabraklo mi wynikéw przedstawiajacych powtarzalnosé¢ rejestrowanych sygnaléw dla
badanych strukfur mézgowych. Jak wynika z zalaczonych widm ramanowskich rdznice spektralne
pomigdzy tkankami mézgowymi rakowymi i nie rakowymi sg bardzo subtelne, dlatego tez praca
zyskalaby bardzo na wartosci gdyby przedstawiono wartosci wspotczynnikdéw korelacji zebranych widm
czy chociazby wartodci wzglednych odchylen standardowych (RSD; ang. Relative Standard Deviation).
3) Biblioteka zebranych widm jako dodatkowy rozdzial, z opisem parametréw pomiaréw bylby bardzo

pomocna w ocenie uzyskanych wynikow.



Praca doktorska zredagowana zostala bardzo starannie. Zamieszczone ryciny, rysunki i tabele sa
czytelne i opatrzone poprawnymi opisami. Jedyne drobne uchybienie wystepuje na rycinie 29 gdzie na
osi x brak jest wartosci, a sa one bardzo istotne gdyz wskazuja na ,,sil¢ ztéznicowania badanej grupy
danych”. Z rycinami obrazujacymi wyniki PCA mam jeszcze uwage dotyczaca braku wyjasnienia w
tekscie czytelnikowi co oznacza i jaki ma sens tytul angielski ,,Loadings” obecny na wszystkich
prezentowanych wykresach (tytul ,,Scores” na tych samych rycinach zostal wyjasniony). Drobna uwaga
dotyczy tez stwierdzenia na stronie 51: ,, Tabela 4 przedstawia zestawienie procentowej zawartosci
poszczegdlnych struktur drugorzedowych biatek dla obu grup badawczych, epileptyczhej i zdrowej”,
powinno by¢ ,,dla obu badanych grup”.

Wymienione uwagi krytyczne nie umniejszaja bardzo wysokiej oceny jaka stawiam
przedstawionej mi rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Julii Sacharz. Praca przedstawia nowatorskie, a
jednoczeénie bardzo trudne badania, z ktérych wykonaniem i interpretacja Autorka poradzila sobie bardzo
dobrze.

Ocenigjac pozytywnie recenzowana prace stwierdzam, ze spelnia ona wszystkie formalne wymogi
stawiane pracom doktorskim okreslone w art. 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., nr 65 poz.
595 z pdzniejszymi zmianami). Zatem, wnoszg wniosek o dopuszczenie mgr inz. Julii Sacharz do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. Agnieszka Michota-Kaminska
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Warszawa, 8 sierpnia 2017 r.




