. Kielce, 20 pazdziernika 2023 roku
prof. dr hab. Marek Pajek

Instytut Fizyki

Uniwersytet Jana Kochanowskiego

w Kielcach

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Kai Piany pt. ,Diagnostyka pierwiastkowych
i molekularnych zmian narzadowych u otytych szczuréw, poddanych przezczaszkowej
elektrostymulacji pradem statym (tDCS), z wykorzystaniem technik spektroskopowych

opartych na promieniowaniu X i podczerwieni”

Pani mgr inz. Kaja Piana, doktorantka na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii Gorniczo-
Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie, przygotowata rozprawe doktorska zatytutowang
»Diagnostyka pierwiastkowych i molekularnych zmian narzadowych u otytych szczuréw, poddanych
przezczaszkowej elektrostymulacji  pradem statym  (tDCS), 2 wykorzystaniem  technik
spektroskopowych opartych na promieniowaniu X i podczerwieni” pod opiekg naukows dr hab. inz.
Magdaleny Szczerbowskiej-BoruchOWSkiej, prof. AGH.

Przedtozona mido recenzji rozprawa ma charakter interdyscyplinarny i dotyczy wykorzystania technik
spektroskopowych z zakresu promieniowania X i podczerwieni do badania narzadowych zmian
pierwiastkowych i molekularnych u otytych szczuréw poddanych elektrostymulacji. Jest to wazna
tematyka badawcza umozliwiajaca wyjasnienie proceséw fizjologicznych zwigzanych z otytoscig na
poziomie biochemicznym umozliwiajgc zarédwno diagnostyka takich zmian, jak i w dalszej
perspektywie, terapie takiego schorzenia, na przyktad, stosujac elektrostymulacje. Interdyscyplinarna
natura rozprawy implikuje jej dwoisty charakter dotyczacy z jednej strony aspektéw fizycznych
wykorzystania metod spektroskopowych z zakresu promieniowania rentgenowskiego i podczerwieni
do badania, odpowiednio, sktadu pierwiastkowego i molekularnego badanych narzadow. Z drugiej
strony istotng czescig rozprawy sg aspekty biologiczne (motywacja badan, dobér i preparatyka prébek,
interpretacja i znaczenie osiggnigtych wynikéw). Nalezy podkresli¢, ze znaczng role w opisanych w
rozprawie badaniach odgrywajg zaawansowane metody statystyczne analizy wynikéw pomiardw,
ktérych wykorzystanie umozliwia ostateczng interpretacje wynikéw przeprowadzonych badan w
kontekscie biologicznym. Interdyscyplinarny charakter recenzowanej rozprawy powoduje, ze w
przygotowanej recenzji koncentruje sig gtdwnie na aspektach fizycznych wykorzystywanych metod
spektroskopowych badania skfadu pierwiastkowego i stanu molekularnego badanych probek, z
uwzglednieniem stosowanych metod statystycznych analizy wynikéw pomiaréw. Spodziewam sie
natomiast, ze aspekty biologiczne opisanych w rozprawie badarn beda doktadniej analizowane przez
innych specjalistow powotanych do oceny niniejszej rozprawy.

Rozprawa doktorska mgr inz. Kai Piany zostata przygotowana zostata w Sposéb odzwierciedlajgcy
wszystkie istotne etapy prowadzonych badan (cel i specyfika badan, aparatura i metodyka, analiza
statystyczna wynikéw pomiardw, interpretacja i znaczenie wynikow). Rozprawa jest bardzo obszerna,
liczy 219 stron obejmujacych 5 rozdziatéw, spisy rysunkdw i tabel oraz bibliografie obejmujacg 225
pozycji literaturowych dobrze opisujgcych aktualny stan wiedzy, zaréwno w aspekcie fizycznym jak i
biologicznym prowadzonych badarn. Materiat graficzny zawarty w rozprawie dobrze ilustruje
omawiane zagadnienia i osiggniete wyniki. Uktad rozprawy jest przejrzysty, prezentowane zagadnienia
s szczegofowo i jasno Omawiane, poza drobnymi nieécistoéciami omawianymi w dalszej czesci
recenzji. Znaczng czescé rozprawy ( ok. 90 stron) stanowi szczegotowe omawianie wynikéw i ich
znaczenia w kontekscie biologicznym, co znacznie przewyzsza, raczej skrétowa dyskusje stosownych
fizycznych  metod spektroskopowych (ok. 20 stron). Jest to z jednej strony zwigzane z
interdyscyplinarnym charakterem rozprawy, jak i z bardzo szerokim zakresem podjetych badan (ilos¢



narzadow, metod, pierwiastkdw, molekut), co z drugiej strony, nie powinno, w mojej opinii, uszczupla¢
opisu podstaw fizycznych stosowanych metod spektroskopowych. Na przyktad, brakuje miw rozprawie
doktadniejszego opisu zjawiska catkowitego odbicia zewnetrznego promieniowania rentgenowskiego
na granicy dwdch osrodkéw, bedacego podstawg metody TXRF.

Opisane w rozprawie badania dotycza diagnostyki pierwiastkowej i molekularnej wielonarzadowych
Zmian u otylych szczuréw poddanych elektrostymulacji przezczaszkowej (tDCS) metodami
spektroskopii rentgenowskiej i podczerwienj. W szczegolnosci do badania sktadu pierwiastkowego
prébek wykorzystane byty dwie techniki fluorescencji rentgenowskiej  (XRF):
1) wzbudzajac charakterystyczne promieniowanie X promieniowaniem synchrotronowym (metoda
SRXRF) oraz 2) wykorzystujgc  zjawisko catkowitego odbicia zewngtrznego wzbudzajgcego
promieniowania rentgenowskiego na granicy dwéch osrodkéw ( metoda TXRF). Pomiary wykonane
metody SRXRF zostaty przeprowadzone na synchrotronie ELETTRA we Wtoszech, gdzie istotnym
aspektem byta dostepnosé¢ mikrowigzki wzbudzajacego promieniowania rentgenowskiego, co
umozliwiato badanie wybranych matych obszaréw prébek mozgu szczuréw. Natomiast pomiary
wykonane technikg TXRF, szczegolnie nadajace sie do badania sladowych koncentracji pierwiastkow w
probkach biologicznych, zostaty przeprowadzone wykorzystujgc komercyjny spektrometr Nanohunter
Il firmy Rigaku. Pomiary przeprowadzone metodami SRXRF i TXRF umozliwity badanie szeregu
pierwiastkow w narzadach szczuréw w zakresie od sodu (Na) do rubidu (Rb).

Badania zmian strukturalnych na poziomie molekularnym zostaty przeprowadzone metodami
absorpcji promieniowania podczerwonego (IR) umozliwiajgcymi okreélenie struktury molekut poprzez
pomiary czestosci drgan charakterystycznych dla wigzan chemicznych wystgpujagcych w danej
molekule. Pomiary te wykonywane byty technikg FTIR tzn. wykorzystujac transformacje Fouriera
obrazu interferencyjnego mierzonego w szerokim zakresie wektora falowego promieniowania
podczerwonego (4000-400 1/cm). W pomiarach tych wykorzystywany byt tryb transfleksyjny
(odbiciowy), umozliwiajgcy osiggniecie mikrometrowej zdolnosci rozdzielczej, oraz wieloodbiciowy
tryb HATR (Horizontal Attenuated Total Reflectance), wykorzystujacy wielokrotne odbicie wewnetrzne
wzbudzajgcego promieniowania podczerwonego, co umozliwiatlo badanie struktury molekut w
wigkszych obszarach prébek.

Istotnym elementem przeprowadzonych badar byta skomplikowana preparatyka badanych narzadéw
W celu otrzymania prébek w postaci optymalnejdla stosowania wybranych technik spektroskopowych.
Waznym aspektem opisanych w rozprawie badan Doktorantki jest analiza statystyczna wynikow oraz
ich eksploracja w celu wyodrebnienia dominujgcych czynnikdw bedacych indykatorami badanej
otytosci szczuréw. W tym celu szeroko stosowane byty réznorodne testy statystyczne, w szczeg6lnosci
nieparametryczne, oraz zaawansowane metody analizy danych takiej jak ART (Aligned Rank
Transform), ANOVA (Analysis of Variance), PCA (Principal Component Analysis) oraz wykorzystujaca
metody uczenia maszynowego analiza krzywych ROC (Receiver Operating Characteristic).
Podsumowujgc zakres i metody badan prowadzonych przez Doktorantke nalezy podkredli¢, ze
przedstawione w rozprawie badania o charakterze interdyscyplinarnym wymagaty zapoznania sie z
wieloma technikami i metodami badawczymi z zakresu fizyki, statystyki i biologii, co jest waznym
i bardzo cennym aspektem ocenianej rozprawy doktorskiej.

W recenzowanej rozprawie znajduje pewne niescistosci oraz kwestie wymagajgce omowienia lub
skomentowania przez Doktorantke w czasie obrony rozprawy. Wynika to, z jednej strony, z obowigzku
recenzenta, jak réwniez z checi zwrdcenia uwagi Doktorantki na pewne kwestie nie dyskutowane w
rozprawie, ktére mogg by¢ uwzgledniane w przysztych badaniach tego typu. Przytoczone ponizej uwagi
dotyczg gtdwnie aspektéw fizycznych rozprawy.

Wyniki pomiardw spektroskopowych SRXRF/TXRF/FTIR poddawane byty wstepnemu »Czyszczeniu,
odrzucajac i usuwajgc wartoéci odstajace” (str. 26) stosujgc testy statystyczne zaktadajgce rozktad



normalny (Gaussa) wynikéw. W istocie wiadomo, ze w prébkach biologicznych dominuja rozktady log-
stabilne, dla ktorych typowe jest pojawianie sie wartoéci znacznie odbiegajacych od typowych (tzw.
»Cigzkie ogony” ), co wynika z uogdlnionego centralnego twierdzenia granicznego zastosowanego do
losowych proceséw multiplikatywnych dobrze modelujgcych procesy biologiczne. Jakie wplyw mogg
mie¢ przytoczone argumenty na analize statystyczng wynikéw przedstawiong w rozprawie?
Dodatkowo, czy w dyskutowanych wynikach pojawiaty sie przypadki ,,cenzurowania” (tzn. brak wyniku
pomiaru w przypadku wartoéci bedacej ponizej granicy wykrywalnosci) wymagajgce uwzglednienia w
analizie statystycznej ? '

»~Wprowadzenie teoretyczne” na str. 34 nie jest w istocie teoretyczne, bedac raczej oméwieniem
jakosciowym stosowanych metod SRXRF/TXRF. Na przyktad, pojawia sie tutaj tajemnicza wartoéc¢ kata
nachylenia prébki do kierunku wzbudzajgcego promieniowania X w metodzie TXRF wynoszaca 0.06°,
ktora w dalszej czesci rozprawy bedzie wynosi¢ 0.01° | a pojecie kata krytycznego nie jest
wprowadzone. Ponadto, czy rzeczywiscie w przypadku metody TXRF nie obserwuje sie efektow
matrycy ?

W opisie ,Oddziatywania promieniowania X z materig” (str. 34 i nastepne) znajduje kilka niescistosci:

1) przytoczony przekroj czynny na absorpcje fotoelektryczna (réwnanie 5.2) ma charakter przyblizony
i stosuje sie jedynie do powtoki K (w ogdinym przypadku pojawia sie zalezno$¢ od orbitalnej liczby
kwantowej /),

2) nie kazdemu przeskokowi elektronu z poziomu WyZSzego na nizszy »towarzyszy emisja
promieniowania charakterystycznego, czyli fluorescencja” (str. 35), gdyz konkurencyjnym procesem
jest emisja elektronu Augera omdwiona na nastgpnej stronie (nawiasem méwigc w tym procesie
elektron nie musi by¢ emitowany ,z tego samego wyzszego poziomu” (str. 36),

3) stwierdzenie ze linie »Promieniowania charakterystycznego (serii) L, M i N bardzo czgsto zachodzg
na siebie” (str. 36) nie jest ogolnie prawdziwe, w szczegolnosci, w pomiarach z wysokg zdolnoscig
rozdzielcza (spektrometry dyfrakcyjne !).

W dalszej czesci rozprawy w opisie waznego réwnania 5.6 niejasne jest uzycie termindéw »Wewnetrzna
wydajnosé/zdolno¢ rozdzielcza” czy ,kat odbicia”, co wymaga wyjaénienia. Na rys. 6.6 prezentujgcym
w skali logarytmicznej granice wykrywalnosci (LOD) w zaleznoéci od liczby atomowej pierwiastka na
osi (LOD) zgubiona jest jedna dekada (!), co prowadzi do sprzecznosci z wartosciami zawartymi w
Tabeli 6.1. Dodatkowo, stosowana w rozprawie metoda estymacji niepewnosci wyznaczonej wartosci
(LOD), oznaczanej w rozprawie jako u(LOD) (réwnia 6.6 i 7.5), wydaje sig by¢ nieuzasadniona, gdyz
niepewnosci (LOD) majg w istocie nature systematyczng. Potwierdza to posrednio Tabela 7.1 gdzie
znajdujemy ze wartoéci u(LOD)<< (LOD), co bynajmniej nie oznacza ze (LOD) s3 tak precyzyjnie
wyznaczane.

Przedstawione powyzej uwagi, oraz sugestie wymagajgce wyjasnienia, nie wptywajg na ogélne
znaczenie wynikéw przedstawionych w rozprawie, ktorej gtéwnym celem byto zbadanie mozliwosci
zastosowania metod spektroskopowych z zakresu promieniowania rentgenowskiego i podczerwonego
do sledzenia badania zmian pierwiastkowych i molekularnych w wybranych narzadach szczuréw w
kontekscie diagnostyki stanu ich otytosci z uwzglednieniem procesu elektrostymulacji mézgowe;.
Badania Doktorantki pokazaty ze wykorzystywane w rozprawie techniki SRXRF, TXRF oraz FTIR dajg
mozliwos¢ wielonarzgdowego monitorowania otytosci szczuréw na poziomie biochemicznym, co jest
istotnym rezultatem badawczym. Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest dobrym przyktadem badan
interdyscyplinarnych wykorzystujacych zaawansowane techniki fizyczne do badania ztozonych
procesow fizjologicznych zwierzat, co w przysztosci moze doprowadzi¢ do lepszego poznania fizjologii
cztowieka.



Podsumowujac, uwazam ze przedtozona mido recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Kai Piany pt.
»Diagnostyka pierwiastkowych i molekularn

ych zmian narzqdowych u otylych szczuréw, poddanych
przezczaszkowej elektrostymulacji prqdem statym (tDCS), z wykorzystaniem technik Spektroskopowych
opartych na promieniowaniu X i podczerwieni” opisujagca obszerne i wartosciowe badania
interdyscyplinarne spetnia wszelkie wymogi

stawiane kandydatom do uzyskania stopnia naukowego
doktora wymagane w , Ustawie - Prawo o sz

kolnictwie wyzszym”. Z petnym przekonaniem whnioskuje
0 dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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