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Recenzja

pracy doktorskiej mgr Mateusza Kozickiego pt.”Analiza ramanowska elementéw morfotycznych krwi
ludzkiej w stanie zdrowia i choroby”, wykonanej pod kierunkiem dr hab. Aleksandry Wesetuchy-
Birczyriskiej. Praca powstata w Zakiadzie Fizyki Chemicznej Wydziatu Chemii U)J,

Rozprawa doktorska mgr M. Kozickiego jest praca aplikacyjng i interdyscyplinarng. Dotyczy
wykorzystania wspétczesnych  technik analitycznych, giéwnie spektroskopii ramanowskiej
w zastosowaniach medycznych/klinicznych. Czeséé analityczna pracy wspierana jest przez metody
chemometryczne, Szereg probleméw z zakresu medycyny, dotyczacych zaréwno diagnostyki
jak i terapii na poziomie biochemicznym, biomolekularnym wymaga wsparcia wspdtczesnych technik
chemii czy fizyki. Tym samym opiniowana praca doktorska wpisuje sig¢ w nurt aktualnych zagadnien
z zakresu (bio)chemii, analityki i medycyny, a tematyka podjeta przez Autora jest w petni
uzasadniona.

TRESC ROZPRAWY DOKTROSKIE) | JEJ STRUKTURA v

Cato$C pracy doktorskiej mgr Mateusza Kozickiego liczy 142 strony, wiaczajac w to
streszczenie pracy w jezyku angielskim, spis rysunkéw i tabel jak réwriez wykaz publlkacp
Doktoranta. Wszystko razem zebrane jest w 8 rozdziatach, przy czym rozdziat pierwszy, zatytutowany
~Wstep” nie zawiera tresci (0 czym pisze réwniez w dalszej czesci recenzji).

Rozdziat drugi pracy stanowi wprowadzenie teoretyczne, w ktorym Autor zamieszcza
informacje literaturowe nt. elementéw morfotycznych krwi, poddanych analizie w ramach
realizowane]j tematyki badawczej tj. erytrocytow i leukocytéw (ze szczegdlnym uwzglednieniem
limfocytdw oraz neutrofilii). W paragrafie drugim znajdujy sie rowniez informacje o wybranych
stanach patologicznych takich jak malaria, sepsa, infekcja wywotana bakterig Clostridium difficile,
grypa, ktore skutkujg zaburzeniami w obrebie elementéw morfotycznych krwi i stanowia przedmiot
badah realizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej. Czes¢ literaturowa pracy obejmuje
réwniez przedstawienie podstaw teoretycznych technik badawczych wykorzystanych w czesci
doswiadczalnej pracy, tj. spektroskopii ramanowskiej z uwzglgdnieniem rezonansowe] spektroskopii
ramanowskiej, spektroskopii ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR-FTIR) oraz
spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR). W odniesieniu do spektroskopii
ramanowskiej Autor krétko przedstawia potencjalne mozliwosci wykorzystania tej techniki w analizie
gtéwnych molekut i makromolekut biologicznych takich jak hemoporfiryny, biatka i lipidy {np. w
btonach biologicznych).

Czg$¢ trzecia pracy, doswiadczalna, stanowigca zarazem ,rdzen” recenzowanej rozprawy
doktorskie] poswiecona jest identyfikacji zmian biochemicznych w poszczegéinych elementach
morfotycznych krwi w stanach fizjo — i patologicznych. Przy czym, najobszerniejszg czgs$é stanowia
badania nad erytrocytami. Poszczegéine sekcje tego rozdziatu dotyczg odrebnych zagadnien,




realizowanych w ramach tematyki niniejszej pracy doktorskiej | zawieraja obok informacji nt.

materiatu  badawczego | metody pomiarowej {niestety niejednokrotnie dogé lakonicznie

przedstawionych) réwniez wyniki analizy oraz zestawienie literatury wykorzystanej w danym

podrozdziale. W odniesieniu do erytrocytdw, Autor przedstawia wyniki swoich prac, dotyczacych

analizy skfadu biochemicznego zdrowych krwinek, ich bton biologicznych oraz zmian zachodzgcych

W naturalnym procesie starzenia sig erytrocytéw. Kolejne aspekty dotyczg badan nad erytrocytami w

Przypadku zmian patologicznych. | tak, Doktorant przedstawia wyniki eksperymentéw dotyczacych:

- wykorzystania spektroskopii ramanowskiej do badania erytrocytow zainfekowanych zarodicem
sierpowym (Plasmodium falciparum);

- wykorzystania spektroskopii ramanowskiej do badania erytrocytow zainfekowanych Plasmodium
falciparum po dodaniu teku antymalarycznego, chlorochiny (CQ);

- wykorzystania spektroskopii ATR-FTIR w badaniach erytrocytéw zainfekowanych zarodicem
sierpowym po dodaniu CQ;

- wykorzystania spektroskopii ramanowskiej do badania erytrocytéw zainfekowanych Clostridium
difficife .

Zmiany biochemiczne w fimfocytach pod wptywem infekcji wirusowej Autor bada na
przyktadzie grypy. Ostatnim problemem zaprezentowanym w rozdziale trzecim jest analiza
ramanowska neutrofili podczas sepsy.

Po czesci doswiadczainej Autor zamieszeza bardzo krétkie, ogdlne podsumowanie prac wraz z
whioskami wyplywajacymi z poszczegéblnych eksperymentéw.

Jak wspomniano uprzednio, prace konczg cztery rozdzialy, w kolejnosci streszczenie pracy w
jezyku angielskim, spis rysunkéw i tabel jak réwniez wykaz publikacji Doktoranta, ktére wykorzystane
zostaty w rozprawie doktorskiej,

Wyniki swoich badan Autor prezentuje w postaci graficznej na 43 rysunkach oraz w 17
tabelach.

W odniesieniu do badan erytrocytow niepatologicznych Doktorant zmierzyt i zidentyfikowat
pasma ramanowskie molekut biologicznych typowe dla prawidtowych krwinek czerwonych., W swoich
badaniach Autor skupit sie réwniez na jednym z fizjologicznych proceséw zachodzacych w krwinkach
czerwonych, a mianowicie procesie starzenia sig tych komérek. Erytrocyty zostaly poddane badaniom
pomigdzy trzecim a dwudziestym siodmym dniem od pobrania krwi. Do analizy wynikéw uzyskanych
z wykorzystaniem spektroskopii ramanowskiej, oprécz typowej analizy spektralnej, Autor zastosowat
uogdiniong dwuwymiarows analizeg korelacji. Wyniki tych prac pozwolily Doktorantowi na
wyciggniecie wnioskow wskazujgcych na postepujacy separacje globin od hemu oraz rozpad globin
na aminokwasy, z dominujaca obecnodcig wérdd nich tyrozyny. Ponadto, Autor stwierdzif, ze proces
starzenia sig erytrocytéw jest inicjowany zmianami w strukturach biatkowych, co moze sie wigzaé z
procesem fragmentacji biony biatkowo-lipidowej. Jako badania uzupeiniajace zostaty wykonane
pomiary z wykorzystaniem spektroskopii EPR. W tym przypadku probki bylty poddane badaniom
dzieri, miesiac i dwa miesigce PO pobraniu. Badania wykazaly obecnoéé gtéwnie hemowych i
niechemowych jondw ielaza oraz komplekséw miedzi jak réwniez potwierdzity postepujaca separacje
zelaza od hemu w procesie starzenia erytrocytow.

Wsrdd badan patologii erytrocytéw Autor przedstawit przypadek zainfekowania tych krwinek
zarodzcem sierpowym, stanowigcym jeden z najgrozniejszych dla cztowieka gatunkdw pierwotniaka,
Nalezy podkredlié, ze malaria nie jest typowa chorobg dla naszej strefy klimatycznej, wiec
w badaniach tego rodzaju choroby nalezy sie liczy¢ z ograniczeniami dostepu do materiatu
badawczego, co rownie: znajduje odzwierciedlenie w pracy p. Mateusza Kozickiego poprzez




refatywnie niewielkg liczbe przebadanych prébek. W pracy prezentowane sg wyniki z badan trzech
~reprezentatywnych”, jak stwierdza Autor, pacjentdw dotknigtych malari. Niemniej jednak, s3 to
prace pionierskie, ktére moga sig przyczyni¢ do lepszego poznania proceséw biochemicznych
towarzyszacych zakazeniu zarodicem sierpowym. Autor, w oparciu o analiz¢ spektralng widm
ramanowskich stwierdzit obecnos¢ zmian wywotanych procesem chorobowym, obejmujgcych m. in.
spadek pfynnosci blony komérkowej erytrocytéw i jej postepujgce nieuporzadkowanie, dominujgcy
obecnoéé deoksyhemoglobiny z hemem zawierajacym Fe®. Autor przedstawia réwniez wyniki
wskazujace na destrukcje komdrek wywotanych obecnoécia pasozyta, przejawiajaca sie wzrostem
ilosci nieuporzadkowanych form polipeptyddw {klebkéw statystycznych). Ma to zwigzek z
postepujacy degradacjy hemoglobiny i zmianami struktury biatek btonowych. Przeprowadzone
badania pozwolity réwniez na identyfikacje procesu zwigzanego z formowaniem hemozoiny, co jest
typowe dla poczatkowego stadium infekgji.

Opr6cz monitorowania zmian zachodzacych w zainfekowanych erytrocytach Doktorant
poswiecit osobny podrozdziat swojej pracy badaniom jednego z lekow antymalarycznych,
chlorochiny. W badaniach tych oprécz spektroskopii ramanowskiej, zastosowanej giéwnie do oceny
stanu utlenowania hemoglobiny po podaniu chlorochiny Autor przeprowadzit réwnies pomiary
techniky spektroskopii ATR-FTIR, w celu pozyskania informacji nt. giéwnych makromolekut
biologicznych. Jako narzedzia wielowymiarowej analizy danych zastosowane zostafy analiza skupieri
metoda k-Srednich oraz analiza sktadowych gtéwnych,

Oceny zmian biochemicznych zachodzacych w patologicznych erytrocytach podjat sie réwniez
Doktorant w przypadku infekcji bakterig Clostridium difficife. W tym przypadku grupa badawcza
objefa 20 pacjentéw zainfekowanych, hospitalizowanych i 20 zdrowych, Autor dokonat analizy
poréwnawczej widm ramanowskich dla pacjentow zdrowych oraz zainfekowanych bakterig
Clostridium difficile w pierwszym i siGdmym dniu leczenia. Dla poréwnania grup badawczych zostata
Zastosowana réwniez analiza sktadowych gléwnych. Badania wskazuja na wzrost utlenowania
hemoglobiny po zastosowanej terapii (pomiedzy pierwszym a siddmym dniem), jak réwniez
pozwalaja na identyfikacje szeregu zmian w obrebie hemu i aminokwaséw erytrocytéw jako efektu
dziatania toksyn.

Krwinkami, poddanymi w analizie w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej sg réwniez
limfocyty, ktérych aktywacje w wyniku popularnej infekcji wirusowej, a mianowicie grypy bada
Doktorant. Nosnikiem informacji o aktywowanych krwinkach $3 immunoglobuliny a konkretnie
drganie mostkéw disiarczkowych. Znaczacy wzrost intensywnosci tego pasma markerowego wigze
Doktorant wiasnie z formowaniem i agregacjg immunoglobulin w aktywowanych komérkach. Réznice
pomigdzy nieaktywowanymi a aktywowanymi limfocytami Autor pokazuje nie tylko w oparciu o
widma ramanowskie ale réwnies w oparciu o dystrybucje immunoglobin i tyrozyny w pojedynczych
komérkach. Zmiany w dystrybucji tyrozyny, ktére pojawiajg sie¢ w limfocytach w wyniku infekgji
wirusowej sg wymownym przyktadem zmian skfadu biatek zarejestrowanych przez Doktoranta,

Doktorant podjat sie réwniez oceny zmian aktywacji neutrofili ludzkich nastepujycej
w wyniku sepsy. Przebadanych zostafo 10 pacjentéw z tg infekcjg oraz 10 zdrowych osé6b. Jako
marker aktywacji komérek wykorzystana zostata mieloperoksydaza, ktéra mozna rejestrowad przy
wykorzystaniu spektroskopii Ramana na poziomie pojedynczej komorki. Przeprowadzona przez
Doktoranta analiza miata charakter ilosciowy i topograficzny. W ramach niniejszej pracy doktorskiej
zostato doswiadczalnie wykazane wewnatrzkomérkowe wydzielanie mieloperoksydazy, jako reakeji
aktywowanych neutrofili na infekcje wirusowa, toczacy sig w organizmie czfowieka, co réwnies
$wiadczy o pionierskim charakterze prezentowanych badan naukowych.




OCENA MERYTORYCZNA PRACY | UWAGI

Dokonujgc oceny pracy nalezy przede wszystkim 2godzi¢ sie z wnioskami zamieszczonymi
W pracy, wskazujgcymi na obecnoéé zmian biochemicznych zachodzgcych w  elementach
morfotycznych krwi podczas infekeji wirusowych i bakteryjnych. Uzyskane wyniki mogy stanowic
cenny wkiad w poznanie proceséw biochemicznych, zachodzacych w krwi cztowieka w przypadku
ww. infekcji. Zgodnie tytutem pracy Autor wykazat uiytecznoéé spektroskopii ramanowskiej
W monitorowaniu zmian zachodzacych w krwi w stanach fizjo- i patologicznych. Doktorant trafnie
dobrat metody analityczne, aby dokonaé identyfikacji tych zmian. Autor opracowat procedury
zwigzane z przygotowaniem prébek do wykorzystywanych technik analitycznych, wiasciwie
zoptymalizowat warunki pomiarowe, dokonat stosownych analiz wlaczajac nowoczesne
wielowymiarowe metody analizy danych celem wyciagnigcia nawet subtelnych wnioskéw
z uzyskiwanych wynikéw. Autor wykorzystat réwniez swoja wiedze teoretyczng, literaturowa do
dokonania interpretacji otrzymanych rezultatéw prac. Nalezy podkreéli¢ fakt Scistej wspotpracy
Doktoranta ze $rodowiskiem medycznym, co jest warunkiem owocnej pracy interdyscyplinarnej, a
czego przyktadem jest niniejsza rozprawa doktorska. Uwazam, ze cho¢ niesprecyzowany jasno
w tredci rozprawy cel pracy zostat osiggniety.

Jednym z moich zastrzeien do Autora, przedifozonej mi do zaopiniowania rozprawy
doktorskiej, jest wystepowanie w czesci doswiadczalnej catych podrozdziatéw, bedacych dostownym
ttumaczeniem z jezyka angielskiego publikacji, ktérych mgr M. Kozicki jest jednym ze wspdtautorow.
53 to prace:

1. Wesetucha-BirczyriskaA, Kozicki M, Czepiel J, tabanowska M, Nowak P, Kowalczyk G, Kurdziel

M, Birczyriska M, Biesiada G, Mach T, Garlicki A. Human erythrocytes analyzed by generalized

2D Raman correlation spectroscopy. J. Mol. Struct. 2014, 1069; 305-12.

2. Weselucha-Birczyriska A, Kozicki M, Czepiel J, Birczyriska M. Raman micro-spectroscopy

tracing human lymphocyte activation. The Analyst 2013, 138: 7157-63.

3. Czepiel J, Kozicki M, Panasiuk P, Birczyiska M, Garlicki A, Wesetucha-Birczyriska A.

Clostridium difficile the hospital plague. The Analyst. 2015, 140: 2513-22

4. Kozicki M, Creek DJ, Sexton A, Morahan Bj, Wesetucha-Birczyriska A, Wood BR. An
attenuated total reflection (ATR) and Raman spectroscopic investigation into the effects of

chloroquine on Plasmodium falciparum-infected red blood cells. Analyst. 2015, 140: 2236-46

Informacja o tym, e ,Badania przedstawione w pracy s3 czgscia prac, opublikowanych na
tamach czasopism [...] i rozdziaty w ksigice [...] oraz publikacji wystanej do recenzji” znajduje sie na
koricu egzemplarza rozprawy doktorskiej. Nie ma natomiast zadnych odnoénikéw do tych publikacji
czy odpowiednich informacji bezposrednio w sekcjach, dotyczacych poszczegbinych eksperymentdw.
Podobnie, zamieszczone w rozdziale 4 wnioski, ptynace z pracy, sa dostownym tlumaczeniem sekeji
»Conclusions” z ww. publikacjach. Pomimo tego, ze udziat Doktoranta w zaprezentowanej tematyce
jest bez watpienia znaczacy w mojej opinii przyjgta forma pracy doktorskiej powinna mieé réwniez od
strony redakcyjnej charakter bardziej tworcezy, nie za$ odtwérezy. W zwigzku z tym zastrzezeniem
poprositam Doktoranta o zalaczenie informacji o Jego osobistym wkiadzie do ww. publikacji.

W rozprawie doktorskiej mgr Mateusza Kozickiego nie ma jasno sprecyzowanego celu pracy
i zadari badawczych, ktérych rozwiazania podejmuje sie Doktorant. Wg mnie wlaénie to powinno m.
in, stanowi¢ tre$¢ wprowadzenia, ktérego éwiadomie czy tez nie, zabrakio w pustym rozdziale 1
zatytutowanym Wstep. Krétka wzmianka na temat celu pracy znajduje sie jedynie w Streszczeniu
pracy w jezyku angielskim ,The aim of the research presented in the PhD thesis includes the




spectroscopic identification of selected blood cells, and understanding their functions.” lest to jednak

bardzo ogéine stwierdzenie. Biorac pod uwage rowniez dosé 0g6lny temat rozprawy, w oparciu

0 przedstawione rezultaty, mozna sie tylko domyslac, jakie byty faktyczne cele pracy.

Przyjety sposéb przedstawienia rozprawy doktorskie, w znacznym stopniu sciéle bazujacy na
publikacjach ma jeszcze jeden niekorzystny oddiwiek. Autor pomija przedstawienie/komentarz
probleméw, ktére w kazdej pracy doswiadczalnej trzeba pokonaé, a ktére datyby realny obraz wktadu
Doktoranta w rozwiazanie danego problemu badawczego. Sg to zagadnienia zwigzane np. z
pozyskaniem materiatu badawczego (wyttumaczenie relatywnie  matej iloici  probek
wykorzystywanych w badaniach), aspekty zwigzane z doborem metod badawczych (dlaczego
technika ATR-FTIR byla zastosowana tylko w jednym 2z eksperymentéw), optymalizacjg warunkow
pomiarowych. Wg mnie wiecej miejsca nalezafo poswieci¢ rowniez zagadnieniom samej analizy
danych poczawszy od analizy spektralnej poprzez wielowymiarowe metody analizy danych.
Przedstawione w ten sposéh wyniki badan znacznie, jak sadze, umniejszajg realnemu naldadowi
pracy, ktéry towarzyszy zwlaszcza doswiadczalnym pracom interdyscyplinarnym i pozostawia
wrazenie jakby caly aparat badawczy byt juz dobrze ugruntowany, a w ramach pracy wiaczano do
badan jedynie prébki krwi z takg czy inng infekcja. Jak wiem (co réwniez zostato potwierdzone w
oswiadczeniu, ktére uzyskatam od Autora), realizacja takiej tematyki badawczej jest znacznie bardziej
skomplikowana i wymaga od miodego naukowca pokonania wiely probleméw towarzyszacych pracy
doswiadczalnej i opanowania narzedzi, ktére pozwalajg na wyciggniecie odpowiednich wnioskéw,

W mojej opinii, w pracy zabrakto réwnie: przedstawienia tematyki, realizowanej w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej, na tle aktualnych doniesier literaturowych, odnoszacych sie éciéle do
poruszanych w niej problemoéw, Jedynie w rozdziale dotyczacym aktywacji neutrofilii znajduje sie
krotka wzmianka o tym, co zostato juz zrobione przez innych badaczy w tym zakresie. Autor korzysta
ze frodet literaturowych w czesci dodwiadczalnej, ale gtéwnie dla celéw interpretacji uzyskanych
obserwacji.

Ponizej zamieszczam réwnie: szczegbtowy wykaz usterek gléwnie redakcyjnych,
mankamentéw pojawiajacych sie w tekicie pracy oraz informacji, ktdrych w mojej opinii w pracy
zabrakto:

- Na rys. 3 anglojezyczne opisy na zamieszczonym schemacie powinny by¢ zastgpione opisami
w jezyku polskim;

- Na rys. 4 brak wyjasnien (réwniez w tekscie) dla fragmentéw Fab i F¢

- Kilkakrotne wystepowanie w tekécie petnej nazwy oraz jej skrétu w nawiasie (np. Analiza
sktadowych giéwnych (PCA) na str. 94), tymczasem powinno by¢ to zastosowane tylko przy
pierwszym przytoczeniu;

- Skrot danej nazwy pojawia sie dopiero w kolejnym jej uzyciu w tekécie nie za$ za pierwszym razem,
np. skrot WBC w odniesieniu do krwinek biatych pojawia sie dopiero na str. 18, podczas gdy po raz
pierwszy leukocyty wymienione sa na str. 3;

- We wzorze na glebokos¢ penetracji promieniowania IR, na str. 33 brak wyjasnienia dla ,d,”, oraz
brak spéjnoéci pomiedzy oznaczeniami stosowanymi we wzorze i w wyjasnieniach.

- ille prébek krwi zostato przebadane w eksperymencie dotyczacym zdrowych erytrocytdw
oraz w badaniach starzenia sig erytrocytéw, réwnies w pomiarach EPR?

- lakg procedure/ metode separacji erytrocytdw zastosowano w badaniach?

- lle erytrocytéw z kazdej probki badanc?

- Poprawnos$¢ zdania na str. 37 »Pochodzaca od pojedynczych erytrocytéw, krew..” budzi moje
watpliwosci,




- Czy widma prezentowane w pracy np. te na str. 39 byly widmami usrednionymi np. dla danej grupy,
CZy 53 to widma reprezentatywne?

- W zdaniu na str. 38 ,Widma ramanowskie byly zbierane w ustalonych odstepach czasu na
okredlonym obszarze” nalezato sprecyzowac te informacje.

- Wyniki zaprezentowane na rys. 12 i 13 53 mapami pochodzacymi z przyktadowej prébki czy
uwzgledniajq juz wszystkie probki wykorzystane w eksperymencie?

- Narys. 12, 13, 16, 18 brak skali barw;

- Brak spéjnosci w oznaczeniach pasm pomiedzy rysunkiem, tabelg a tekstem (np. dla pasma przy 935
cm™ uzywane s wartosci 933, 935, 936 cm™);

- W tabelach: 5, 8, 10, 13 niepoprawny zapis danych (np. 5.6 0.20} jak réwniez stosowanie
W przytaczanych wynikach réznej liczby miejsc znaczacych w niepewnosciach pomiarowych.

- Jak dokenywano oceny ustania metabolizmu pasozytéw (str. 73)? fle trwa taki proces?

- Jaki rodzaj normalizacji stosowano w analizie widm ramanowskich (m.in. str. 74) oraz ATR-FTIR?

- Na str. 75 brak informacji, o Tabeli 12, w ktdrej znajduja sie przypisania dla pasm wystepujgcych
w chlorochinie.

- Na rys. 26 wystepuja roznice pomigdzy ksztattem widm uzyskanych w pomiarach a fragmentami
widm wykorzystanymi do rozktadu na pasma skfadowe. Jak podano w tekscie Zaprezentowane
widma sg widmami usrednionymi skad, wiec takie réznice?

- W tabeli 13 zamieszczono poréwnanie pomigdzy PIf+CQ i PIf. W komentarzu w tekscie, na str. 79
i 80 Autor poréwnuje uzyskane wartoéci stosunkow pasm pomigdzy oksy- i deoksyhemoglobina.

- Na str. 80 pojawia sie zdanie: ,Obliczone stosunki intensywnosci sg zgodne z obliczeniami
przedstawionymi dla nadtonéw (Rys. 26 [..]; Tab, 11)”, podczas gdy ani rys. 26 ani tab. 11 nje
przedstawiajg wynikéw obliczen.

- Na str. 81 Autor napisat: ,Dla diuzszych linii lasera, jak 568 Czy 632.8 nm, intensywno$¢ tego pasma
spada. Zalezno$¢ ta jest widoczna na widmach {Rys. 26 i Rys. 27).” Tymczasem, wyniki te nie
przedstawiaja widm uzyskanych dla roznych dtugosci fal promieniowania.

- W eksperymencie z wykorzystaniem techniki ATR-FTIR brak informacji o liczbie probek
reprezentujacych dang grupe. Podana jest tylko informacja, ze , W przypadku pomiaréw ART-FTIR
analizowano 30 losowo pobranych prébek”. Czy analizowana o po 30 dla kazdej z grup czy w sumie
30?7

- Na str. 85 Autor napisat: ,Dla kaidej prébki wykonano cztery powtorzenia w celu zapewnienia
doktadnodci i powtarzalnosci pomiaréw”. Wyniki takich wtaénie ocen na ile wyniki s3 powtarzalne,
reprezentatywne powinny znalezé sie w pracy analitycznej, skoro juz byly wykonane. Nie ma w
pracy wyjasnienia jak postepowano z tymi czterema zmierzonymi widmami dia kazde] prébki.

- Dlaczego zaréwno w widmach ramanowskich jak i ATR-FTIR w prébkach erytrocytow z chloroching
nie ma obecnych pasm absorpcyjnych pochodzacych od tego leku? Widma probek erytrocytéw bez
iz chloroching s3 takie same (rys. 26 i rys. 29).

- W podpisie do rys. 34 brak wyjasnienia, odnoszacego sie do wykreséw znajdujgcych sie po prawej
stronie rysunku. Ponadto w podpisie podany niewlasciwy zakres spektralny 1750 — 150 cm™ zamiast
1800 - 500 cm™.

-Narys. 36, 37, 39, 40, 41 w panelu C opisy skal sg zupetnie nieczytelne.

- Na rys. 38 brak skali barw, przez co wnioski z tej obserwacji zamieszczone np. na str. 102 nie moga
by¢ zweryfikowane. Zaktadajac jednak, ze kolor ciemniejszy odpowiada wartoéciom najmniejszym,
zaskakujace jest, ze po niskich wartoéciach Thr w pigtym dniu (B} w wynikach z dnia siodmego
poziom Thr jest ponownie wigkszy (C) a potem pigtnastego dnia znowu niski {D).




- W eksperymencie dot. aktywacji limfocytéw Autor podaje: “Krew pobrana od zdrowych ochotnikéw
zostata poréwnana z krwig tych samych ochotnikéw podczas przebiegu infekcji wirusowej (grypa)”.
Jak w praktyce ten zabieg realizowano? Zaktadam, ze najpierw od oséb zainfekowanych zostata
pobierana krew a po pewnym czasie {iakim) po ustapieniu infekcji pobierano krew jako kontrolng.
Nie natomiast w kolejnosci, ktora sugeruje przytoczone zdanie, tzn. najpierw pobierano krew od
zdrowej osoby i oczekiwano az zachoruje na grype.

- Narys. 43, 45, 46, 50 przy skali wartoéci brak jednostek.

- Na str. 118 Autor zamieécit zdanie: »2 POWodu rozmiaru plamki lasera, ktéra jest mniejsza niz dia
linii 785 nm”. lakie faktycznie byly rozmiary ww. ,plamek”?

- W eksperymencie dot. aktywacji neutrofiii brak opisu metodyki badan i warunkdw pomiarowych,

- Na rys. 5152, zgodnie z opisem pod rysunkiem Autor przedstawia wyniki dla pacjenta chorego, raz
uzywajac okreslenia sepsa raz posocznica nie za$ jak podane jest w tekscie dla »Zdrowego ochotnika
(Rys. 51)".

- We wnioskach na str. 131 niepoprawne zdanie: ,Badania wykazaly, ze pojawia sie moina
potraktowac MPO jako marker stanu infekcji bakteryjnej”.

Podsumowujac, przedtozona mi do zaopiniowania rozprawa doktorska wraz z wyjasnieniem
dotyczacym udziatu Doktoranta w realizowanych pracach, wskazuje na duze umiejetnodci Autora
zaréwno w prowadzeniu samodzielnie prac doswiadczalnych, stosowaniu zaawansowanych technik
analizy danych, jak i interpretacji uzyskiwanych wynikéw w oparciu o posiadang wiedze teoretycznag
z dziedziny tematyki badawczej. Dorobek naukowy Doktoranta zostaf upubliczniony
w renomowanych czasopismach naukowych i jako rozdziat ksigiki, co potwierdza rownie: duze
znaczenie problematyki badawczej podjetej przez mgr Mateusza Kozickiego w ramach pracy
doktorskiej.

Konkludujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Mateusza Kozickiego pt.”Analiza
ramanowska elementéw morfotycznych krwi ludzkiej w stanie zdrowia i choroby” spetnia warunki
okresione 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 pdiniejszymi zmianami)
i wnosze o dopuszczenie mgr Mateusza Kozickiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

oAb

Magdalena Szczerbowska-Bordchowska




