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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha CISZKA
zatytulowanej: ,Mikrospektroskopowe badania fluorescencyjne tkanki lgcznej i

jej patologii”.

Procesy chorobowe, ale czesto réwniez leki stosowane w leczeniu chordb,
skutkujg zaburzeniami w metabolizmie komorek organizmu co ostatecznie przeklada
si¢ na roznego typu patologiczne zmiany w obrebie tkanek i narzgdow. Standardowo
w praktyce klinicznej do oceny zmian na poziomie ekspresji specyficznych mRNA
czy kodowanych przez nie biatek stosuje si¢ szeroki panel metod biochemicznych i
molekularnych. Z kolei zmiany morfologiczne, ale takze poziom ekspresji i lokalizacje
specyficznych bialek w tkankach, ocenia si¢ metodami mikroskopowymi.
Przygotowanie tkanki do barwienia histochemicznego (immunohistochemicznego) to
dos¢ skomplikowany proces obejmujacy szereg etapéw majagcych wplyw na
ostatecznie uzyskany obraz tkanki. Czy istnieje jednak jaka$ alternatywa? W
przedstawionej mi do oceny pracy jej autor wyszedt z zatozenia, Ze poniewaz szereg
obecnych w tkance zwigzkéw cechuje si¢ zdolnoscig do autofluorescencji mozna
oceni¢ roznice pomigdzy tkanka zdrowag i patologiczng mierzac roéznice w
intensywnosci widm fluorescencji charakterystycznych dla obecnych w danej tkance
specyficznych endogennych fluoroforow. W swojej pracy doktorant skoncentrowat sie
2 rodzajach wysoce wyspecjalizowane]j tkanki tgcznej, chrzastce i kosci. Postawit
sobie do realizacji 2 niezalezne cele. Pierwszy to ocena wptywu terapii zidowudyng w
okresie prenatalnym na rozwdj piszczeli noworodkow szczurzych. Celem drugim byto
oszacowanie réznic i podobienstw pomiedzy 4 rodzajami chrzastek ludzkich: nosa,

malzowiny usznej, krtani i chrzastki stawowej pod kagtem ich wzajemnej przydatnosci



w autotransplantacji. W obu przypadkach podstawowym narz¢dziem badawczym byl
konfokalny mikroskop fluorescencyjny (CLSM) Eclipse Ti-E firmy NIKON®. Do
obserwacji  mikroskopowych wykorzystano biale o$wietlenie transmisyjne,
epifluorescencje z lampy PRIOR® w zakresie UV-VIS, jak réwniez os$wietlenie
laserowe o dlugosciach fali 404, 488 i 544 nm (MellesGriot®) podczas obrazowania
konfokalnego.

Pod wzgl¢dem formalnym praca zostata przedstawiona w formie monografii,
ktora liczy 81 stron i zostala podzielona na 2 podstawowe czesci: tzw. Czesé
literaturowa -17 stron i Czg$¢ doswiadczalng -40 stron. Podzial, moim zdaniem, nie do
konca wilasciwy gdyz rozdzial 5. Material badawczy i metodyka badan (umieszczony
w czgsci literaturowej) z cala pewnoscig nalezy juz do czgsci doswiadczalne;.

Tym niemniej poszczegolne rozdziaty: 1.-3. wprowadzajgce w tematyke badan
- 9 stron, 4. Cel pracy — 1 strona, 5. Material badawczy i metodyka badan — 6 stron, 6.
Walidacja metody konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego — 5 stron, 7. Wyniki
badania zmian rozwojowych wczesnego osteoidu po prenatalnej aplikacji zidowudyny
(wraz z dyskusjg) — 27 stron, 8. Wyniki oceny biozgodno$ci wybranych chrzastek
ludzkich dla potrzeb autotransplantacji otolaryngologicznej (wraz z dyskusja) — 14
stron, 9. Podsumowanie pracy i wnioski — 1 strona, posiadajg wilasciwe proporcje, a
ich uklad jest logiczny i przejrzysty. Cytowane piSmiennictwo liczace 116 pozycji
zostalo wlasciwie dobrane i uwzglednia najnowsze pozycje w omawianej dziedzinie
(26 prac z lat 2015-21). Dysertacj¢ uzupelnia wykaz podstawowych skrotow
stosowanych w pracy, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz 13 czytelnych
tabel i 26 ilustracji.

W pierwszych 3 rozdziatach pracy autor w bardzo przystepny sposob opisuje
kluczowe dla przeprowadzonych badan zjawisko fluorescencji i metody jej pomiaru, a
takze przedstawia charakterystyke badanych przez siebie typow tkanki facznej - kosci
i chrzgstek. Przedstawia takze w zarysie problematyke rekonstrukcji w laryngologii z
wykorzystaniem réznych typéw chrzastki. By uzasadni¢ wybor zastosowanej w swej
pracy metodyki prezentuje takze przeglad wybranych badan tkanki lgcznej metoda

mikroskopii konfokalnej CSLM. Omoéwione w tej czeSci pracy tematy zaréwno



przyblizaja czytelnikowi podj¢ta w pracy problematyke jak i w znacznym stopniu
uzasadniajg zaplanowane badania.

Przedstawiony w Rozdziale 5. opis materialu badawczego, podzial na grupy
eksperymentalne jak réwniez szczegOlowy opis zastosowanej w pracy aparatury
badawczej 1 metodyki pomiaru (zar6wno metody obrazowania jak pomiaru
autofluorescencji) jest klarowny i nie budzi zastrzezen.

Niezmiernie wazng czgscig pracy jest rozdzial 6. poswigcony walidacji metody
konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego CSLM. Doktorant spisal si¢ tutaj
znakomicie rzetelnie sprawdzajac i dopasowujgc liczne parametry i ustawienia
uzywanego sprzetu (konfokalny mikroskop fluorescencyjny Eclipse Ti-E fmy
NIKON) co pozwolilo mu ustali¢ zakresu jego stosowalnosci w badaniach kosci i
chrzastek 1 w rezultacie dokona¢ odpowiedniej rejestracji widma autofluorescencji
badanych préobek.

W czesci eksperymentalnej wyr6zni¢ mozna 2 niezalezne czgsci. Pierwsza
dotyczy badan piszczeli noworodkow szczurzych w wieku 7, 14 i 28 dni, ktérych
matkom w czasie cigzy podawano lek antyretrowirusowy zidowudyne. Obrazowanie
konfokalne fragmentow ko$ci, gdzie autor analizowal liczbe przestrzeni
miedzybeleczkowych, liczb¢ jamek kostnych, grubos$¢ beleczek kostnych oraz grubosé
macierzy migdzyjamkowej wykazato, ze podawanie samicom szczurzym zidowudyny
skutkuje u ich potomstwa zwigkszonym przyrostem macierzy kostnej, szczegolnie w
pierwszych 2 tygodniach po urodzeniu. Bardzo ciekawe sg uzyskane przez autora
wyniki pomiaréw mikrospektrofluorymetrycznych ko$ci szczuréw w badanych
grupach wiekowych. Potwierdzajg one jednoznacznie wystepowanie istotnych réznic
w przebiegu widma autofluorescencji tkanki kostnej pomiedzy szczurami, ktorych
matkom podawano w czasie cigzy lek antyretrowirusowy, a szczurami kontrolnymi dla
tych samych grup wiekowych. Réznice te sg szczegdlnie widoczne w drugim tygodniu
zycia zwierzat gdzie natgzenie autofluorescencji w grupie ktorej podawano
zidowudyne¢ bylo niemal 40% wigksze niz w grupie kontrolnej. Przeprowadzona
przez doktoranta dyskusja otrzymanych w tej czeSci wynikow badan $wiadczy, ze
potrafi on w sposob krytyczny i wiasciwy interpretowal otrzymane dane

eksperymentalne konfrontujac je z danymi literaturowymi. O znaczeniu i aktualnosci



wynikow otrzymanych w tej czgsci pracy swiadczy najlepiej fakt, ze zostaly juz
wczesniej  pozytywnie zweryfikowane przez niezaleznych recenzentow i
opublikowane w czasopiSmie z listy filadelfijskiej (Journal of Fluorescence,
29(5),2019).

Kolejnym zadaniem, ktorego podjat si¢ doktorant w swojej pracy byla ocena
biozgodnosci chrzastek ludzkich izolowanych z r6znych narzadow (chrzastka stawowa,
chrzastka nosa, chrzastka malzowiny usznej i chrzgstka krtani) w kontekscie ich
zastosowania w autotransplantacji laryngologicznej. Uzyskane w recenzowanej pracy
obrazy konfokalne chrzastek nie wnosza nowych informacji odnosnie budowy
morfologicznej wymienionych powyzej chrzastek, albowiem zarowno ten aspekt jak
rowniez aktywno$S¢ komorek roéznych typow chrzagstki i molekularny sktad
wydzielanej przez nie macierzy pozakomorkowej jest powszechnie znany. Tym
niemniej samo potwierdzenie metoda mikroskopii konfokalnej, ze uzyte w
eksperymencie chrzastki zachowuja typowy dla nich obraz morfologiczny byto wazne
ze wzgledu przeprowadzone w kolejnym etapie pomiary spektroflorymetryczne.
Zarejestrowane widma autofluorescencji macierzy pozakomorkowej badanych
rodzajow chrzastek réznity si¢ intensywno$ciag maksimum (przy 475 nm) oraz
szerokosciami potéwkowymi. Obliczenia mediany szerokosci potowkowej FWHM
pokazaly, ze widmo chrzastki stawowej bylo wyraznie wezsze od pozostatych i byl to
wynik znamienny statystycznie. Pomigdzy pozostatymi rodzajami chrzastki roznic
(istotnych statystycznie) w wartoSci FWHM nie odnotowano. Chrzastka stawowa
roznita si¢ tez znamiennie (p<0.0005) od pozostatych chrzgstek w catym wstepujacym
zakresie widma (420-475 nm). Aby uzyska¢ wigcej informacji odnosnie potencjalnej
kompatybilnosci badanych chrzastek autor poréwnat ich $rednie widma roznicowe w
odniesieniu odpowiednio do chrzastki stawowej i chrzastki nosowej. W pierwszym
przypadku najwigksze rozbiezno$ci pomigdzy poréwnywanymi parami chrzgstek
zaobserwowal poczatkowym zakresie widma 420-475 nm, ale takze w zakresie 495-
570 nm oraz 575-635 nm. Gdy chrzastka referencyjng byla chrzgstka nosa roznice w
emisji z macierzy pozakomoérkowej chrzastek takze roznity sie w zakresie 420-475 nm,
natomiast w pasmie powyzej 475 nm dla par chrzgstka nosa — chrzgstka ucha oraz

chrzastka nosa — chrzastka krtani widma réznicowe praktycznie sie pokrywaty.



Dyskusja wynikéw w kontekscie kompatybilnosci badanych rodzajow chrzastki
jest prowadzona rzeczowo w oparciu o doniesienia prezentujgce aktualny stan wiedzy
1 Swiadczy o dobrym teoretycznym przygotowaniu doktoranta do prowadzenia badan.

W podsumowaniu swojej pracy autor formuluje 8 wnioskow (4 wnioski
odnos$nie badan kosci i 4 wnioski odnosnie badan chrzastki), ktore wprost wynikaja z
przedstawionych wczesniej wynikow i $wiadczg o osiaggnigciu zatozonych na wstepie
celow.

W trakcie czytania dysertacji napotkalem kilka btedow badz niescistosci, ktore
moim zdaniem nalezaloby wyjasni¢. Dotyczag one przede wszystkim czesci
teoretycznej gdzie autor poswiecit sporo miejsca na charakterystyke badanych przez
siebie typow tkanki tacznej. I tak piszac o kostnieniu na podlozu tgcznotkankowym
(str.17) autor pisze cyt.: ,,Komdrki blony mezenchymatycznej przeksztalcajq sie w
chondroblasty i wydzielajg kolagen typu I ....”. W rzeczywistosci w tym typie
kostnienia komorki mezenchymy réznicuja si¢ bezposrednio do osteoblastow nie za$
do chondroblastow. Opisujac ogodlnie tkanke chrzestng (str.19) autor stwierdza, ze cyt:
. -.budulec tkanki chrzestnej stanowiq widkna kolagenu, najczesciej typu I oraz II ...
Sugeruje to, ze w macierzy chrzastki dominujg wiokna kolagenu typu I co nie jest
prawdg gdyz typem dominujacym jest kolagen typu II. Jedynie chrzgstka wioknista
(budujgca dyski migedzykregowe) zawiera wigksza ilos¢ kolagenu typu I lecz nie byta
ona przedmiotem badan w tej pracy. W dyskusji (str. 69) doktorant sugeruje
(powolujgc si¢ na pozycje piSmiennictwa nr 103), ze zaniedbywalny wkiad elastyny w
rejestrowane widmo AF chrzastki stawu spowodowany jest faktem, ze cyt.:
zlokalizowana jest ona w chondrocytach, ktére nie byly obecne w badanych
Jfragmentach chrzgstki”. Nie moge zgodzi¢ si¢ z tg interpretacja. Komorki
(chondrocyty, ale tez fibroblasty czy komorki mig$niowki gladkiej $cian naczyh
krwionosnych) syntetyzuja jedynie i wydzielaja na zewnatrz prekursor elastyny
(tropoelastyng), ktora dopiero w macierzy pozakomoérkowej oddziatywuje z fibryling
co prowadzi do powstania agregatow elastyny. W macierzy pozakomorkowej chrzastki
stawowej (generalnie w chrzastce szklistej) elastyny nie ma bo po prostu nie jest tam

produkowana. Na str.64 odnosnie ilustracji 25 autor pisze cyt: ,, odejmujgc od widma



chrzgstki nosa widma pozostatych typéw chrzgstek” — powinno by¢ ,,od widma
chrzastki stawowe;j”.

Pomimo powyzszych uwag chcialbym jednoznacznie stwierdzié, iz
przedstawiong mi do oceny rozpraw¢ Pana mgr Wojciecha Ciszka oceniam
pozytywnie. W swojej pracy wykazal, ze stosujac wylacznie metody stricte fizyczne,
jak obrazowanie konfokalne i spektrofluorymetria, mozna pokusi¢ sie o ocene tak
skomplikowanych tematéw jak wplyw terapii antyretrowirusowej w okresie
prenatalnym na rozwdj kosci u noworodkéw szczurzych czy szacowanie biozgodnosci
chrzgstek ludzkich pochodzacych z réznych rejonéw ciala w kontekscie ich
potencjalnego  zastosowania w autotransplantacji. Precyzyjne zaplanowanie
przedstawionego w ocenianej pracy eksperymentu naukowego, jego skuteczne
przeprowadzenie, a przede wszystkim rzetelna analiza otrzymanych wynikow i ich
interpretacja Swiadcza, ze jej autor jest w pelni dojrzatym pracownikiem naukowym.

Majgc na uwadze powyzsze uwazam, Ze recemzowana praca w pelni
odpowiada warunkom okreslonym w art. 11 Ustawy o tytule naukowym i
stopniach naukowych (Dz.U. nr 65/90 poz 386) i niniejszym wnioskuje do
Wysokiej Rady Instytutu Fizyki Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o

dopuszczenie Pana mgr Wojciecha Ciszka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,




