Imie i nazwisko recenzenta: Kielce, 11.01.2026
Dr hab. ALDONA KUBALA-KUKUS, prof. UJK (data i miejsce)
Dane adresowe:

Zakiad Fizyki Atomowej i Nanofizyki

Instytut Fizyki

Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach

Ul. Uniwersytecka 7, 25-406 Kielce

Recenzja pracy doktorskiej

Patrycja Sliz-Szpytma
(imie i nazwisko doktoranta / doktorantki)

pod tytulem Zastosowanie wybranych metod spektroskopowych w badaniach

patofizjologii ludzkich migsni szkieletowych
przygotowanej pod kierunkiem:

prof. dr hab. inz. Marek Lankosz
(imie i nazwisko promotora)

prof. dr hab. Dariusz Adamek
(imie i nazwisko promotora / promotora pomocniczego)

1. Podstawa opracowania
Recenzja zostata wykonana na zlecenie Rady Dyscypliny Nauki fizyczne Akademii
Gérniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie.
Podstawa prawna art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce” (z pbézn. zm.)
Opinia dotyczaca przedmiotowej rozprawy doktorskiej zawiera trzy elementy:

1) Ocene wraz z uzasadnieniem czy rozprawa doktorska prezentuje og6ing,
wiedze teoretyczna Doktoranta w dyscyplinie nauki fizyczne;

2) Ocene wraz z uzasadnieniem czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktoranta ubiegajacego
sie 0 nadanie stopnia doktora;

3) Ocene wraz z uzasadnieniem czy rozprawa doktorska stanowi oryginaine

rozwigzanie problemu naukowego.

2. Charakterystyka i opis rozprawy
Przestawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Patrycji Sliz-Szpytmej dotyczy
zastosowania wybranych metod spektroskopowych w badaniach patofizjologii ludzkich migsni
szkieletowych. Praca zostata zrealizowana w ramach projektu CRP, G42008, finansowanego



przez Miedzynarodowa Agencje Energii Atomowej (IAEA, nr 23563), projektu CERIC
(nr 20197010) oraz projektu RADIATE (nr 21002445). W pracy podjeto probe opisu zmian

jakie zachodza w tkankach migsni w roznych ich schorzeniach, takich jak dystrofie czy

miopatie, na materiale ludzkim - chorych badanych w ramach diagnostyki schorzen
nerwowomieéniowych. Wykorzystano do tego celu materiat pobrany droga biopsji
chirurgicznej, ktory pierwotnie stuzyt diagnostyce neuropatologicznej, a ktéry wtornie
wykorzystano do badan za pomoca kilku uzupetniajacych sie metod eksperymentainych.
W badaniach patofizjologii ludzkich miesni szkieletowych wykorzystano technike emisji
promieniowania rentgenowskiego wywotang czastkami natadowanymi pPIXE (ang. Micro
Particle Induced X-ray Emission) wspomagang obrazowaniem za pomocy skaningowej
transmisyjnej mikroskopii jonowej STIM (ang. Scanning Transmission Ion Microscopy),
spektrometrie masowa jondw wtérnych MeV SIMS (ang. Secondary Ion Mass Spectrometry)
oraz metode spektrometrii masowej z desorpcja/jonizacja laserowg wspomagang matrycg
i analiza czasu przelotu jondw MALDI-TOF (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization
Time-of-Flight Mass Spectrometry). Dodatkowo dla metody MALDI zostata wykonana analiza
widm fragmentacyjnych uzyskanych za pomoca metody LIFT (ang. Laser-Induced
Fragmentation Technology). Technika WPIXE pofaczona z mikroskopia STIM umoziiwita
ilogciowe okreslenie rozktadu pierwiastkéw, natomiast technika MeV SIMS dostarczyta
informacji o sktadzie molekularnym, szczegblnie w zakresie lipidow, drobnomolekularnych
metabolitéw oraz jonéw. Dodatkowa analiza z uzyciem MALDI-TOF umozliwita identyfikacje
we widknach miegniowych czasteczek lipidowych, gtéwnie z grupy fosfatydylocholin (ang.
Phosphatidylcholines, PC). Cze$¢ eksperymentalna badan zostata wykonana we wspotpracy
7z Ruder Bogkovi¢ Institute RBI (Zagrzeb, Chorwacja) oraz z Zespotem Biochemii
i Neurobiologii Wydziatu Inzynierii Materialowej i Ceramiki Akademii Gorniczo-Hutniczej
w Krakowie. Praca obejmuje zaréwno szczegdtowe analizy eksperymentaine, jak i wktad
metodyczny w badaniach patofizjologii ludzkich mieéni szkieletowych z wykorzystaniem
metod spektroskopowych. Wyniki zaprezentowane w rozprawie majq znaczenie dla lepszego
zrozumienia skomplikowanych patomechanizméw stanow chorobowych, jakimi sa choroby
nerwowomiesniowe.

Praca doktorska Pani mgr Patrycji Sliz-Szpytmej jest napisana w jezyku polskim. Rozprawa
sktada sie z siedmiu rozdziatow oraz bibliografii. Prace rozpoczyna streszczenie w jezyku
polskim i angielskim oraz wstgp, w ktorym Autorka przedstawia cel rozprawy. Praca liczy
lacznie 136 stron, z czego cze$¢ czysto opisowa stanowi 126 stron. W ponizszej czesci
recenzji przedstawiam charakterystyke zawartosci pracy, eksponujac miejsca, w ktorych
Autorce udato sie uzyskaé nowe wyniki naukowe oraz dokonujac oceny jakosci i oryginalnosci
otrzymanych wynikéw.

W rozdziale pierwszym Autorka opisuje migsnie szkieletowe, dedykujgc podrozdziaty
odpowiednio budowie oraz typom widkien tych mieéni. Rozdziat drugi dedykowany jest
klasyfikacji miopatii i dystrofii miesniowych w ujeciu patofizjologicznym i morfologicznym.
W kolejnych podrozdziatach Autorka definiuje miopatie pierwotne i wtdérne, omawia
problematyke klasyfikacji miopatii zapainych oraz cechy morfologiczne uszkodzenia miesnia
w przebiegu miopatii. W uwagach metodologicznych przedstawiano zostata skrétowo



diagnostyka neuropatologiczna miopatii. W rozdziale trzecim Autorka rozprawy przedstawia
znaczenie lipidow i pierwiastkéw w chorobach migsni. W szczegdlnosci podkreslony zostaje
zwigzek miedzy sktadem molekularnym tkanek miesniowych i miopatig oraz dystrofig
miesniowa, omdwiony lipidom miesni szkieletowych w miopatiach i dystrofiach miesniowych
oraz przedstawiona rola pierwiastkéw w patogenezie. Autorka jeden z podrozdziatow
dedykuje takze przysztosci terapii dystrofii migdniowych.

Rozdziaty 1-3 stanowia syntetyczna charakterystyke probek bedacych celem analizy
dyskutowanej rozprawy doktorskiej. Przedstawione informacje i opisy sa merytorycznie
uzasadnione i stanowig wyjasnienie celowosci prowadzenia badah tych probek
z wykorzystaniem metod spektroskopowych.

Rozdziat 4 jest opisem wykorzystanych metod badawczych: protonowej fluorescencji
rentgenowskiej PIXE, skaningowej transmisyjnej mikroskopii jonowej STIM, spektrometrii
masowej jondéw wtérnych SIMS oraz spektrometrii masowej z desorpcjg i jonizacjg laserowq
z wykorzystaniem matrycy. W opisie, dla kazdej z metod, zastosowano podobny uktad
prezentacji informacji: od wprowadzenia, poprzez podstaw fizyczne i opis ukladu
eksperymentalnego, do przyktadowych wynikéw, zastosowania i znaczenia w badaniach
biologicznych. W rozdziale tym cenny jest opis zjawisk fizycznych bedacych podstawq
omawianych technik badawczych, opis uktadow eksperymentalnych z uwzglednieniem
réznych rozwigzan technicznych oraz dyskusja zalet i ograniczen stosowanych technik.
W przypadku technik PIXIE oraz STIM dobrym uzupetnieniem opiséw uktadow
eksperymentalnych byloby zamieszczenie ich rysunkéw/zdjeé. W podrozdziale dotyczacym
techniki PIXIE, przy rysunku Rys. 4.2 wskazane bytoby podal opis osi widma
rentgenowskiego oraz szczeg6towy opis linii promieniowania fluorescencyjnego. Do tej czedci
prosze takze o informacje uzupetniajaca jaka jest energetyczna zdolnosé rozdzielcza,
przestrzenna zdolnoéé rozdzielcza oraz granica wykrywalnosci techniki PIXIE. Prosze takze
o podanie szacowanej granicy wykrywalnosci techniki SIMS.

Rozdziat 5 opisuje metodologie pomiarowg z podziatem na techniki badawcze. Opis poprzedza
podrozdziat dotyczacy klasyfikacji prébek na grupe kontrolng, miopatyczng i dystroficzna.
W metodologii szczegdtowo przedstawiono preparatyke probek, wstepne przygotowanie
i selekcje obszaréw pomiarowych, parametry eksperymentéw, kalibracje aparatury
pomiarowej (np. kalibracje przestrzenng w technice PIXIE), wyniki pomiarowe ze wstepng
interpretacjg (np. dla techniki PIXIE rozkiady zawartodci pierwiastkéw), oprogramowanie
i sposdb przetwarzania danych, w tym ich normalizacje, strategig doboru matryc do analizy
lipidowej technikag MALDI oraz optymalizacje procedury pomiarowej. Szczegotowe
specyfikacje pomiarowe zostaty zebrane w publikacji Doktorantki.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze do generowania map rozktadu przestrzennego
pierwiastkéw Autorka rozprawy opracowata autorskie skrypty w jezyku Python umozlwiajace
wizualizacje lokalnych roznic w sktadzie badanych probek. Analizy statystyczne
przeprowadzono z uzyciem oprogramowania Statistica oraz autorskich skryptow Pythona
opartych na tych samych bibliotekach, co umozliwito spéjne przetwarzanie i interpretacje
danych ilo$ciowych oraz obrazowych.

Informacje podane w rozdziale 5 rozprawy doktorskiej wskazuja na umiejetnosc

samodzielnego prowadzenia przez Doktorantke eksperymentalnej pracy naukowej
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z wykorzystaniem réznorodnych technik badawczych, co pozwolito na komplementarng
analize prabek. Autorka wykazuje sig znajomoscig pracy eksperymentalnej gtoéwnie z zakresu
dyscypliny nauki fizyczne, ale takze z dyscyplin takich jak nauki chemiczne, nauki biologiczne
czy tez nauki medyczne. Przyjeta strategia pomiarowa, uwzgledniajaca réznorodnos¢
rozmiaréw i lokalizacji punktéw analizy, oraz wiasnosci probek miesni szkieletowych
pozwolita na doktadne okreslenie zmiennosci miedzy grupami probek, jak i w obrebie ich
struktury. Zebrane dane stanowig cenng podstawg do dalszych badan w tym zakresie.

W rozdziale 6 Autorka rozprawy przedstawia wyniki oraz ich dyskusje dzielgc rozdziat na
podrozdzialy dedykowane odpowiednio technice PIXE, SIMS oraz MALDI. W podrozdziale
dotyczacym techniki PIXE Autorka prezentuje rozklady intensywnosci promieniowania
charakterystycznego pierwiastkow: Na, Mg, P, S, Cl, K, Fe, Zn oraz Br. W tym miejscu prosba
o komentarz czy w analizie PIXIE mozliwe jest uzyskanie informacji o zawartosci masowej
pierwiastkéw? W opracowaniu statystycznym Autorka wykazata, ze rozktady intensywnosci
nie sa opisane rozkladem normalnym, dlatego tez w kolejnym kroku dla poréwnania
rozktadéw pierwiastkdw z badanych grupach probek zastosowano nieparametryczny test
Kruskala-Wallisa. Ze wzgledu na wykazane roéznice w rozkiadach pierwiastkow
przeprowadzono dalsze analizy post hoc (test U Manna-Whitney’a dla par grup) oraz
zastosowanie metod eksploracyjnych takich jak analiza gtéwnych sktadowych PCA oraz
wielowymiarowa analiza dyskryminacyjna MDA, celem identyfikacji pierwiastkdw
o najwyzszej wartosci dyskryminacyjnej i interpretacji zaleznosci wielowymiarowych
pomiedzy probkami. W wyniku przeprowadzonej analizy wielowymiarowej dyskryminacyjnej
MDA wyznaczono funkcje dyskryminacyjne, bedace liniowymi kombinacjami intensywnosci
promieniowania charakterystycznego poszczegodlnych pierwiastkéw, ktére najlepiej réznicuja
badane grupy tkanek migsniowych. Uzyskane wyniki MDA podkreélaja potencjat tej metody
jako narzedzia wspomagajacego diagnostykg. Przeprowadzona analiza PCA potwierdza,
7e zmiennoé¢ danych w badanych prébkach jest przede wszystkim determinowana przez
stezenia potasu, chloru, fosforu oraz siarki. Wskazuje to na kluczowe znaczenie tych
pierwiastkéw dla diagnostyki oraz réznicowania stanéw chorobowych tkanek miesniowych.
Bardzo cennym aspektem tej czesci rozprawy jest podsumowanie wnioskéw uzyskanych
z wykonanej metoda PIXIE analizy pierwiastkowej. W tym miejscu pojawia sie pytanie, ktére
inne pierwiastki, nie analizowane w przedstawionych badaniach prawdopodobnie z powodu
ograniczonej granicy wykrywalnosci techniki PIXIE, w ocenie Doktorantki mogtyby by¢
istotnym markerem zmian w tkankach miesni szkieletowych?

W przypadku techniki SIMS, w celu wstepnej selekcji sygnatéw zastosowano analize wariancji
ANOVA. Oceniono takze zatoZzenia wielowymiarowej normalnosci dla zastosowania metody
PCA oraz modelowania regresyjnego. Analiza ANOVA wykazata istotne statystycznie rdznice
pomiedzy grupami dla niemal wszystkich analizowanych pikéw molekularnych. W celu oceny
wspdtzaleznoéci pomiedzy sygnatami widmowymi przeprowadzono takze analize korelacji
Pearsona dla 21 wybranych pikéw m/z. Celem tego etapu bylo zidentyfikowanie
potencjalnych grup pikéw powigzanych ze soba, mogacych odzwierciedla¢ wspélne
mechanizmy chemiczne lub biologiczne. Dla tej analizy mozna takze podac, ktore
wspotczynniki korelacji sg statystycznie rézne od zera. Wykonano rowniez analize PCA oraz

LDA. Uzyskane wyniki sg wnikliwie interpretowane przez Autorke rozprawy.
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W podrozdziale opisujacym wyniki dla techniki MALDI Doktorantka opisuje analizg w trybie
dodatnim i ujemnym oraz dokonuje zestawienia probek wykorzystanych w analizie.
W analizie zastosowano metody najmniejszych kwadratéw czastkowych (PLS) w celu
wykrycia lipidéw istotnie roznicujacych grupy badawcze | mogacych stanowi¢ potencjalny
biomarker.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke wskazujg na potencjat integracji technik
spektroskopowych w identyfikacji pierwiastkowych i molekularnych markeréw zmian
patologicznych w miesniach. Przedstawiona metodologia badan eksperymentalnych i analiz
statystycznych moze znalez¢ zastosowanie w diagnostyce wczesnych etapow choréb

nerwowo-mieéniowych oraz w monitorowaniu ich zaawansowania i odpowiedzi na leczenie.

3. Whniosek koficowy
Przedstawiona rozprawa doktorska prezentuje zaréwno ogolng wiedze teoretyczng

Doktorantki w dyscyplinie nauki fizyczne, jak i umiejetnoé¢ samodzielnego prowadzenia
przez Doktorantke pracy naukowej z wykorzystaniem wiasciwych narzedzi badawczych.
Rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego koncentrujacego
sie na badaniu probek miesni szkieletowych z wykorzystaniem wybranych metod
spektroskopowych. Od przedstawienia problemu naukowego, przez umiejetne wprowadzenie
w zagadnienia teoretyczne, zaplanowanie i wykonanie zaawansowanych eksperymentow
fizycznych, po analize, takze statystyczng, wynikéw eksperymentalnych, z interpretacja
otrzymanych rezultatéw. Na podkreslenie zastuguje takze dbatos$¢ Doktorantki o weryfikacje
zatozen procedur statystycznych. W rozprawie Autorka potrafi takze wskaza¢ zaréwno mocne

strony, ograniczenia, jak i dalszy mozliwy kierunek badan.

Podsumowujac stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa spetnia wymagania okreslone
w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (z
pézn.zm.) i wnioskuje o jej dopuszczenie do dalszych etapéw postepowania o nadanie

stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki fizyczne.

(podpis recenzenta)



