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

1) Ocene wraz z uzasadnieniem czy rozprawa doktorska prezentuje ogoing
wiedze teoretyczng Doktoranta w dyscyplinie nauki fizyczne;

2) Ocene wraz z uzasadnieniem czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktoranta ubiegajgcego
sie o nadanie stopnia doktora;

3) Ocene wraz z uzasadnieniem czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne

rozwigzanie problemu naukowego.

2. Charakterystyka i opis rozprawy

W ostatnich latach coraz wicksze znaczenie przypisuje si¢ badaniom faczacymi informacje
o skladzie pierwiastkowym z analiza molekul biologicznych w kontekscie strukturalnym
i przestrzennym tkanek pochodzenia ludzkiego. Takie podejscie umozliwia lepsze zrozumienie
ztozonych zmian zachodzacych w chorobach tkanek, zwlaszcza tam, gdzie liczy sig nie tylko
obecnosé okreslonej czasteczki, ale réwniez jej rozmieszczenie w mikroskali. W tym
kontekscie zastosowanie nowoczesnych technik spektrometrycznych, moze pozwolié¢ réwniez
na uzyskanie komplementarnego obrazu zmian zachodzacych w ludzkiej tkance migéniowe;j.



Migsnie szkieletowe stanowia jedna z najwiekszych pod wzgledem masy tkanek organizmu
czlowieka i odgrywaja nie tylko zasadnicza rol¢ w ruchu i utrzymaniu postawy, ale takze
w regulacji gospodarki energetycznej, metabolizmu glukozy oraz homeostazy jonowej. Ich
prawidlowe funkcjonowanie zalezy od precyzyjnej regulacji proceséw biochemicznych
i strukturalnych, zachodzacych zar6wno na poziomie komérkowym, jak i subkomorkowym.
W stanach patologicznych, takich jak dystrofie migéniowe czy miopatie, dochodzi do zaktocen
w tych procesach, czego skutkiem moga by¢ zaburzenia w strukturze i funkcji mie$ni. Wciaz.
jednak brakuje pelnego zrozumienia molekularnych i pierwiastkowych mechanizméw lezacych
u podstaw tych schorzen, zwlaszcza u ludzi. W praktyce klinicznej metodg rozpoznawania tych
schorzen jest biopsja migsni z oceng histopatologiczna. Nie zawsze jednak umozliwia to
postawienie jednoznacznego rozpoznania. Pomocne moga by¢ wtedy zaawansowane metody
wspotczesnej fizyki pozwalajace na oceng subtelnych zmian pierwiastkowych
i biomolekularnych w tkance migsniowej. Do takich metod zaliczane sg: emisja
promieniowania rentgenowskiego wywotana czastkami natadowanymi (ang. Particle Induced
X-ray Emission-PIXE) wspomagana przy uzyciu skaningowej transmisyjnej mikroskopii
jonowej (ang. Scanning Transmission Ion Microscopy-STIM), ktora jest rodzajem jakosciowej
i ilosciowej metody obrazowania rozkladéw przestrzennych pierwiastkow w probkach
biologicznych oraz spektrometria masowa jondw witornych (ang. Secondary Ion Mass
Spectrometry-MeV SIMS), a takze metoda spektrometrii masowej z desorpcja/jonizacjg
laserowa wspomagang matrycg i analizg czasu przelotu jondw (ang. Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry-MALDI-TOF).

Techniki te pozwalaja w badanych prébkach zobrazowaé réznice wynikajace ze skladu
pierwiastkowego i biomolekularnego badanych tkanek cziowieka. Ponadto, ze wzgledu na
zmiany pierwiastkowe jak i biomolekularne moga odzwierciedla¢ procesy biochemiczne
zachodzace we widknach mig$niowych, a badanie tkanek mig¢éni na réznych etapach rozwoju
choroby moze prowadzi¢ do lepszego poznania patofizjologii tych zaburzen. Na uwage
zastuguje fakt, ze analiza réznic obserwowanych w prawidtowych lub uszkodzonych tkankach
moze wspomoéc i uzupetni¢ diagnostyke tych zaburzen. Tym cenniejsze s3 zatem badania
ukierunkowane na poszukiwanie takich metod mogacych wesprze¢ lub uzupehic¢ stosowane
w praktyce klinicznej metody diagnostyczne.

Zrozumienie roli biopierwiastkow oraz molekularnego sktadu tkanek w procesach
patologicznych stanowi obecnie jedno z kluczowych wyzwan wspotczesnej medycyny,
szczegblnie w obszarze chordb migsni. Badanie ich rozlokowania, okreslanie st¢zenia oraz
wzajemnych interakcji w obrgbie zmienionych chorobowo struktur nie tylko poglebia wiedze
o biochemicznych mechanizmach lezacych u podstaw tych schorzen, lecz takze otwiera drzwi
do opracowywania nowatorskich strategii diagnostycznych 1 terapeutycznych.
Z dotychczasowych prac badawczych jednoznacznie wynika, ze zaréwno niedobory, jak
i nadmiary konkretnych biopierwiastkéw, a takze istotne zmiany w sktadzie molekularnym
odzwierciedlaja, a co wazniejsze, majg bezposredni wptyw na zaburzenia metaboliczne, ktore
znaczgco determinujg przebieg choroby i stan zdrowia pacjentéw. Aktualny stan wiedzy na
temat tych procesoéw jest ciggle niekompletny i wymaga dalszych badan. Praca doktorska mgr
Patrycji Sliz-Szpytmy pt.: ,,Zastosowanie wybranych metod spektroskopowych w badaniach
patofizjologii ludzkich migéni szkieletowych” wychodzi naprzeciw tym oczekiwaniom. Nalezy
podkresli¢, ze praca ma charakter interdyscyplinarny i zostata zrealizowana w Katedrze Fizyki
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Medycznej i Biofizyki na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej AGH w Krakowie oraz
Zakladzie Neuropatologii Collegium Medicum UJ w Krakowie.

Przedstawiona do recenzji praca stanowi przykiad klasycznej dysertacji doktorskiej w formie
monografii o uktadzie przyjetym powszechnie dla prac doktorskich. Pracg uj¢ta na 134.
stronach otwieraja streszczenia w jezyku polskim oraz w jezyku angielskim. Kolejne czesci
rozprawy stanowia: wstep, opis budowy i klasyfikacja miesni szkieletowych, opis chordb
micsni  szkieletowych i ich klasyfikacja, zarys roli lipidow i biopierwiastkow
w chorobach miesni, opis przeprowadzonych eksperymentéw zawierajacy przedstawienie
podstaw fizycznych metod i materiatu badawczego oraz narzedzi analizy statystycznej, opis
oprogramowania i przetwarzania danych, wyniki pomiaréw oraz ich dyskusja, wnioski
i pismiennictwo. Brak w spisie tresci elementu: ,,Celu pracy” jest pewnym niedopatrzeniem ze
strony mgr Patrycji Sliz-Szpytmy, ale ten brak zostal w pelni zrekompensowany przez
okreslenie tego celu w réznych czgsciach tej rozprawy doktorskiej, m.in. w ,,Streszczeniu” na
stronie 9; we ,Wstepie” na stronie 15; ,,Uwagach metodologicznych” na stronie 23;
w podrozdziale 3.1. na stronie 25; w ,,Metodologii pomiarowej” na stronie 57; w ,,Wynikach
i dyskusji” na stronie 83; w podrozdziale 6.1.3. na stronie 86; w podrozdziale 6.1.6. na stronie
95; w podrozdziale 6.2.2. na stronie 97; w podrozdziale 6.2.3. na stronie 99; w podrozdziale
6.3.1. na stronie 111. Po doktadnym przeczytaniu rozprawy doktorskiej mozna zgodzi¢ sig
z informacja podang we ,,Wnioskach” na stronie 125 o zrealizowaniu celow badawczych
okreslonych przez mgr Patrycje Sliz-Szpytme w réznych czesciach swojej rozprawy, chociaz
byloby wygodnie dla recenzenta, gdyby ,.Cel pracy” byt wyczerpujaco opisany w osobnym
rozdziale. Nalezy tez podkreslié, ze cel pracy okreslony w tytule rozprawy doktorskiej, tj.
,Zastosowanie wybranych metod spektroskopowych w badaniach patofizjologii ludzkich
miesni szkieletowych” zostal zrealizowany.

Rozpoczynajace rozprawe doktorska streszczenie w jezyku polskim i angielskim
przedstawiaja zwigzle i rzeczowo treci zawarte w rozprawie doktorskiej.

We wstepie mgr Patrycja Sliz-Szpytma wprowadza czytelnika w przystgpny sposob
w zagadnienia zmian biomolekularnych i pierwiastkowych w migsniach szkieletowych
objetych procesem chorobowym przyblizajac nowatorskie metody fizyki wykorzystane do
badania tych zmian. Nastepnie Doktorantka przedstawia zatozenia i cele badawcze swojej
rozprawy doktorskiej polegajace na zamiarze okreSlenia zmian pierwiastkowych
i biomolekularnych zachodzgcych w badanej tkance migsniowej czlowieka zmienionej

patologicznie — dotyczyto to miopatii i dystrofii. Zmiany te zostaly poréwnane
z referencyjna tkanka migsniowa, w ktérej w badaniach histopatologicznych nie wykazano cech
patologicznych.

W rozdziale pierwszym recenzowanej rozprawy mozna zapozna¢ sig z budowa strukturalng
migéni szkieletowych, podziatem wiokien mig$niowych na typy w oparciu o kryteria
funkcjonalne, histochemiczne i biochemiczne.

W nastepnym rozdziale zatytutowanym: ,,Klasyfikacja miopatii i dystrofii migéniowych:
ujecie patofizjologiczne i morfologiczne” mozna zapozna¢ si¢ najczestszymi chorobami
i zaburzeniami w funkcjonowaniu migsni w ujeciu patofizjologicznym i morfologicznym.
W dalszej czedci tego rozdziatu przedstawiono uzasadnienia wyboru tkanek migéni do badan.
Obszernie zaprezentowano sposéb kwalifikacji materiatu badawczego.



Diagnostyka neuropatologiczna miopatii obejmuje szereg specjalistycznych badan, ktére
pozwalajg na identyfikacje, klasyfikacje oraz oceng¢ zaawansowania choréb migsniowych. Do
kluczowych metod naleza: badania histopatologiczne (barwienia hematoksyling i eozyna),
badania  histochemiczne dotyczace aktywnosci enzymatycznej oraz = barwienia
immunohistochemiczne. W chwili obecnej coraz wickszego znaczenia nabiera analiza
genetyczna, ktora umozliwia identyfikacj¢ mutacji w genach odpowiedzialnych za dziedziczne
postacie miopatii. Material biopsyjny pod wzgledem neuropatologicznym mozna
zakwalifikowaé¢ do nastepujacych kategorii: dystrofie migsniowe, miopatie oraz biopsje
negatywne, w ktérych nie stwierdzono uchwytnych zmian morfologicznych w prébcee, co
jednak nie wyklucza obecnosci choroby. Z tego powodu i w takich przypadkach, istnieje
potrzeba znalezienia niestandardowych metod, ktére moglyby ujawni¢ niedostrzegalne
w klasycznej metodologii zmiany patologiczne. Zgodnie z powyZzszym, na potrzeby niniejszej
rozprawy starano si¢ zakwalifikowa¢ material z biopsji migsniowych do jednej z trzech
gléwnych kategorii: dystrofii, miopatii oraz prébek, w ktérych nie wykazano zmian
patologicznych. Ocena neuropatologiczna opierala si¢ na badaniu mikroskopowym
z wykorzystaniem standardowych metod histologicznych, histochemicznych oraz
immunohistochemicznych. Podziatu analizowanych probek dokonano na podstawie diagnoz
neuropatologicznych, przygotowanych na podstawie zanonimizowanych raportéw
patomorfologicznych.

W kolejnym rozdziale mgr Patrycja Sliz-Szpytma oméwita role lipidéw i pierwiastkéw
w chorobach migsni. Szczeg6lng uwage zwrdcita na zwiazek miedzy sktadem molekularnym
tkanek miesniowych i miopatig oraz dystrofia migsniowa. Wskazala, ze badania sktadu
molekularnego tkanek migsniowych w kontekécie miopatii i dystrofii pozwalaja lepiej
zrozumie¢, w jaki sposob zmiany w zawartosci lipidéw oraz okreslonych biopierwiastkow
wplywaja na integralno$é strukturalng i funkcjonalnag miesni. Mgr Patrycja Sliz-Szpytma
zwrocita rdwniez uwage na fakt, ze analiza skladu lipidow i biopierwiastkow w tkankach
mie$niowych moze dostarczy¢ cennych informacji na temat molekularnych podstaw zmian
patologicznych. Szczegdlnie wazne jest poddanie analizie zmian w profilach lipidowych
i pierwiastkowych, poniewaz moga one takze ujawnia¢ mechanizmy, ktére moglyby sta¢ si¢
potencjalnym celem terapii. Zrozumienie roli lipidéw i biopierwiastkow oraz ich interakcji
z biatkami strukturalnymi otwiera nowe perspektywy w leczeniu tych niejednokrotnie
nieuleczalnych schorzen. Zwigzek migdzy skladem molekularnym i biopierwiastkowym
w tkankach migsniowych i miopatia oraz dystrofia migsniowa potwierdza shusznos¢ i celowos¢
tematyki badan, ktorej realizowania podjela si¢ mgr Patrycja Sliz-Szpytma.

W rozdziale 4. przedstawiono podstawy teoretyczne metod: emisji promieniowania
rentgenowskiego wywotanej czgstkami natadowanymi PIXE wspomaganej przy zastosowaniu
skaningowe]j transmisyjnej mikroskopii jonowej STIM, spektrometrii masowej jondéw
wtérnych MeV SIMS oraz spektrometrii masowej z desorpcja/jonizacjg laserowa wspomaganej
matrycg i analiza czasu przelotu jondéw MALDI-TOF. Rozdzial ten podzielony jest na
podrozdziaty. W kazdym z podrozdzialéw omoéwiono zastosowane techniki pomiarowe.
Z opisu metod badawczych wynika rzetelna znajomos¢ tematyki badawczej i spdjna droga
naukowa mgr Patrycji Sliz-Szpytmy potaczona z systematycznym podejéciem do
rozwigzywania probleméw badawczych, a z ktérej wynikaja dalej opisane badania stanowigce
potwierdzenie opanowania warsztatu naukowego.
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W kolejnym rozdziale doktorantka przedstawita metodologi¢ pomiaréw. Na poczatku tego
rozdzialu oméwita obszernie sposob gromadzenia i kwalifikacji probek migéni. Na potrzeby
analiz badawczych probki tkanek migsniowych zostaly sklasyfikowane w trzech
podstawowych grupach: grupa kontrolna, grupa miopatyczna i grupa dystroficzna.
W zaleznosci od rodzaju i specyfiki zastosowanej metody pomiarowej, dokonano réwniez
rozszerzeh i ponownego grupowania materiatu, co zostato szczegblowo opisane
w  odpowiednich sekcjach analitycznych. Prébki tkanek, ktére  wykorzystano
w przedstawionych w pracy doktorskiej eksperymentach, zostaly pobrane od pacjentow
z podejrzeniem choroby migsniowej podczas biopsji chirurgiczne;. Przed kwalifikacja
poszezegblnych probek do dalszych etapéw badan, kazdorazowo przeprowadzano szczegdtowa
ocene diagnostyczng z zastosowaniem standardowych procedur wykorzystywanych we
wspolczesnej miopatologii. Przeprowadzanie analiz polegato na barwieniu histologicznym
m. in. z wykorzystaniem hematoksyliny i eozyny oraz badaniu histochemicznym
stosowanym w szczeg6lnosci w identyfikacji poszczegélnych typdw widkien mie$niowych.
Proces ten zostal zrealizowany w Zakladzie Neuropatologii Katedry Patomorfologii
Uniwersytetu Jagiellofiskiego Collegium Medicum w Krakowie. W celu zachowania
integralnosci strukturalnej materiatu biologicznego kazda z badanych probek miesniowych
zostata poddana, niezwlocznie po wykonanej biopsji, konserwacji w niskich temperaturach
metoda szokowego zamrozenia w izopentanie schtodzonym w ciektym azocie. Takie podejscie
pozwala na minimalizacj¢ artefaktow mrozeniowych i maksymalng wiernos¢ odwzorowania
mikrostruktury komérkowej i tkankowej. Z tak przygotowanych blokow tkankowych za
pomoca kriomikrotomu wykonywano dwa sasiadujace skrawki. Jeden z nich przeznaczano do
klasycznej analizy histologicznej i osadzono na standardowym szkietku mikroskopowym,
natomiast drugi zamocowywano na okienku dostosowanym do uzytej techniki pomiarowej.
Skrawki do pomiaréw miaty grubo$¢ od 5 mikrometréw do 12 mikrometréw wynikajaca
z wymagan danej techniki pomiarowej. Umozliwito to jednoczesng analize dwuparametryczng
i poréwnawcza w ramach zaplanowanych procedur badawczych na skrawkach bezposrednio
odwzorowujacych  strukture zmian diagnozowanych neuropatologicznie. W  celu
zminimalizowania wplywu obecnosci wody na wyniki spektroskopowe, analizowane probki
poddawano procesowi kriodehydratyzacji (bez dalszej obrobki chemicznej). Niestety
informacja o liczebnosci i dostepnosci badanych probek pojawita sig dopiero w dalszych
etapach pracy. Z przedstawionej informacji wynika, ze liczebnosé badanych probek byta rézna
dla stosowanych technik pomiarowych. W przypadku metody PIXE dwie prébki pochodzily
z grupy kontrolnej C, natomiast po jednej z grupy miopatii M i dystrofii D. Do analiz
wykonanych technika SIMS wykorzystano cztery skrawki tkanek miesniowych, pochodzace
od mezczyzn w wieku 37-56 lat. Materiat badawczy stanowita probka o potwierdzonym
charakterze dystroficznym (D), prébka kontrolna (C), prébka reprezentujgca miopati¢ (M) oraz
probka o niejednoznacznym profilu histopatologicznym. W metodzie MALDI wykorzystano
dwie probki kontrolne (C), dwie probki z grupy dystrofii i pi¢¢ probek z grupy miopatii.

W podrozdzialach szczegbtowo opisano pomiary i parametry eksperymentu, selekcje
obszaréw pomiarowych oraz liczbg skanéw. Do analizy danych pomiarowych zgromadzonych
podczas eksperymentéw wykorzystano zaawansowane oprogramowanie komputerowe.
Opisano réwniez, w sposob wyczerpujacy, metody obrazowania wynik6w pomiaréw tkanek.
Wyniki pomiaréw zostaly przedstawione graficznie w postaci map. Do generowania map
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rozkladu przestrzennego oznaczonych biopierwiastkow i biomolekut opracowano autorskie
skrypty. Dane pomiarowe poddano analizie metodami zaawansowanej statystyki
z wykorzystaniem powszechnie stosowanych w tym celu specjalistycznych programéw
komputerowych. Analizy statystyczne przeprowadzono z uzyciem oprogramowania Statistica
13 (StatSoft) oraz wilasnych skryptow, co umozliwito spojne przetwarzanie i interpretacje
danych ilosciowych oraz obrazowych. Na szczegdlng uwage i docenienie zastuguja czytelne
i dopracowane graficznie ilustracje przedstawione w tej rozprawie doktorskiej. Nalezy
podkresli¢, ze analizowano ten sam material na roznych urzadzeniach dobranych odpowiednio
do zakladanych celéow oznaczen analitycznych. Taki sposob realizacji badan umozliwit
kompleksowa ocene prébek migéni, a tym samym umozliwil mgr Patrycji Sliz-Szpytmie
uzyskanie interesujacych wynikow swych badan.

W kolejnym, pigtym rozdziale rozprawy doktorskiej mgr Patrycja Sliz-Szpytma przedstawila
wyniki pomiaréw oraz ich dyskusje. Cze$¢ wynikowa i dyskusyjna jest bardzo obszerna, bogato
ilustrowana wykresami i tabelami. Na podstawie pomiaréw sktadu biopierwiastkéw
wykonanego metodg PIXE stwierdzono obecnos¢ nastepujacych biopierwiastkéw: Na, Mg, P,
S, Cl, K, Fe, Zn, Br. Na podstawie map przestrzennego rozktadu intensywnos$ci promieniowania
charakterystycznego wykazano znaczace réznice w rozmieszczeniu biopierwiastkow pomiedzy
réznymi stanami strukturalnymi tkanki migéniowej. W obrebie wszystkich badanych probek
stwierdzono obecnos$¢ sodu, magnezu, fosforu, siarki, chloru oraz potasu. Dodatkowo,
w wybranych obszarach badanych tkanek zaobserwowano punktowe akumulacje
biopierwiastkow $ladowych, w tym zelaza oraz cynku. Rozmieszczenie tych biopierwiastkow
wykazywato charakter ogniskowy, co moze wskazywaé na ich specyficzne zaangazowanie
w lokalne procesy metaboliczne, stres oksydacyjny lub zmiany patologiczne zachodzgce
w tkance mig$niowej. Taka heterogenicznos$¢ przestrzenna skladu biopierwiastkéw moze
stanowi¢ cenny wskaznik diagnostyczny, pozwalajacy na lepsze zrozumienie mechanizmow
molekularnych towarzyszacych réznym stanom chorobowym miesni.

Dyskusj¢ wynikow analiz biopierwiastkow podsumowano formulujac nastepujace wnioski:
-na podstawie wynikéw oznaczenia biopierwiastkéw: Na, Mg, P i S potwierdzono istotne
statystycznie roznice miedzy badanymi grupami
-stosujac ~ wielowymiarowg analiz¢ dyskryminacyjng wykazano kluczowg role
biopierwiastkow: K, Cl, P oraz S w klasyfikacji prébek. Wyznaczone funkcje dyskryminacyjne,
bedace liniowymi kombinacjami intensywnosci charakterystycznych linii biopierwiastkéw, co
pozwolito na skuteczne rozdzielenie grup.

-na podstawie analizy gtéwnych skltadowych wykazano, ze dwie pierwsze skladowe wyjasniaja
facznie ponad 91% wariancji danych, co §wiadczy o wysokiej reprezentatywnosci tych
wymiaréw. Skladowa PC1 byla silnie powiazana z potasem, chlorem, fosforem i siarka,
natomiast PC2 ukazata bardziej ztozone wzorce, z odmiennymi znakami wspétczynnikéw, co
sugeruje wielowymiarowy charakter réznic migdzy grupami.

-graficzne rozmieszczenie probek na wykresach PCA i MDA ukazuje czesciowe rozdzielenie
grup C, D i M. W analizie MDA wyrazniej zarysowaly si¢ skupiska odpowiadajgce
poszczegdlnym grupom, co potwierdza wysokg skuteczno$¢ klasyfikacji. Jednoczesnie
czesciowe naktadanie si¢ punktow, zwlaszcza migdzy grupa kontrolng i badanymi zmienionymi
patologicznie tkankami (M), co wskazuje na zilozono$¢ problemu oraz podobienstwo
niektérych profili biopierwiastkowych.



W przypadku potrzeby precyzyjnej identyfikacji i ilosciowej analizy wybranych zwiazkow
biomoekularnych wskazane jest wykorzystanie bardziej specyficznych metod spektrometrii
mas, takich jak MALDI. Niemniej jednak, wyniki uzyskane metoda MeV SIMS moga petnic¢
role wstepnego narzedzia do identyfikacji zwigzkéw o potencjalnym znaczeniu
diagnostycznym — w takim charakterze zostaly wykorzystane w niniejszej rozprawie
doktorskiej. Z uwagi na fakt, ze detekcja jonéw w metodzie SIMS ma charakter statystyczny,
zmierzone liczby zliczen charakteryzuja si¢ fluktuacjami statystycznymi. Materiat do badan
analitycznych stanowito 36 widm pochodzacych z czterech skrawkéw tkanek migsniowych.
Analiza przeprowadzona zostata na podstawie intensywnoéci 21 wybranych pikéw mas jonow,
reprezentujacych najbardziej wyrazne sygnaty w widmach, co zapewniato odpowiednig
reprezentatywnos¢ badanego zbioru danych. Stosujac analizg ANOVA wykazano istotne
statystycznie réznice pomiedzy grupami dla niemal wszystkich analizowanych pikow
molekularnych. Najwigksze roznice odnotowano dla sygnatow o m/z 23,00, 124,96, 165,93
oraz 246,56, co wskazuje na bardzo silny wplyw czynnika grupujgcego na zmiennos¢ tych
sygnatow. W celu oceny wspéizaleznosci pomigdzy sygnatami widmowymi przeprowadzono
analize korelacji Pearsona dla 21 wybranych pikéw m/z. Celem tego etapu bylo
zidentyfikowanie potencjalnych grup pikéw powigzanych ze soba, mogacych odzwierciedlac
wspolne mechanizmy chemiczne lub biologiczne. Zaobserwowane zaleznosci korelacyjne
wskazuja na istnienie spéjnych grup sygnaléw potencjalnie powiazanych ze sobg chemicznie
lub funkcjonalnie, co moze odzwierciedla¢ wspotwystepowanie okreslonych zwigzkéw lub
wspélne szlaki metaboliczne. Stanowi to istotng przestank¢ do poglebionych badan nad
charakterystyka tych pikéw oraz ich potencjalng rolg biologiczng W kontekscie réznic
obserwowanych w badanych tkankach migsniowych. Jak juz to zostato przedstawione we
wezesniejszych rozdziatach rozprawy doktorskiej, stosujac spektrometri¢ mas SIMS
przeprowadzono badania na czterech kategoriach tkanek migsni szkieletowych, obejmujacych:
probke z potwierdzong dystrofia migsniowg (D), probke tkanek o charakterze miopatii (M),
probke charakteryzujaca si¢ cechami zaniku migsniowego o prawdopodobnym podtozu
neurogennym (NM) oraz prébke z grupy kontrolnej (C). Do klasyfikacji danych zastosowano
liniowa analize dyskryminacyjna LDA oraz uzupetniajacg analiz¢ gidwnych sktadowych PCA,
co pozwolito na rozréznienie poszczegélnych typéw tkanek na podstawie widm jondéw
wtérnych.

Ostatnia cze$¢ tego rozdzialu zostata poswigcona pomiarom metoda MALDI. Mgr Patrycja
§liz-Szpytma kompetentnie przedstawita procedury chemiczne niezbgdne na potrzeby techniki
MALDI oraz opisata sposob nanoszenia matryc na badane probki. Zgodnie z protokotem
pomiary przeprowadzono dla kazdego skrawka z uzyciem rastra o wymiarach 50 X 50 punktow.
W celu poréwnania widm dla kazdej probki zastosowano po 302 strzaly lasera, co odpowiadalo
liczbie impulséw niezbednych do pelnego pokrycia obszaru skrawka tkanki. Taki dobor
parametréw zapewnit spojnosé i powtarzalnoéé w akumulacji widm masowych. Zastosowanie
analizy najmniejszych kwadratéw czastkowych PLS (ang. Partial Least Squares) umozliwito
wskazanie charakterystycznych pikéw masowych, ktére najpehiej odzwierciedlaty roznice
w profilu lipidowym probek. Warto podkresli¢, ze do tego etapu identyfikacja zwigzkéw
chemicznych opierala si¢ wytacznie na wartosciach m/z, co pozwalato jedynie na wskazanie
potencjalnych prébek do dalszej analizy. Wykonanie analizy PLS miato na celu wskazanie
sygnatow o najwiekszym znaczeniu w kontekscie rozréznienia badanych grup biologicznych.
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Zastosowanie metody PLS umozliwitlo wykrycia lipidéw istotnie roznicujacych grupy
badanych widkien migsni. Do najbardziej istotnych pikow nalezaly sygnaty o wartosciach m/z:
798,54; 799,54; 782,50; 780,60; 824,70; 796,20; 758,80; 808,60 oraz 825,60, przy czym pik
o wartosci m/z 798,6 wykazal najwyzsza istotnos¢. Oznacza to, ze jest to najwazniejszy sygnat
réznicujacy grupy badanych prébek i moze stanowi¢ potencjalny biomarker. Wskazane
warto$ci wykorzystano do przeprowadzenia fragmentacji tandemowej (MS/MS), majacej na
celu potwierdzenie struktury molekularnej wytypowanych zwiazkéw oraz ich znaczenia
w roéznicowaniu analizowanych prébek. Na potrzeby lepszego poznania skladu
biomolekularnego wiékien migéni w omawianym podrozdziale zamieszczono zestawienie
sygnatow wraz z lista mozliwych zwiazkow lipidowych z przypisang formutg chemiczng oraz
powigzanym jonem. Do wykorzystania tego zestawienia postuzono si¢ baza danych LIPID
MAPS®(LMSD). Jest to baza danych zawierajaca struktury i adnotacje biologicznie istotnych
lipidéw. Mgr Patrycja Sliz-Szpytma podkreslila, Ze proces dwustopniowej analizy, taczacy
podejscie statystyczne z doktadna identyfikacja molekularna, jest niezbedny do zapewnienia
wysokiej jakosci i wiarygodnoscei interpretacji danych dotyczacych badanych lipidéw. Tego
rodzaju kompleksowe podejscie pozwala na wiarygodng identyfikacje biomarkerow
réznicujagcych analizowane grupy, a takze na lepsze zrozumienie zmian metabolicznych
i molekularnych towarzyszacych badanym stanom chorobowym. W efekcie, potaczenie
selekcji sygnatéw na podstawie ich znaczenia statystycznego z weryfikacja ich struktury za
pomoca MS/MS stanowi fundament dalszych badan i interpretacji w zakresie lipidomiki oraz
biologii molekularnej.

W kazdym z podrozdzialéw tej czeéci rozprawy, mgr Patrycja Sliz-Szpytma w oparciu o dane
z pi$miennictwa poddata analizie uzyskane wyniki wiasne i poréwnala z badaniami innych
autorow.

Recenzowang rozprawe doktorska wiencza wnioski, ktére wynikaja z zatozonych celow
pracy i sa kompetentnie uzasadnione przedstawionymi przez mgr Patrycje Sliz-Szpytme
wynikami badan. Doktorantka podkreslila, ze przeprowadzone badania, wykorzystujace
zaawansowane techniki analityczne (PIXE, SIMS oraz MALDI-TOF MS), pozwolily na
zrealizowanie celow badawczych przyjetych w rozprawie. Dzigki przeprowadzonym
eksperymentom uzyskano dane, ktére umozliwity identyfikacje potencjalnych markeréw
chordb migsni. Zidentyfikowane czynniki roéznicujgce miaty charakter zarGwno w zakresie
oznaczonych biopierwiastkow (w tym K, CI, P, S, Fe, Zn), jak i molekularny (w szczegdInosci
oznaczonych lipidow — zwlaszcza fosfatydylocholiny). Zaobserwowane réznice
W rozmieszczeniu przestrzennym i stezeniu wybranych biopierwiastkow, oraz w profilach
molekularnych analizowanych probek stanowig przestanke do kontynuacji prac nad
wykorzystaniem tych zwigzkéw jako biomarkeréw diagnostycznych i prognostycznych.
Zastosowane metody badawcze pozwolity na identyfikacj¢ oraz charakteryzacje¢ zmian
biochemicznych w tkankach mie$niowych. Wykorzystanie zaawansowanych metod
statystycznych umozliwilo klasyfikacjg probek oraz identyfikacje zmiennych o najwigkszym
potencjale roznicujgcym, co szczegdlnie podkresla potencjal zaproponowanego podejscia
eksperymentalno-analitycznego w diagnostyce réznicowej choréb migéni. Mgr Patrycja Sliz-
Szpytma wskazata rowniez na celowo$¢ kontynuowania badan w oparciu o wigksza liczebnosé
probek miesni szkieletowych.



Z obowiazku recenzenta ponizej zostang wskazane dostrzezone drobne niedociggnigcia
i bledy edytorskie, ktorych Doktorantka nie ustrzegta si¢:
na stronie 19 powinno by¢ ,,Spo$r6d”, a nie ,, Wposréd”
Zdarzajg sie niefortunne okre$lenia w tekscie rozprawy doktorskiej jak np.:
,klasyfiksacja miopatii dzieli je na dwie grupy” (strona 21)
Na stronie 24 jest ,,zgodnie w powyzszym”, a powinno by¢ ,,zgodnie z powyzszym”
W pismiennictwie podano 133 pozycje, z ktérych pozycja 1 i 2 nie zostaly zacytowane —
cytowanie rozpoczeto od pozycji 3 i 4, a takze na stronie 32 nie zacytowano pozycji 48.
Na stronie 111 (5 linijka od dotu) podano ,,w tabeli 6.7”, a powinno by¢ ,,w tabeli 6.9).
Czesto uzywane jest niezrgczne okreslenie ,badania eksperymentalne wykazaly”
np. na stronie 43.
We wnioskach uzyto niezrecznego okreslenia ,,wyniki jednoznacznie wskazuja™.
Na stronie 125 biad literowy w wyrazie ,,wykonani”, a powinno by¢ ,,wykonaniu”

Zauwazone bledy w niczym nie umniejszaja bardzo dobrej oceny przedstawionej do recenzji
rozprawy doktorskiej, a zostaly podane, aby podkredli¢, ze recenzent uwaznie przeczytat
przedtozong do recenzji rozprawe doktorska.

3. Whniosek kohicowy

1) W przedtozonej do oceny rozprawie doktorskiej mgr Patrycja Sliz-Szpytma prezentuje
szeroka wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauki fizyczne opisujac szczegélowo i stosujgc
praktycznie do oznaczania badanych skfadnikéw organicznych i nieorganicznych w probkach
z wykorzystaniem metod: PIXE, MeV SIMS oraz MALDI-TOF. Doktorantka skutecznie
wykorzystata swoja wiedze i umiejetnosci do zbadania unikalnych probek wykorzystujac
szeroka wiedze i stosujac aparaturg i metody specyficzne dla fizyki.

2) Szczegdtowy opis wielu przeprowadzonych badan w Polsce, a takze za granica przez mgr
Patrycje Sliz-Szpytme w trakcie realizowania rozprawy doktorskiej $wiadezy o Jej duzej
samodzielnosci, a uzyskane i opracowane statystycznie wyniki pozwalajg na stwierdzenie, ze
Doktorantka wyczerpujaco zrealizowata temat zlozonej rozprawy doktorskiej. Dokladne
oméwienie przez Doktorantke w kazdym z podrozdziatow zastosowanych technik
pomiarowych wynika z rzetelnej wiedzy teoretycznej i praktycznej, a opracowanie statystyczne
otrzymanych wynikéw i ich graficzne przedstawienie zastuguje na najwyzsze uznanie.
Systematyczne podejécie Doktorantki do rozwigzywania problemow badawczych i finalne
efekty w postaci praktycznego zastosowania przeprowadzonych badan potwierdzaja Jej duza
samodzielno$¢ i bardzo dobre opanowanie przez mgr Patrycj¢ Sliz-Szpytme warsztatu
naukowego. Analizowanie tego samego materialu z wykorzystaniem réznych urzadzen
dobieranych odpowiednio do zaktadanych celéw oznaczen analitycznych, ktore umozliwity
kompleksowa ocene probek migsni ludzkich, a tym samym uzyskanie przez mgr Patrycje Sliz-
Szpytme interesujgcych wynikéw o znaczeniu praktycznym i $wiadezacych o dobrych
perspektywach Jej rozwoju naukowego.

3) Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest oryginalnym doniesieniem naukowym,
ktore dotyczy niezwykle ciekawego zagadnienia z diagnostyki zmian narzadowych, ktére daja
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nadzieje dla lekarzy na pozyskanie nowej mozliwosci diagnozowania w przypadku prébek
mie$ni  zmienionych patologicznie, dla ktérych tradycyjne sposoby diagnostyki
z zastosowaniem badafn histologicznych i histochemicznych nie sg wystarczajace.
Zaobserwowana synergia metod fizycznych ze statystyczng ewaluacja moze by¢ wykorzystana
do rozréznienia zmian chorobowych w przypadkach oceny typu procesu patologicznego, czy
tez stopnia jego zaawansowania przy badaniu bioptatéw, dla ktérych nie mozna postawic¢
jednoznacznej diagnozy.

Ponadto w celu praktycznego zastosowania opracowanych procedur nalezy potwierdzi¢
uzyskane wyniki badan na liczniejszej grupie bioptatéw z wykorzystaniem wysoko
specjalistycznej aparatury, takiej jaka zastosowano w niniejszej rozprawie doktorskiej. Nalezy
podkresli¢, ze mgr Patrycja Sliz-Szpytma opublikowata czes¢ wynikéw badan w czasopismie
naukowym o zasiegu migdzynarodowym, a takze uzyskane wyniki zostaty przedstawione na
kilku konferencjach migdzynarodowych. Podjgta przez mgr Patrycje Sliz-Szpytme tematyka
badan jest bardzo wazna z punktu widzenia naukowego oraz moze mie¢ duze znaczenie dla
potrzeb wspomagania diagnostyki histopatologicznej i histochemicznej tkanek migsni
szkieletowych cztowieka objetych procesem patologicznym, a przeprowadzony szeroki zakres
badan $wiadczy o duzych i wszechstronnych umiejetnosciach Doktorantki.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przediozona do recenzji rozprawa doktorska speinia
wymagania okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (z pdézn. zm.) i wnioskuje o jej dopuszczenie do dalszych etapow postgepowania
0 nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
fizyczne.

Bardzo wysoko oceniam istotny wkiad wniesiony przez mgr Patrycje Sliz-Szpytme

w  przeprowadzenie wyjatkowych i  obiecujacych, interdyscyplinarnych  badan,
a w szczegoOlnosei na unikalnym materiale biologicznym z wykorzystaniem zaawansowanych
i szczegotowo opisanych w rozprawie doktorskiej metod analitycznych wraz z zastosowaniem
adekwatnych metod statystycznych. Uzyskane wyniki badan Doktorantki w niedalekiej
przysztosci mogg mieé bardzo istotne znaczenie w diagnostyce rdéznicowej zmian
patologicznych wystepujacych w migsniach u ludzi. W zwiazku z tym zaliczam przedtozong
rozpraweg doktorska do kategorii wybitnie dobrej i wnioskuj¢ o jej wyrdznienie, ktére bedzie
potwierdzeniem bardzo wysokiej jakosci rozprawy doktorskiej wykonanej przez mgr Patrycje

etlrgmciz Prba.

rof. dr hab. n. farm. Wiodzjmierz Opoka

Sliz-Szpytme.

(podpis recenzenta)
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