Instytut Chemii Fizycznej
Polskiej Akademii Nauk

Zaktad Chemii Fizycznej Uktadéw Kasprzaka 44/52, PL-01 224 Warsaw, Poland
Biologicznych
Tel. +(48 22) 343 3283

Prof. dr hab. Maciej Wojtkowski Fax 520l 4 s

Physical Optics and Biophotonics Group +(48 22) 632 52 76

Email: mwojtkowski@ichf.edu.pl E-mail: ichf@ichf.edu.pl
20 sierpnia 2023

Opinia o pracy doktorskiej pani
magister inzynier Marii Baczewskiej

Opiniowana praca doktorska pani magister inzynier Marii Baczewskiej zatytulowana ,,Holograficzne
ilosciowe obrazowanie fazowe ze wspomaganiem multimodalnym w zastosowaniach biomedycznych
na poziomie komérkowym” zostala wykonana pod promotorska opieka pani Profesor Malgorzaty
Kujawinskiej na Wydziale Mechatroniki Politechniki Warszawskiej. Na rozprawe doktorska sktada sie
siedem spéjnych tematycznie artykutéw naukowych opublikowanych w pismach recenzowanych o
tytulach dobrze rozpoznawalnych globalnie przez ekspertéw w dziedzinie, oraz trzy artykuly
opublikowane w zeszytach konferencyjnych Proceedings SPIE, ktére majg status pelnoprawnych
publikacji z czgsciowym recenzowaniem artykutéw naukowych. W wigkszosci — siedmiu prac, pani
Baczewska jest pierwszym autorem, natomiast w pozostalych trzech wykazala ona swdj udziat
procentowy i wkiad merytoryczny. Wszystkie dziesieé prac bedacych przedmiotem niniejszej
rozprawy doktorskiej wyréznia dobra jako$é, znaczacy stopieri wplywu na $rodowisko zajmujace sie
tomografig holograficzng oraz znaczacy stopien nowosci proponowanych rozwiazan. Prace oryginalne
opatrzone s3 ,,przewodnikiem” w jezyku polskim oraz dwujezycznym streszczeniem. Przedstawione
publikacje powstaty w okresie ostatnich pigciu lat i maja Iaczng dwucyfrows liczbe cytowan bez
autocytowan, co oznacza, ze wyniki prac sa dostrzegane i wykorzystywane przez innych naukowcéw
dziatajacych w tej dziedzinie. W odrebnych tabelach przedstawiono szczegolowo wkiad autorki do
wieloautorskich publikacji poprzez okreslenie procentowe udzialu w opisanych w nich pracach
badawczych.

Rozprawa doktorska Pani magister inzynier Marii Baczewskiej ma charakter obliczeniowo
eksperymentalny z gléwnym skupieniem uwagi na badaniu zmian wlasnosci optycznych komoérek pod
wplywem dzialan terapeutycznych. Poruszane zagadnienia badawcze obejmuja zakres zastosowan
optyki wspolczesnej, bioinzynierii, medycyny i biologii. W swoich dzialaniach pani Maria umiejetnie
laczy aspekt rozszerzenia wiedzy z dziedziny optyki fizycznej z pracami poznawczymi w dziedzinie
biologii oraz z rozwojem algorytmiki. Platformami pomiarowymi sa tutaj cyfrowa tomografia
holograficzna oraz cyfrowa mikroskopia holograficzna QPM (ang. Quantitative Phase Microscopy).
Metody te daja przewage nad klasycznymi metodami mikroskopii fazowej poprzez unikatowa
mozliwos¢ tworzenia ilosciowych map i reprezentacji tréjwymiarowego rozkladu wspélczynnika
zatamania. Sprawia to, ze mozliwa staje si¢ kwantyfikacja i standaryzacja prowadzonych pomiaréw.
W konsekwencji techniki te otwieraja perspektywy wprowadzenia trwalych biomarkeréw
rozumianych jako obiektywne wskazniki biologiczne. Takie biomarkery uzyskiwane s3 W sposdb
minimalnie inwazyjny i dostarczaja informacji na temat procesow fizjologicznych (patologicznych)
zachodzacych w organizmie poprzez korelacje ze stanem komérek. Jednak uzyskanie wysokiego
stopnia standaryzacji wymaga zdefiniowania i narzucenia odpowiednich protokoléw pomiarowych i
sposobow analizy danych pomiarowych. Temu wiasnie zagadnieniu poswigcona jest praca magister
inzynier Marii Baczewskiej. W przedstawionej pracy w jasny sposdb postawiono hipoteze badawcza
oraz zdefiniowano zakres zadani badawczych mieszczacych si¢ ramach czasowych mozliwych do
realizacji w trakcie projektu doktorskiego.

Praca badawcza majaca na celu wprowadzenie jednoznacznych biomarkeréw zawiera wiele
zroznicowanych zadan zwigzanych tak z samymi ograniczeniami fizycznymi i technicznymi metody

http://ichf.edu.pl




pomiarowej (w tym przypadku QPM i tomografii holograficznej) jak i z problemami
interpretacyjnymi zwigzanymi ze zlozono$cig samej probki czy tez procedury medycznej ktorej jest
poddawana. W przypadku prac pani Baczewskiej zaproponowano gléwnie ekstrakcje suchej masy
oraz rozkladu wspolczynnika zatlamania dla pomiaréw prowadzonych w duzym polu widzenia
(obejmujacym wielokrotnos¢ pola widzenia oferowana przez wykorzystany uklad optyczny).
Sprawdzono zmienno$¢ mierzonych parametréw dla zmiennych warunkéw utrwalania probki oraz
przykladéw dzialan terapeutycznych. Ponadto wykonano obrazowanie multimodalne =z
wykorzystaniem metod specyficznych molekularnie takich jak mikroskopia Ramana oraz mikroskopia
fluorescencyjna.

Analiz¢ zrodel przedstawiong w publikacjach dokonano baz zarzutu. Autorka tak w przewodniku jak i
w zalaczanych prezentacjach wskazuje aktualny stan wiedzy na bazie literatury §wiatowej. Tematyka
pracy podjeta przez panig Baczewska jest bardzo dynamicznie rozwijana przez wiele osrodkéw na
swiecie. Obecny rozwo¢j technologiczny — szczegdlnie postgp metod obliczeniowych, pozwala na
wprowadzenie instrumentéw holograficznych jako narzedzi konkurencyjnych do klasycznych
mikroskopéw, ktére pozwalaja na ilosciowa ocen¢ probek bazujagc na rzeczywistym rozkladzie
wspolczynnika zatamania i wnioskowania o stanie hodowli komérkowych co moze mie¢ przelozenie
na wprowadzanie nowych lekéw lub terapii.

W przewodniku” dotaczonym do zbioru publikacji autorka przedstawila szczegdlowo zadania
badawcze jakimi si¢ zajmowafa. W dziedzinie reprezentowanej przez pania Baczewska jest
niezmiernie istotne, aby publikacje mialy zawarto$¢ wystarczajaca dla osiggnigcia wysokiego poziomu
nowosci i znaczenia dla srodowiska zajmujacego sie QPM oraz tomografia holograficzng. To
implikuje koniecznos¢ zawarcia w publikacji opisu prac badawczych wielu osdb, ktdre sg realizowane
réwnolegle przez wspdlpracownikow. W tym przypadku recenzent nie mial problemu z identyfikacja
tej czesci zadan, za ktére odpowiedzialna byta autorka pracy doktorskiej. Nie ma tutaj tez watpliwosci,
ze obejmuja one zamknigta tematycznie cato$é i moga byé z tatwoscig wyodrebnione ze wszystkich
prac przedstawianych w zalaczonych publikacjach. Autorka przedstawila w sposdb jasny motywacje
podjetych badan.

Linie hodowlane komdrek to populacje komorek, ktére zostaly usuniete z organizmu (np. czlowieka
lub zwierzgcia) i hodowane w sztucznych warunkach laboratoryjnych. Wykorzystanie ich pozwala na
badanie mechanizméw dziatania lekow na poziomie komdrkowym. Stanowia one niezastgpione
narzedzie w farmakologii, ktére pozwala na badanie mechanizméw dzialania lekow, odkrywanie
nowych zwigzkéw terapeutycznych oraz ocen¢ toksyczno$ci i bezpieczenistwa substancji
chemicznych. Dzigki nim mozliwe jest rozwijanie skuteczniejszych i bezpieczniejszych terapeutykow,
co przyczynia si¢ do postgpu w dziedzinie medycyny i opieki zdrowotnej. Linie komorkowe sa
uzywane rowniez do badania farmakokinetyki, czyli proceséw, ktére kontroluja absorpcje,
dystrybucje, metabolizm i wydalanie lekéw z organizmu. Te informacje pomagaja w okresleniu
optymalnej dawki leku i jego czasu podawania. Ponadto linie hodowlane komorek sa wykorzystywane
do przesiewania tysiecy substancji chemicznych w celu znalezienia nowych potencjalnych lekow. To
tzw. badania przesiewowe, ktére pozwalajg zidentyfikowaé czasteczki o pozadanych wiasciwosciach
terapeutycznych. W badaniach takich istotna staje si¢ wysoka rozdzielczo$é czasowa i przestrzenna
oraz jednoznaczna kwantyfikacja parametréw fizycznych rejestrowanych przez dany instrument. Nie
bez znaczenia jest rowniez szybkosé przygotowania probek i tatwos¢ ustawiania samego instrumentu
pomiarowego.

Pani Baczewska w swojej pracy wychodzi naprzeciw wymienionym powyzej wymaganiom
proponujac wykorzystanie dwoch technik obrazowych QPM oraz tomografii holograficznej, ktore w
ostatnim czasie pojawily si¢ jako instrumenty dostepne komercyjnie i zyskujg coraz wigkszy obszar
zastosowan praktycznych. W przewodniku pokazano schemat dzialan majacych doprowadzi¢ do
»pozyskania wiarygodnych danych pomiarowych rozszerzajacych wiedze o strukturach biologicznych
na poziomie komérkowym?”, czyli do weryfikacji postawionej hipotezy. W schemacie tym dla kazdego
problemu naukowego powstaje odpowiedni protokét pomiarowy uwzgledniajacy wybér narzedzi
obrazujacych, sposéb przygotowania probki, sekwencja pomiarowa oraz sposob analizy danych.
Odniesienie publikacji skladajacych sie na te prace doktorska do schematu doboru protokotu
pomiarowego jest nieco karkolomne i trudne do zrozumienia. Autorka chciala w ten sposéb nadaé
spojnos¢ calemu cyklowi, jednak taki zabieg nie byl tutaj konieczny. Zrozumiale jest, ze jednoczeénie
prowadzone byly prace nad metodologia pomiarows, przygotowania prébek, wykonania pomiaréw i
analizy danych i to w zupelnosci wystarcza do zracjonalizowania podjetych przez autorke dziatan w
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kontekscie odpowiedzi na zadane pytanie badawcze. Z drugiej strony w przewodniku bardzo dobrze
usystematyzowano podj¢te dziatania poprzez opisy zawarte w podrozdziatach 2.2.1 do 224, w
ktorych odniesiono si¢ do zbioru publikacji autorki (P1, P2, P4, P6, K1, K2). W czgsci wstepnej tego
zestawienia wskazano jakie kryteria doboru nalezy wprowadzié, aby zoptymalizowaé metode
obrazowa. Nastepnie przedstawiono praktyczne wytyczne dotyczgce optymalnego przygotowania
probki dla wykorzystania metod holograficznych oraz projektowania samych protokolow
pomiarowych. W kolejnej czesci przewodnika znajduja sie bardzo istotne szczegoly techniczne i
doswiadczenia autorki z przygotowaniem hodowli komérkowych oraz praktyczne aspekty analizy
sygnatéw 1 obrazéw. Jest to bardzo wazna cze$é, gdyz zwykle taki poziom szczegétowosci pomijany
Jest w publikacjach, jednak wiedza ta jest bardzo istotna do utrzymania ekspertyzy w zespole
zajmujagcym si¢ rozwijaniem danej tematyki. Moim zdaniem ta czes¢ przewodnika calkowicie
uzasadnia jego sensowno$¢ i przydatno$é w dalszym procesie naukowym. W ostatniej czesci
przewodnika opisano prace badawcze poswigcone badaniu zmiennosci parametréw mierzonych za
pomocg QPM oraz tomografii holograficznej dla hodowli komérkowych, w odpowiedzi na trzy typy
terapeutykow: laseroterapii niskoenergetycznej oraz zi6t Yokukansan na komérki neuroblastomy oraz
leku bortezomib na komérki szpiczaka mnogiego (Publikacje PS5, P7, K3). Wynikiem pierwszej pracy
badawczej bylo pokazanie zmiany gestosci suchej masy komérek neuroblastomy oraz powierzchni
komoérek zaleznych od dawek napromieniowania. Dodatkowo na podstawie analizy zmian gestosci
suchej masy komérek w czasie wykazano istnienie zmian zwigzanych z procesem podzialu lub $mierci
komérek. W drugiej z prac polaczono wyniki uzyskane za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej,
tomografii holograficznej i mikrospektroskopii ramanowskiej i na ich podstawie oceniano nastepujace
parametry: proliferacje komoérek, liczbe kropelek lipidow w cytoplazmie, zmiany wspélczynnika
zalamania wewnatrz komérki. Autorka wykazala, ze wystepujg korelacje pomiedzy dawka leku i
zdolnoscig namnazania komdrek — wskazujac na parametr tatwo dostepny dla metod holograficznych.
W przypadku innych parametréw nie zaobserwowano statystycznie znaczgcej swoistosci. W ostatniej
z prac wykonano wstepne badania z wykorzystaniem trzech metod: QPM i tomografii holograficznej
do pomiaréw zmian gestosci suchej masy komdrki, zmian powierzchni, zmian morfologii komérek i
zmiany rozkladu wpdlczynnika zalamania w calej komérce i Jjadrach komoérkowych; oraz
mikrospektroskopii ramanowskiej do uzyskania informacji o specyfice chemicznej i indukowanych
lekiem zmianach w widmie spektralnym komérki. W wyniku tych prac wykazano wptyw bortezomibu
na zmiany rozkladu wspélczynnika zalamania komérek i ich jader, oraz ze zmiany skladu
chemicznego komérek wskazuja na apoptoze komorek. Podsumowujac na przedstawionych
przykladach pokazano, ze laczac wyniki uzyskane za pomocy zaprezentowanej metodyki, mozna
wyciggna¢ unikalne wnioski na temat analizowanych prébek biologicznych. Innymi stowy
zweryfikowano pozytywnie postawiona hipoteze.

Przyjeta przez autorke metodyka badan nie budzi zastrzezen we wszystkich przedstawionych pracach.
Jakos¢ publikacji jest na dobrym poziomie, poréwnywalna do prac publikowanych przez grupy
badawcze z najlepszych osrodkéw badawczych publikujacych w tej dziedzinie. Zaproponowana
tematyka i spos6b rozwigzania probleméw celuje w samo sedno rozwoju metod QPM i tomografii
holograficznej i ich farmakologicznych zastosowan do obrazowania komérek.

W przedstawionych pracach zaproponowano szereg oryginalnych rozwiazan metod analizy danych
pomiarowych i algorytméw rekonstrukcyjnych, z ktérych na szczegllng uwage zasluguje metoda
kompensacji wartosci bazowej wspélczynnika zatamania przy laczeniu pomiaréw czy tez przy analizie
wolumetrycznej rekonstrukcji komérki. Najbardziej istotne z punktu widzenia naukowego jest
uzyskanie zmiennosci ilosciowych parametréw mierzonych za pomocg QPM i Tomografii
holograficznej z konkretnymi dziataniami terapeutycznymi. Prace te wskazuja na konkretne
biomarkery, ktére moga byé dalej testowane w praktyce farmakologicznej (réwniez za pomoca
urzadzen komercyjnych). Zaprezentowane publikacje napisane g przejrzyscie, jezykiem angielskim
na bardzo dobrym poziomie. Prace te czyta si¢ bez trudnoéci. Nie mam zastrzezen do strony
edytorskiej i zawartosci merytorycznej wszystkich publikacji. Autorka wykazala umiejetnosci
przedstawiania celu pracy i uzyskanych wynikéw. Przewodnik jest réwniez napisany czytelnie i
syntetycznie.

Jedna z nielicznych stabosci przedstawionej rozprawy doktorskiej jest brak dyskusji dotyczacej
ograniczen stosowalnosci zaproponowanych metod w kontekscie powtarzalno$ci w uzyskiwaniu
wartosci wspotczynnika zatamania, masy suchej i innych parametréw. Te informacje mozna znalezé w
publikacjach, jednak kilka zdan w przewodniku byloby przydatne dla czytelnika.
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Szczegdtowe i mniej istotne komentarze dotyczace przewodnika:

Str 7 .,...projektu Fundacji Nauki Polskiej” — Fundacji na rzecz Nauki Polskiej

Str 9 ,,Wad tych pozbawione sg metody obrazowania fazowego.” — to zdanie jest zbyt ogdlne, w
metodach fazowych przygotowanie probki odgrywa istotng rolg i moze by¢ réwnie
czasochlonne jak w innych metodach mikroskopii — o czym dowiadujemy si¢ w trakcie czytania
rozprawy.

Str 10 ,,...w handlowych systemach QPI ,— by¢ moze lepiej nazywal je dostgpnymi
komercyjnie systemami QPI

Str 20 ,,...w ramieniu” — lepiej uzy¢ w czesci schematu

Str 22, 26 ,, ...zszywania pdl widzenia” — zszywamy pomiary wykonane z okreslonym polem
widzenia

Podsumowujgc stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr inz. Marii Baczewskiej w pelni spelnia
warunki stawiane pracom doktorskim przez ustawe o tytule naukowym i stopniach naukowych i
stawiam wniosek o dopuszczenie jej do publicznej obrony.

Z powazaniem, ,
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