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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Mateusza Kozickiego
- pt.: Analiza ramanowska elementéw morfotycznych krwi ludzkiej w stanie zdrowia i choroby.

Praca doktorska Pana mgra Mateusza Kozickiego zostata wykonana w Zespole Spektroskopii
Oscylacyjnej Zaktadu Fizyki Chemicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego pod
kierunkiem dr hab. Aleksandry Wesehluchy-Birczyfiskiej. '

Celem przedlozonej do recenzji rozprawy byly badania skladnikéw morfotycznych krwi ludzkiej

pozyskanej od zdrowych ochotnikéw oraz pacjentéw chorych na: malarig, posocznice, zarazonych

bakteriami  Clostridium  difficile odpowiedzialnymi za rzekomobloniaste zapalenie jelit
z zastosowaniem metod spektroskopowych.

Badania opisane w rozprawie wypisujg si¢ w bardzo aktualng tematyke obejmujacq opracowanie
nowoczesnych i mato inwazyjnych technik analizy komérek i tkanek ludzkich.

Opracowywanie nowych metod diagnostycznych zwigksza szanse ludzkosci na podjecie
skutecznej walki z najbardziej $miercionos$nymi chorobami takimi jak np.: malaria poprzez szybka
1 jednoznaczng diagnoze zmian patologicznych. Recenzowana rozprawa przyczynia si¢ rtéwniez do
upowszechnienia wykorzystania metod spektroskopowych w analizie uktadéw biologicznych.

Mgr Mateusz Kozicki wykonujac badania w Zespole Spektroskopii Oscylacyjnej realizowat je
w zespole nalezgcym do najwyzej cenionych laboratoriéw w Polsce wykorzystujacych
w metodyce badawczej spektroskopie wibracyjng. Cz¢$¢ badan realizowana byla
z wykorzystaniem najnowocze$niejszych technik spektroskopowych, w tym obrazowania
ramanowskiego, we wspélpracy migdzynarodowej z laboratorium prof. Baydena Wood’a
z Uniwersytetu Monash w Melbourne, Australia.

O wysokiej randze przeprowadzonych, w ramach rozprawy doktorskiej, badan $wiadcza takze
publikacje w czasopismach o wysokim wspbiczynniku oddziatywania (IF) np.: Anlyst.

Realizacja zaplanowanych w pracy doktorskiej badai niewatpliwie wymagala od
mgra Mateusza Kozickiego zar6wno znakomitego przygotowania teoretycznego w zakresie
zaawansowanych metod spektroskopowych (spektroskopii Ramana, IR i EPR) jak i praktycznych
umiejetnosei stosowania metod fizykochemicznych w pracy z materialem biologicznym.
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W czesci literaturowej Autor skoncentrowal si¢ na opisie elementow morfotycznych krwi ludzkiej,
a nastgpnie pokrétce opisat stany chorobowe takie Jak: malaria, posocznica, zakazenie Clostridium
difficile. W czeéci tej Autor opisal réwniez postawy wykorzystanych w badaniach technik: -
spektroskopii Ramana, techniki ATR wykorzystywanej w pomiarach w podczerwieni oraz
spektroskopii EPR. Materiat przedstawiony w czesei literaturowej rozprawy zostal dobrany trafnie
w kontekscie celu jaki Doktorant postawit sobie w prowadzonych badaniach.

Niestety Autor nie ustrzegt sie pewnych bledow:

* Brak w rozprawie jawnie sformutowanego celu i zakresu prowadzonych badan.

* Na sronie.5 przeredagowaniu powinno ulec zdanie rozpoczynajace si¢ od stéw ,,Obydwie
konformacje zachodzace po przylaczeniu atoméw tlenu...”.
Na stronie 6 podano dwa rézne udzialy procentowe spektryny.

¢ Na stronie 8 pada sformutowanie: »informacje o stanie aktywacji teukocytdw moga byé
podstawg kondycji zdrowotnej pacjentéw. ..” _

* Na stronie 9 w opisie neutrofili obok informacji o wieloplatowych jadrach powinna znalez¢é
si¢ takze informacja np. o centrioli jako podstawowym elemencie budowy i pseudopodiach

- Wytwarzanych w procesie aktywacji tych komorek. _

® Na stronie 10 brak objasnies: skr6téw CAMP oraz DAG, a rysunek nr 3 prezentowany jest
‘W wersji angielskiej,
Na stronie 11 wystepuje sformulowanie »0odpornosci komérkowej i humoralne;j...”
Wysoce niefortunne sformulowanie wystepuje na stronie 13: ,Liczbe przypadkow
przywleczonych do Europy ...”

* Bledy stylistyczne wystepuja takze na stronach: 14, 16, 18,27, 32.

* Na stronie 21 Autor opisuje stosunek obsadzeni pozioméw energetycznych jaki mozna
oszacowa¢ na podstawie rozkladu Boltzmanna, Uwazam, ze celowym byloby

, doprecyzowanie, iz mowa o poziomach wibracyjnych.

- Przeredagowane powinno by¢ réwniez pierwsze zdanie na stronie 21 opisujgce zaleznosé
migdzy indukowanym momentem dipolowym a natezeniem promieniowania
elektromagnetycznego. _

* Na stronie 23 nieprawidlowo zapisano réwnie Lagrange’a a na stronie 24 réwnanie
pozwalajgce wyliczyd energie oscylacyjng.
~® W kontekscie zastosowania technik spektroskopii Ramana w sekwencjonowaniu peptydéw
odsytam Autora do prac np. V. Decket’a i E. Bailo.

* Na stronie 27 w niezbyt czytelny sposéb opisano interpretacje pasm z zakresu
3000-2850 1/cm.

W czedei doswiadczalnej mgr Mateusz Kozicki przedstawil wyniki pomiaréw uzyskane
z zastosowaniem spektroskopii Ramana, IR, EPR koncentrujac swg uwage na przypisaniu
obserwowanych pasm do poszezegblnych grup funkeyjnych i wskazaniu 6znic miedzy uktadami
zdrowymi a zmienionymi chorobowo. Przeprowadzone badania i analiza otrzymanych wynikéw
pozwolila Autorowi na wyciagniecie nastepujacych wnioskéw:
* Spektroskopia Ramana pozwala na pelng charakterystyke biochemiczng badanych uktadéw.
® Roéinice w widmach wibracyjnych miedzy prébkami pochodzacymi od pacjentow
zdrowych i chorych pozwalajg wnioskowaé o wysokim potencjale metod
spektroskopowych w réznicowaniu stanéw prawidiowych od patologicznych.
* Spektroskopia Ramana i EPR 2D mogg by¢ wykorzystane do $ledzenia procesu starzenie
si¢ i dezintegracji zdrowych ludzkich erytrocytéw,
® Pomiary z zastosowaniem spektroskopii Ramana pozwalajg fia rozréznienie erytrocytow
zdrowych od typowych dla zakazenia zarodzcem malarii, a wniosek ten wyciagnieto tak
W oparciu o analize charakterystycznych czestosei jak i stosunkéw intensywnosci
wyselekcjonowanych pasm. '
* Widma Ramana pozwalaja na okreglenie stosunku ilodci hemoglobiny utlenowanej do
nieutlenowane;.
* Widma Ramana pozwalaja na okreSlenie stosunku  réznych  konformacji
charakterystycznych dla biatek obecnych w badanych prébkach. '




Widma wibracyjne pozwalaja na rozréznienie grup erytrocytow zainfekowanych od-
erytrocytéw zainfekowanych poddanych dziataniu leku (CQ).

Analiza PCA widm Ramana typowych dla pacjentéw zakazonych bakteria Clostridium
difficile pozwala na wnioskowanie o stadium choroby, dla dnia siédmego wykazano wzrost
poziomu utlenowanej hemoglobiny w poréwnaniu z dniem pierwszym.

Widma Ramana pozwalajg §ledzié proces aktywacji limfocytow, _ :
Obrazowanie Ramana pozwala na monitorowanie aktywacji neutrofili podczas rozwoju
posocznicy,

Po zapoznaniu si¢ z t3 czedcia pracy mam Jednak kilka uwag i pytan:

Podobnie jak w czgsci literaturowej Autor nie ustrzegt si¢ bledow stylistycznych wystepujg |

one na stronach: 37, 38 (,Moc laseré6w padajacych na probki...”), 39 (podpis pod
rysunkiem 11), 43, 68, 80. :
W pracy nie zastosowano yjednoliconego podejscia w  opisie rodzaju pasm:

~ »asymentryczne”, ,antysymentryczne”,

Komentarza wymagajg dane z Tabeli nr 5, na stronie 61, wartosci dla kolumn A i D sa
bardzo podobne. :

W przypadku opisu analizy PCA Autor na stronie 82 zaznacza, iz zlozono$é analizy -
powodowana jest konieczno$cia wziecia pod uwage wielu widm dla wielu prébek,
uwazam, ze nalezy zauwazyé, iz réwniez wicle czgstosci skladajacych sie na pojedyncze
widma wibracyjne wplywa na ztozonosé problemu.

Na stronie 74 Autor pisze o normalizacji widm, nie ma jednak informacji jak normalizacje
przeprowadzano.

Na stronie 78 i 79 podpisy pod rysunkami 26 i 27 powinny by¢ przeredagowane poniewaz
widma na rysunku prezentowane sa w inne kolejnosci.

W przypadku réznych jednostek chorobowych Autor zaprezentowal analize PCA
przedstawiajac zalezno$ei tylko' PC1 ver. PC2 lub PC1 ver PC3, czyli w sposéb
nieujednolicony. Autor poprzestal takze na prezentacji wynikéw np. dla 2 czynnikow
glownych mimo, 2e nie przyblizaty one do opisu 100% wariancji ukladu.

Na stronie 97 bez podania skali w jakiej przedstawiono widma trudno oszacowaé
10-krotng réznice intensywnosci pasm dla chorych tuz po przyjeciu do szpitala
i tygodniowej hospitalizacii.

W literaturze znane sz badania z zastosowaniem spektroskopii Ramana dotyczace
rozpoznania malarii réwniez w oparciu o badania osocza, cheialabym wigc zapytaé czy
podejmowano lub planuje si¢ podjecie takich badas.

Mimo wymienionych powyzej uwag i komentarzy nalezy podkreslié, ze mgr Mateusz
Kozicki wykonat ogromng prace i jestem przekonana, iz Doktorant bardzo duzo si¢
podezas realizacji tej pracy nauczyl. Na szczegllne uznanie zastuguje polaczenie wielu
technik badawczych, analiza nie tylko czgstosei charakterystycznych ale i wdrozenie metod
chemometrycznych.

Wyniki uzyskane w toku realizacji rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w 4
publikacjach; w jednej z nich mgr M. Kozicki jest pierwszym autorem, w 3 kolejnych
autorem drugim. Uwazam, ze jest to wynik bardzo dobry dla osoby starajacej si¢ o stopien
doktora chemii.

Podsumowujac swoja opinie o pracy cheiatabym wyraznie stwierdzié, ze wysoko oceniam
poziom badan naukowych przedstawionych w rozprawie doktorskiej. Doktorant swobodnie
postugiwat si¢ w swej pracy wieloma technikami spektroskopowymi a badania ukladéw
biologicznych nie nalezg do fatwych. Przechodzac do koficowej oceny recenzowanej
rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze stanowi ona bardzo wartosciowy wklad do badan
spekiroskopowych skiadnikéw krwi ludzkiej.




W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona przez Doktoranta rozprawa spetnia wszystkie
warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003

r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. -~

U. z 2003 r, nr 65 poz. 595 z pozniejszymi zmianami) i wnosz¢ o dopuszczenie-
mgr M. Kozickiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,

beQAs Byoceu- Praddas—

dr hab. inz. Beata Brozek-Phuska




