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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr Pauli Kasprzyk
pt. ,Biomolecular and elemental micro-analysis of the skeletal muscle in the
quest of new tissue markers of neuromuscular diseases”

Praca doktorska pani mgr Pauli Kasprzyk pt. ,Biomolecular and elemental
micro-analysis of the skeletal muscle in the quest of new tissue markers of
neuromuscular diseases” zostata przygotowana na Wydziale Fizyki i Informatyki
Stosowanej AGH. Promotorami pracy sa prof. dr hab. inz. Marek Lankosz z Katedry
Fizyki Medycznej i Biofizyki ww. wydziatu oraz prof. dr hab. Dariusz Adamek z Katedry
Patomorfologii Wydziatlu Lekarskiego  Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego.

Recenzowana praca jest ztozona w formie rozprawy i dyskutuje zmiany w
sktadzie pierwiastkowym i zmiany biomolekularne w dysfunkcyjnej tkance
miesniowej i poszukuje nowych markeréw chordb miesni. Prébki tkanki miesniowe;j
uzyskano z uzyciem biopsji od 24 pacjentéow. Analiza histopatologiczna zostata
wykonana w Zaktadzie Neuropatologii CM UJ i pozwolita na wstepng klasyfikacje
badanych préobek do grupy referencyjnej oraz do grup miopatii i dystrofii.
Przeprowadzone badania zostaty zatwierdzone przez Komisje Etyczng CM UJ.

Podstawowymi metodami badawczymi uzytymi w pracy sg rentgenowska
spektromikroskopia fluorescencyjna i spektromikroskopia w podczerwieni.
Spektroskopowe pomiary rentgenowskie wykonywane byly z uiyciem
promieniowania synchrotronowego w o$rodkach Diamond i DESY. Spektroskopowe
pomiary podczerwone wykonywane byly zaréwno na synchrotronie Diamond, jaki i z
uzyciem spektrometréw laboratoryjnych.

Tematyka pracy jest interesujgca. W szczegdlnosci, moze o tym $wiadczy¢
przyznanie czasu pomiarowego na synchrotronowych liniach badawczych. Procedura
przyznawania czasu badawczego na synchrotronach jest wysoko selektywna, a w
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sktad zespotéw oceniajacych wchodzg uznani eksperci, ktérzy najwyrazniej wysoko
ocenili wnioski zwigzane z doktoratem pani mgr Pauli Kasprzyk.

Czgsc pracy dotyczaca badan synchrotronowych z uzyciem rentgenowskiej
spektroskopii  fluorescencyjnej zostata opublikowana w artykule naukowym [P.
Kasprzyk, P.M. Wrébel, J. Dudata, K. Geraki, M. Szczerbowska-Boruchowska, E.
Radwarnska E., Krzyzewski R.M., D. Adamek, M. Lankosz, Elemental Composition of
Skeletal Muscle Fibres Studied with Synchrotron Radiation X-ray Fluorescence (SR-
XRF), International Journal of Molecular Sciences, 23 (2022), 7931] wydawnictwa
MDPI, w ktérym doktorantka jest pierwszym autorem. Artykut ten nie jest
zacytowany w rozprawie. Brak cytowania artykutu jest zaskakujacy, ale kwalifikuje go
jako zwykte przeoczenie. Czes$¢ badan dotyczacych spektroskopii FTIR nie zostata do
tej pory opublikowana.

Rozprawa liczy 116 stron i sktada sie z dziesieciu rozdziatéw (dwa ostatnie to
spis literatury liczacy 61 pozycji oraz spis rysunkéw oraz tabel). Jezykiem pracy jest
angielski. Tekst jest zrozumialy i w wiekszosci dobrze napisany i jedynie w niektérych
czesdciach pracy wystepuja btedy jezykowe. Ogdlny uktad pracy jest logiczny i zgodny z
zasadami przyjetymi podczas pisania tez naukowych. Dwa pierwsze rozdziaty
zawierajg wstep oraz klarownie prezentuja motywacje pracy. Kolejne dwa rozdziaty
to krdtkie omoéwienie aspektdw biologicznych i zasady metod fizycznych uzytych w
pracy. Rozdziat 5 omawia szczegdty eksperymentalne oraz metody analizy
statystycznej uzytej do opracowania danych. Wyniki uzyskane przez doktorantke
zaprezentowane s3 w Rozdziale 6, z podziatem na wyniki uzyskane przy uzyciu
promieniowania rentgenowskiego i podczerwonego. Dyskusja wynikéw zawarta jest
w pieciostronicowym Rozdziale 7, a Podsumowanie w Rozdziale 8.

Mam jedynie drobne zastrzezenia do uktadu pracy. Po pierwsze, mechanizm
generowania promieniowania synchrotronowego pojawia sie dopiero (nieco
zaskakujgco) w czesci poswieconej konstrukcji spektrometru FTIR (rozdziat 4.2.3), a
powinien by¢ wspomniany juz przy wprowadzaniu metod rentgenowskich. Co wiecej,
krétka wzmianka o urzadzeniach wstawkowych (tj. wiggler i undulator) pojawia sie
wlasnie w tym rozdziale, podczas gdy linie IR na synchrotronach uzywajg zwykle
magnesow zakrzywiajacych. Po drugie, scisle zwigzane ze soba tematycznie
podrozdziaty 4.1.3 i 4.1.5 sg niepotrzebnie ,rozdzielone” rozdziatem 4.1.4 pobieznie
opisujgcym  rentgenowskie elementy optyczne. Podczas gdy Rozdziat 4.1.3
wprowadza analityczne wyrazenia na obliczanie intensywnosci fluorescencji
rentgenowskiej, to podrozdziat 4.1.5 rozwaza przyblizenie cienkich prébek
korzystajace z wynikéw podrozdziatu 4.1.3. Ten uktad podrozdziatéw zaburza nieco
odbidr pracy i jasnos¢ przekazu. Podkresle jednak, ze cato$ciowo praca jest
przygotowana bardzo starannie.

Gtéwnym rezultatem doswiadczen przeprowadzonych przez doktorantke jest
zaobserwowanie rdznic w sktadzie pierwiastkowym i bimolekularnym pomiedzy
grupg referencyjng a tkankami sklasyfikowanymi wczesniej jako prébki z miopatig i
dystrofig. W szczegdlnosci, doktorantka zauwazyta najwieksze réznice w zawartosci



pierwiastkow takich jak fosfor, potas, wapn i chrom pomiedzy widknami migesniowym
z tkanek zdrowych i z tkanek z widocznymi zmianami patologicznymi. Statystycznie
istotne byly tez rdznice pomiedzy witdknami pochodzacymi z prébek
sklasyfikowanych jako miopatie i dystrofie, a probki zakwalifikowane do grupy
dystrofii wykazywaty najmniejszy sygnat od badanych pierwiastkdw. Rdznice w
sktadzie pierwiastkowym zaobserwowano rdéwniez podczas wysokorozdzielczego
eksperymentu przeprowadzanego w DESY obrazujacego i okreslajgcego sktad
pierwiastkowy tkanki facznej. Warto réwnoczesnie podkresli¢, ze w pracy wykonano
jedynie badania poréwnawcze, bez okreslania ilosciowej zawartosci pierwiastkéw we
wtdknach miesniowych.

Analiza tkanki miesniowej z uzyciem spektroskopii FTIR réwniez pokazata
statystycznie istotne rdinice w skfadzie biomolekularnym badanych prébek dla
wszystkich badanych grup. Jednoczesnie Doktorantka zaobserwowata wyzsza
zawartos¢ biatka we witdknach hipertroficznych oraz zamiane tkanki mie$niowej w
tkanke ttuszczowa we wtdknach atroficznych. Co wiecej, spektroskopowe pomiary w
podczerwieni zostaty przeprowadzone przed i po pomiarach rentgenowskich.
Pozwolito to na zbadanie i wykluczenie powstawania istotnych zmian radiacyjnych w
badanych prébkach.

W tym miejscu chciatbym podkresli¢, ze analiza statystyczna uzyskanych
wynikow zostata przeprowadzona w sposob wzorcowy i niewatpliwie jest mocna
strong pracy. Autorka uzywa dobrze dobranych testéw nieparametrycznych i w
sposob bardzo umiejetny klasyfikuje dane z uzyciem wielowymiarowej analizy
dyskryminacyjnej. W koicowym kroku analizy Doktoranta przeprowadza zawsze tzw.
klasyfikacje wsteczna, poréwnujac wyniki uzyskane metodami fizycznymi z
klasyfikacja histopatologiczng.

Podczas czytania pracy nasunety mi sie wymienione ponizej pytania i uwagi.
Chciatbym prosi¢ doktorantke o odpowiedzi i/lub ustosunkowanie sie do nich
podczas publicznej obrony:

1. W pracy doktorskiej zauwazytem brak cytowan do innych prac badajgcych sktad
pierwiastkowy tkanki miesniowej. Zgodnie z dobrymi praktykami powinna by¢
np. zacytowana stara praca: C. Maunder-Sewry, R.Gorodetsky, R. Yarom, V.
Dubowitz, Element Analysis Of Skeletal Muscle In Duchenne Muscular Dystrophy
Using X-Ray Fluorescence Spectrometry 3, Muscle & Nerve, (1980), 3502. Co
wigcej nie jest zacytowania praca, w ktdrej wspdtautorami sg promotorzy
doktorantki, a dotyczaca badania sktadu pierwiastkowego mie$ni metoda PIXE, w
ktdrej takze rejestrowany jest sygnat fluorescencji rentgenowskiej : P. Sliz-
Szpytma et al., Sub-cellular elemental imaging of human muscle tissues affected
by neuromuscular diseases, Nukleonika 66 (2021) 159. Czy istnieja jakie$ inne
prace o podobnej tematyce?

2. Rdwnanie (16) i jego opis jest dla mnie niejasny. Doktorantka opisuje to réwnanie
(prawdopodobnie  btednie) jako stosunek pomiedzy intensywnoscig
promieniowania charakterystycznego a gruboscia probki. Dodatkowo w
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mianowniku wyrazenia (16) uzyty jest symbol Ieick tj. intensywnosé¢ liczona dla
probki ,grubej”. W moim odczuciu, w réwnaniu (16), zapisany jest stosunek
intensywnosci fluorescencji obliczanej bez przyblizer i obliczanej z uzyciem
przyblizenia prébki ,cienkiej” (Iwmin), ktéry nastepnie jest pokazany dla
eksperymentéw w Diamond i DESY na Rys. 4. Prosze o komentarz Doktorantki
dot. tego zagadnienia i wyjasnienie wzoru (16).

3. W pracy doktorskiej nie znalaztem informacji na temat intensywnosci wigzek
fotondw w eksperymentach synchrotronowych. Jedli liczba fotondw w wigzce
wzbudzajacej jest trudna do okreslenia, Doktorantka powinna przynajmniej
podac catkowite liczby fotonéw na sekunde rejestrowanych przez detektory.

4. Po pierwsze, w eksperymencie XRF przeprowadzonym w DESY uzyto detekcji w
geometrii typu ,grazing”. Nie jest wyjasniony powdd wyboru tego typu
geometrii. Po drugie, bede wdzigczny za odpowiedz na pytanie do czego stuzyt
drugi detektor pokazany na Rys. 9?

5. Widmo z Rys. 22 jest opisane jako widmo XRF z 4 sekundowym czasem akwizycji.
Widmo jest praktycznie bezszumowe i prawdopodobnie jest widmem
zsumowanym po wszystkich pikselach w obrebie jednego witdkna. Prosze o
podanie catkowitego czasu akwizycji tego widma.

6. Jedyne mapy rozktadu pierwiastkéw dla wielu wiékien pokazane s na Rys. 21,
ktéry jest zmodyfikowana wersja rysunku z artykutu Doktorantki z 2022 r.
Pokazane sg tylko dane dla grupy referencyjnej. Doktorat jest idealnym
»Mmiejscem” pozwalajgcym na prezentacje bardziej obszernego zbioru zebranych
danych, ktéry mégtby pokazac reprezentatywnosé analizowanych danych. Zatuje
takze, ze nie pokazano przyktadowych map dla tkanek dystroficznych i
miopatycznych.

7. Rysunki 24 i 29 pokazujg zaleznosci pomiedzy sygnatami XRF z wielu
pierwiastkdw otrzymane dla widkien miesniowych i tkanki tacznej. Mozna na nim
zaobserwowa¢ bardzo duzg korelacje na wszystkich pokazanych wykresach. Jest
to nieco zaskakujace. Czy taka korelacja nie moze by¢ skutkiem zmian w gestosci
badanych prébek? Jednoczesnie, Rys. 22 i Rys. 27 moga wskazywac na to, ze pik
elastyczny / Comptona nie jest dobrze dopasowany. Czy moze to wptywaé na
niedoskonata normalizacje sygnatu i niepetne wyeliminowanie zaleznosci sygnatu
od gestosci?

8. W tkance migsniowej wystepuja dwa typy wiékien (wolno i szybko kurczace sie).
Wtékna takie pokazano zresztg na Rys. 2 w pracy (po odpowiednim barwieniu).
Czy podczas badan mozna byto zaobserwowac réznice w sktadzie pierwiastkowy
i biomolekularnym miedzy tego typu widknami? Czy rdznica w liczbie wtdkien
poszczegdlnego typu w réznych prébkach moze mieé wptyw na uzyskane wyniki?

Podczas lektury pracy zauwazytem tez pewne drobne btedy, nieistotne dla oceny
pracy, ktére z racji obowigzku recenzenta musze przedstawié. W tytule pracy, na



stronie tytutowej pojawia sie niepotrzebnie kropka. W polskim Streszczeniu
niezrozumiate jest niedokoriczone zdanie zaczynajgce sie ,Pierwiastkowy sktad
endomysium ..”. Na stronie 23 jest btednie napisane, ze atomowych czynnik
struktury zmienia sie jak 2. Tymczasem, to przekrdj czynny jest proporcjonalny do
kwadratu liczby atomowej. Strona 25: powinno by¢ ,incident” zamiast ,incidence”.
Pierwsze zdanie na stronie 26 jest niegramatyczne. Strona 27: oprdcz proceséw
zatamania i odbicia powinna by¢ wymieniona absorbcja. Na stronie 33 powinno by¢
zapewne ,mutually perpendicular” a nie ,equally perpendicular” oraz ,interfere”
zamiast ,interference”. Strona 35: ,absorption” zamiast ,abortion”. Strona 37:

»Studied” zamiast ,studies”. Cytowania referencji 48, 50 i 53 sg niekompletne.

Podsumowujac, uwazam ze przedstawiona praca doktorska zawiera ciekawe i
oryginalne wyniki i wnosze o dopuszczenie pani mgr Pauli Kasprzyk do dalszych
etapéw postepowania doktorskiego. Mam tez nadzieje, ze podczas publicznej
obrony Doktorantka przedstawi dodatkowe informacje, o ktére prosze w recenzji.
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