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Ocena aktualnos$ci zagadnien poruszanych w recenzowanej rozprawie doktorskiej

Wspolczesna medycyna dazy do zrozumienia procesow zachodzacych na poziomie
komoérkowym. Badania biooptyczne umozliwiajace obserwacje i analize komoérek w sposéb
bezinwazyjny, moga przyczyni¢ sie do lepszej diagnostyki, monitorowania terapii i rozwoju
nowych metod leczenia. W tym kontekscie badania biooptyczne na poziomie komérkowym sg
niezwykle wazne, pozwalaja bowiem na zrozumienie mechanizmdéw choréb, poprzez
mozliwos¢ bezposrednich obserwacji i mikroskopowej analizy komoérek. Poznanie zmian

strukturalnych, morfologicznych, funkcjonalnych i biochemicznych na poziomie komérkowym



pomaga w identyfikacji czynnikéw ryzyka, rozpoznawaniu, monitorowaniu i w konsekwencji
moze utatwiaé leczenie wielu schorzen.

Badania biooptyczne dostarczaja narzedzi diagnostycznych, ktére pozwalaja na
wezesne wykrywanie chordb oraz ocene ich nasilenia i progresji choroby. Przyktadowo analiza
zmian wspétczynnika zatamania komérek, morfologii czy ekspresji biatek moze pombe
w identyfikacji raka, w badaniach choréb serca, schorzen neurologicznych i wielu innych.
Biooptyczne badania na poziomie komérkowym pozwalajg na monitorowanie skutecznosci
terapii i oceng reakcji komoérek na leczenie. Dzigki temu mozna dostosowywaé terapie do
indywidualnych potrzeb pacjenta, zoptymalizowa¢ dawkowanie lekéw i ocenié efektywnosé
terapii.

Badania biooptyczne s3 tez istotne w rozwoju nowych terapii i lekéw. Pozwalaja one na
testowanie nowych substancji i badanie ich wplywu na komérki i tkanki. Dzieki temu mozna
identyfikowaé biomarkery, ktére moga by¢ wykorzystane do monitorowania skutecznosci
terapii i oceny odpowiedzi pacjenta na leczenie. Badania te pozwalajg na personalizacje
procedur medycznych poprzez analize unikalnych cech komérek i tkanek. Poznanie réznic
migdzy komérkami zdrowymi a zmienionymi chorobowo pozwala na bardziej precyzyjne
diagnozowanie, prognozowanie i leczenie, dostosowane do indywidualnych potrzeb pacjenta.

Postep w dziedzinie obrazowania komérek za pomoca mikroskopii, spektroskopii
1 innych technik biooptycznych otwiera nowe mozliwosci badaweze i zastosowania kliniczne,
prowadzac do innowacyjnych rozwiazan w medycynie.

Recenzowana rozprawa Pani Marii Baczewskiej wpisuje sie wiec doskonale w te trendy
idotyczy jak najbardziej aktualnych zagadnien. Wysokorozdzielcze pomiary, segmentacja
dwuwymiarowa i wolumetryczna danych fazowych pozyskanych za pomocg cyfrowego
mikroskopu holograficznego DHM i wysokorozdzielczego tomografu holograficznego HT,
pozwalaja na wyznaczenie interesujgcych parametrow komérkowych, w tym suchej masy

1 rozktadu wspoétczynnika zatamania komérek i substruktur komoérkowych.

Ocena struktury rozprawy i prezentowanych tresci

Recenzowana praca doktorska ma format broszury i liczy 148 stron wraz z bibliografig oraz
dotaczonymi kopiami publikacji wspélautorstwa Doktorantki. Pracg podzielono na 3 rozdziaty.
W pracy zamieszczono wykaz skrétow, tabel i rysunk6éw, odpowiednie streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, a takze doaczono wspoétautorskie publikacje naukowe, stanowigce
podstawe rozprawy. Pierwszy rozdziat jest Wstepem wyjasniajacym cele pracy, opisujagcym

aktywnosci naukowe Doktorantki podczas realizacji pracy doktorskiej, a takze prezentujacym



zastosowania biologiczne ilosciowej mikroskopii fazowej. Kandydatka do stopnia doktora
skupita si¢ na metodach cyfrowej mikroskopii holograficznej i tomografii holograficznej. Ten
podrozdziat jest dobrze udokumentowany i wskazuje na rozeznanie Doktorantki w tematyce
prowadzonych badan. Szczegdlnie wysoko oceniam schematy graficzne prezentujgce
metodyke badan, zastosowane procedury i techniki pomiarowe. Drugi rozdzial stanowi
przewodnik po opublikowanych pracach wspotautorstwa Doktorantki. Trzeci natomiast
zawiera kopie opublikowanych prac.

Pani Baczewska jest wspotautorkg nastgpujgcych publikacji (wedlug numeracji
i pisowni zastosowanej w rozprawie):
[P1] M. Baczewska, K. Eder, S. Ketelhut, B. Kemper i M. Kujawinska. ,,Refractive index
changes of cells and cellular compartments upon paraformaldehyde fixation acquired by
tomographic phase microscopy”. Cytometry Part A 99.4 (2021), 388-398.
[P2] P. Nienaltowski, M. Baczewska i M. Kujawinska. ,,Comparison of fixed and living
biological cells parameters investigated with digital holographic microscope”. Photonics
Letters of Poland 12.1 (2020), 13-15.
[P3] V. Balasubramani, A. Ku$, H.-Y. Tu, C.-J. Cheng, M. Baczewska, W. Krauze,
M. Kujawinska. ,,Holographic tomography: techniques and biomedical applications”. Applied
Optics 60.10 (2021), B65-B80.
[P4] P. Stepien, M. Ziemczonok, M. Kujawinska, M. Baczewska, L. Valenti, E. Casirati,
A. Cherubini i W. Krauze. ,,Numerical refractive index correction for the stitching procedure
in tomographic quantitative phase imaging”. Biomedical Optics Express (2022).
[P5] M. Baczewska, P. Stepien, M. Mazur, W. Krauze, N. Nowak, J. Szymanski i M.
Kujawinska. ,,Method to analyze effects of low-level laser therapy on biological cells with a
digital holographic microscope”. Applied Optics 61.5 (2022), B297-B306.
[P6] M. Baczewska, M. Mazur i W. Krauze. ,,Towards true volumetric refractive index
investigation in tomographic phase microscopy at cellular level”. Optics Continuum 2.2 (2023),
484-489.
[P7] M. Baczewska, M. Krolikowska, M. Mazur, N. Nowak, J. Szymanski, W. Krauze, C.-J.
Cheng i M. Kujawinska. ,,Influence of Yokukansan on refractive index of neuroblastoma cells”.
Biomedical Optics Express 14.5 (2023), 1959-1973.
[K1] M. Baczewska, M. Kujawinska, E. Skrzypek i D. Sladowski. ,,Feasibility study of
investigation of skin at cellular level by digital holographic microscopy”. Speckle 2018: VII
Intérnational Conference on Speckle Metrology. T. 10834. SPIE. 2018, 440—446.
[K2] M. Baczewska, W. Krauze, A. Ku$, P. Stepien, K. Tokarska, K. Zukowski, E.



Malinowska, Z. Brzézka i M. Kujawiniska. ,,On-chip holographic tomography forquantifying
refractive index changes of cells” dynamics”. Quantitative Phase Imaging VIIL. T. 11970. SPIE.
2022, 43-47.

[K3] M. Baczewska, M. Krélikowska, W. Krauze i M. Kujawinska. ,,Holographic tomography
supported by Raman micro-spectroscopy for identifying and quantifying changes in cells
treated with Chinese herbal medicine”. Quantitative Phase Imaging IX. T. 12389. 1238907.
SPIE. 2023 (cyt. nas. 19, 22, 23, 27, 29-32, 37, 38, 40, 41).

Numeracja [P] to prace opublikowane w czasopismach naukowych, niektére z nich maja
dos¢ wysoki wspétczynnik wptywu. W optyce i optyce biomedycznej (Biomedical Optics
Express) czy nawet w naukach medycznych (Cytometry) s3 plasowane w pierwszym kwartylu.
Numeracja [K] odnosi si¢ do prac konferencyjnych. W sumie podstawe rozprawy stanowi 10
opublikowanych doniesief naukowych.

Wedlug oswiadczenia Doktorantki, ocenia Ona swéj udziat w powstanie tychze prac

nastepujaco:

[P1] 80%
[P2] 40%
[P3] 20%
[P4] 8%

[P5] 60%
[P6] 50%
[P7] 60%

Natomiast w pracach konferencyjnych udziat Autorki, jest nastepujacy:
[K1] 85%
[K2] 70%
[K3] 70%

Jak wigc widaé, w 7 pracach (na dziesie¢) udziat Doktorantki wynosi minimum 50%
iczgsto sigga 80%. Jest to udzial znaczny, zwazywszy na to, ze wszystkie prace sg
wielouatorskie (od 3 do 9 wspotautoréw). W 7 pracach Pani Baczewska jest tez pierwszg
autorkg. Nie dotaczono do rozprawy oswiadczen wspétautoréw, jednakze Promotor potwierdza
taki udziat Doktorantki.

Analiza struktury pracy i zawartych w rozprawie opiséw, pozwala stwierdzic,
ze Doktorantka orientuje si¢ w tematyce rozprawy, dobrze opanowata pisanie tekstow

naukowych, a wiele osiggnietych wynikéw juz opublikowata.



Ocena osiagnigé stanowigcych podstawe ubiegania si¢ o stopien doktora

Glownym celem rozprawy, jaki wyznaczyla sobie Doktorantka jest zastosowanie metod
obrazowania fazowego do badan na poziomie komérkowym i subkomérkowym, co pozwala na
nieinwazyjne $ledzenie zmian w komoérkach i dlugotrwale pomiary przyzyciowe, bez
konieczno$ci pracochlonnego przygotowania probek. IloSciowe obrazowanie fazowe
ze wspomaganiem multimodalnym w zastosowaniach biomedycznych na poziomie
komérkowym umozliwia doktadna, trojwymiarowa i wielowymiarowg analize komérek.
Pozwala na lepsze zrozumienie proceséw biologicznych, co moze prowadzié¢ do lepszego
diagnozowania chor6b, odkrywania nowych terapii i prowadzenia badaf w dziedzinie
biomedycyny.

W pracach naukowych wspétautorstwa Pani Baczewskiej prezentowane sg réznorodne
techniki, metody oraz ich zastosowania w analizie komérek i tkanek na poziomie
mikroskopowym. Aby wykaza¢ wieloaspektowosé badan Doktorantki, ponizej odniose sie do
wybranych publikacji, w kt6rych miata wiodaca role.

Przyktadowo w pracy [P1] opisano zastosowanie fazowej mikroskopii tomograficznej,
do badania zmian wspélczynnika zatamania komérek i skiadnikéw komorkowych po
utrwaleniu paraformaldehydem. Metoda pozwolita na ilosciowg ocene zmian wspélczynnika
zalamania w utrwalonych prébkach (zaobserwowano spadek wartosci wspotczynnika).
Pozwolito to na ocene wplywu procesu utrwalania na struktury komérkowe, przyczyniajac sie
do lepszego zrozumienia przygotowania probek do badan metodami tomografii fazowe;.

Natomiast w publikacji [P5] analizowano za pomocg mikroskopu holograficznego
wplyw niskoenergetycznej terapii laserowej na komorki. Wykazano réznice suchej masy
w zaleznosci od parametréw dozymetrycznych promieniowania, przy czym zaproponowano
zaawansowane metody statystyczne do oceny zmiany gestosci suchej masy w czasie.
Rekomenduj¢ rozwazenie pogtebionych badan i przedstawienie ich na forum czasopisma
0 globalnym zasiegu skierowanego do $wiata biomedycyny

Publikacja [P6] omawia postepy w wolumetrycznej analizie wspétczynnika zalamania
przy uzyciu fazowej mikroskopii tomograficznej na poziomie komérkowym. Skupiono sie na
osiagnigciu doktadnych i kompleksowych wynikéw pomiaréw wspélczynnika zatamania
struktur komoérkowych. Wykazano, ze w celu uzyskania wysokiej jakosci informacji
wolumetrycznej konieczne jest zastosowanie zaawansowanych iteracyjnych algorytméw
rekonstrukcji tomograficznej, a szybkie algorytmy rekonstrukcji prowadza do otrzymania

zanizonych i metrologicznie nieakceptowalnych wartosci wspétczynnika zatamania.



Badania wptywu terapii ziotowej Yokukansan na wspolczynnik zatamania komérek
neuroblastoma sg przedmiotem pracy [P7]. Zastosowano tu podejscie multimodalne,
wykorzystujac trzy systemy do badah w skali mikroskopowej: mikroskopie fluorescencyjna,
tomografi¢ holograficzng i mikrospektroskopie Ramana. Badanie przyczynia si¢ do
zrozumienia wpltywu ziotowych $rodkéw terapeutycznych na zachowanie komdrek.
Turéwniez mozna rekomendowaé po rozszerzeniu badan publikacje w czasopismie
medycznym.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze Doktorantka bardzo dobrze opanowata warsztat
badawczy, procedury laboratoryjne i wykazala si¢ umiejetnoscia analizy danych pomiarowych.
Znaczenie osiggnietych wynikéw jest nietuzinkowe.

1. Zastosowanie mikroskopii holograficznej do badania komérek umozliwia obserwacje
1 pomiar parametréw komérek, takich jak morfologia, zmiany wspétczynnika zatamania
czy dynamika komoérek.

2. Badanie zmian wspétczynnika zatamania $wiatla w komérkach, zardwno na poziomie
komorek zywych, jak i utrwalonych, ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia struktury,
funkeji i reakcji komérek na rézne czynniki.

3. Zastosowanie tomografii holograficznej w badaniach biologicznych dostarcza
informacji o morfologii komérek, ich wtasciwosciach refrakcyjnych i zmianach tych
parametrow w czasie.

4. Opracowanie metod korekcji numerycznej danych i analiza wynikéw pozyskanych
r6znymi technikami mikroskopowymi ulepsza precyzje pomiaréw i ma istotne
znaczenie dla uzyskiwania doktadnych i wiarygodnych wynikéw.

5. Zaprezentowane w publikacjach zastosowania biomedyczne pozwalajg na lepsze
zrozumienie mechanizméw niskoenergetycznej terapii laserowej, ocene skutkow
oddziatywania lekéw na komérki, identyfikacje zmian w komérkach pod wplywem
lekéw ziotowych i badanie komérek nowotworowych.

Reasumujgc, mozna stwierdzié, ze przedstawione w publikacjach wyniki badan

Doktorantki przyczyniaja sie do rozwinigcia wiedzy na temat komérek i tkanek na poziomie
mikroskopowym. Majg istotne znaczenie dla zrozumienia procesow biologicznych, analizy

podtoza choréb i rozwijania nowych metod diagnostycznych i terapeutycznych.

Whioski konicowe
Rozprawa zostata sumiennie przygotowana, a otrzymane wyniki sa wazne z punktu

widzenia przyszlych badan podstawowych, a takze klinicznych. Doktorantka rozwigzata



rozwazany w pracy problem naukowy, stosujac przy tym poprawny warsztat badawczy
imetody analizy. Praca jest wieloaspektowa i $wietnie ilustruje bogactwo metod inzynierii
biomedycznej (metody obrazowe, analiza biochemiczna, zaawansowane algorytmy
przetwarzania obrazéw, analiza statystyczna etc.). Praca napisana jest poprawnie pod
wzgledem jezykowym, usterki sa nieliczne (np. przezyciowo zamiast przyzyciowo).
Doktorantka wykazata sie duza dojrzatoscig naukowa, rozwazajac w rozprawie takze kierunki
przysztych badan.

Uwazam, ze recenzowana rozprawa zadowalajaco spelnia wymagania wspomniane
w regulujacych te kwestie dokumentach (Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o Stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o Stopniach i tytule w zakresie sztuki, Dz.U. Nr 65 z dnia 16
kwietnia 2003 r., poz. 595 z pézn. zm.).

Majgc zatem na uwadze osiggniete wyniki oraz obowigzujace przepisy o stopniach
i tytutach naukowych, wnosze o dopuszczenie Pani Marii Baczewskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ponadto, ze wzgledu na jako$¢ prezentowanych wynikow, bogaty dorobek publikacyjny

w zakresie tematyki rozprawy, wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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