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prof. dr hab. Dariusza Adamka
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Akademia Gorniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica w Krakowie,

Badania nad skladem czasteczkowym 1 pierwiastkowym migsni

szkieletowych maja istotne =znaczenie dla lepszego zrozumienia
mechanizmow lezacych u podstaw schorzen nerwowo-migsniowych, takich
jak dystrofie czy miopatie. Migénie, poza funkcja ruchowa, pelnia wazna
role w regulacji procesOw metabolicznych, dlatego zmiany zachodzace
w ich strukturze moga odzwierciedla¢ zaro6wno lokalne, jak
1 ogblnoustrojowe zaburzenia. Analiza materiatu ludzkiego pochodzacego
z biopsji pozwala na bezposrednie odniesienie uzyskanych wynikow do
stanu klinicznego pacjentow, co zwigksza warto$¢ poznawczg badan oraz

ich potencjalne znaczenie diagnostyczne i prognostyczne.

Bardzo waznym aspektem tych badan jest réwniez zastosowanie
komplementarnych, zaawansowanych technik ktore
umozliwiaja wielowymiarowa charakterystyke badanej tkanki. Takie
podejscie stwarza mozliwos¢ identyfikacji nowych markerow chorobowych
oraz poglebia wiedz¢ na temat patofizjologii schorzen mi¢sniowych,
co w przysztosci moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju bardziej precyzyjnych
metod diagnostycznych 1 terapeutycznych.
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Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Patrycji Sliz-Szpytma wpisuje si¢ w ten
bardzo wazny kierunek badaczy, poprzez zastosowanie polaczenia metod
takich jak PPIXE/STIM (micro-Particle Induced X-ray Emission combined
with Scanning Transmission Ion Microscopy), MeV SIMS (Secondary Ion
Mass Spectrometry using MeV primary ions) oraz MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight) wraz z analiza
fragmentacyjng ~ LIFT  (Laser-Induced  Fragmentation = Technique),
w wysokorozdzielczej analizie rozmieszczenia pierwiastkow oraz skladu
molekularnego tkanki migsniowe;.

OGOLNA OCENA ROZPRAWY

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Patrycji Sliz-Szpytma zostala
podzielona na cztery gldwne czesci, ktére stanowig spojnag calosé: i) wstep,
ktory obejmuje: budowe migsni szkieletowych, klasyfikacje miopatii i dystrofii
migsniowych, znaczenie lipidow i pierwiastkbw w chorobach migéni oraz
teoretyczny zarys wykorzystanych metod badawczych; ii) metodologia
pomiarowa, iii) wyniki oraz dyskusja, i iv) wnioski.

Rozprawe rozpoczyna streszczenie przedstawiajace problem badawczy,
zastosowane metody eksperymentalne oraz najwazniejsze wnioski. Na
poczatku wstepu zostat ujety cel badan: ,nie tylko wskazanie potencjalnych
biomarkeréw zmian patologicznych w mig$niach, ale rowniez zaproponowanie
podejscia  badawczego integrujacego dane chemiczne, molekularne
1 przestrzenne.” Nie ma natomiast, ani Ww streszczeniu ani we wstepie
postawionej gldwnej hipotezy badawczej, ktora byta testowana w ramach tej
pracy doktorskiej. Zasadno$¢ podjecia tematyki badawczej, ktora przestawiona
jest we wstepie, nie budzi najmniejszych watpliwosci, a szczegdtowe
przedstawienie znaczenia lipidow i pierwiastkéw w chorobach migéni pozwala
czytelnikowi na samodzielne zaproponowanie hipotezy. Mimo tego, wg mojej
opinii, sformutowanie hipotezy badawczej inapisanie jej przez Autorke
stanowiloby warto$¢ dodang w tej pracy.

W czesci  wstepnej  znajdujemy  kompleksowy,  szczegdlowy
1 systematyczny, a mimo to zwi¢zly opis badanego ukladu oraz podstaw
teoretycznych wszystkich analitycznych metod eksperymentalnych uzytych w
ramach przygotowywania niniejszej rozprawy doktorskie;.
Pani mgr inz. Patrycja Sliz-Szpytma przytacza réwniez dotychczasowe
osiggnigcia naukowe w zakresie zastosowan poszczegdlnych technik
analitycznych w badaniach probek biologicznych. W mojej opinii jest to
bardzo warto$ciowa czg$¢ pracy, stanowigca kompendium wiedzy, ktére moze
by¢ wykorzystywane zarOwno przez osoby rozpoczynajgce badania naukowe
w zakresie radiobiologii i fizyki radiacyjnej jak 1 do$wiadczonych badaczy.
Dos¢ zwiezle ale doktadne opisy $wiadczg o tym, iz Autorka posiada szeroka
wiedze¢ 1 doswiadczenie eksperymentalne oraz o pelnym zrozumieniu
stosowanej metodologii 1 podjetej tematyki badawcze;.



Opis metodologii pomiarowej jest poprawny, procedury opisane sg starannie
z dbaloscig o szczegdly. W opisie metodologii Autorka przedstawia czesé
wynikdw a nastgpnie odnosi si¢ do nich w rozdziale Wyniki oraz dyskusja
co jest nieintuicyjne i1 troche niewygodne dla czytelnika.

Zastosowanie techniki PIXE w badaniach dystrybucji pierwiastkow
w badanych prébkach zostato doktadnie opisane wraz z procedurg kalibracji.
Otrzymane wyniki zostaly przeanalizowane za pomocg kilku narzedzi
statystycznych: test Kruskala-Wallisa oraz Shapiro-Wilka, test U Manna-
Whitney’a, tielowymiarowa analiza dyskryminacyjna (MDA) i lambda Wilksa
oraz analiza gléwnych sktadowych (PCA). Istotne statystycznie roznice
migdzy zawarto$cia sodu magnezu fosforu i siarki w badanych widmach
wykazano za pomocg testow Kruskala-Wallisa oraz U Manna-Whitney’a.
Wielowymiarowa analiza statystyczna wykazata, ze zawarto$¢ chloru, fosforu
siarki 1 potasu klasyfikuje probki: kontrolng, miopatii 1 dystrofii.

Uzyskane za pomoca MALDI wyniki wykazaty obecno$¢ lipidowych
jonoéw, ktére mozna uzna¢ za potencjalne markery charakterystyczne
dla analizowanych klas tkanek. Jak pisze Autorka analiza obrazéw jonowych
w trybie ujemnym MALDI nie wykazala istotnego zrdznicowania ich
przestrzennego rozmieszczenia na skrawkach miesni. Wszystkie piki, ktore
analiza  statystyczna  zakwalifikowala jako rdznicujace  pomiedzy
analizowanymi  grupami, zostaly przypisane do rdéznych  form
fosfatydylocholiny.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Patrycji Sliz-Szpytma zostata
napisana w jezyku polskim. Rysunki sg przejrzyste, czytelne, i wzbogacaja
lekture pracy. Wystepuja niewielkie btedy edytorskie, ktore nie przeszkadzaja
podczas czytania rozprawy.

Wyniki prac badawczych opisanych w  rozprawie doktorskiej
Pani mgr inz. Patrycji Sliz-Szpytmy zostaly zaprezentowane w jednym
artykule naukowym. Pierwszo-autorska praca Doktorantki zatytutowana ,,Sub-
cellular elemental imaging of human muscle tissues affected by neuromuscular
diseases”, zostala opublikowana w czasopiSmie Nukleonika. Praca jest dos¢
obszerna 1 przedstawia wyniki badania sktadu pierwiastkowego tkanek
mieg$niowych. Jest to wystarczajacy dorobek naukowy do ubiegania si¢ o tytut
naukowy doktora.

SZCZEGOLOWE UWAGI DO ROZPRAWY

Podczas czytania rozprawy nasuwaja si¢ pewne bardziej szczegdtowe
pytania oraz zagadnienia:



1) Ilos¢ probek/pacjentow: jak pisze autorka ,,.Do analiz wykonanych
technika SIMS wykorzystano cztery skrawki tkanek mig$niowych,
pochodzace od mezczyzn w wieku 37 - 56 lat. Materiat badawczy
obejmowat: probke o potwierdzonym charakterze dystroficznym D,
probke kontrolng C, probke reprezentujacg miopatic¢ M oraz probke
o niejednoznacznym profilu histopatologicznym” 1 ,,W przypadku
analiz wykonanych metoda PIXE, materiat badawczy obejmowat cztery
skrawki  tkanek  migsniowych, wyselekcjonowanych  zgodnie
z klasyfikacja przedstawiong w rozdziale 5.1. Dwie probki pochodzity
z grupy kontrolnej C, natomiast po jednej z grupy miopatii M i dystrofii
D.” Z kazdej z badanych probek zebrano setki widm i wszystkie
wnikliwie przeanalizowano za pomocg zaawansowanych narzedzi
statystycznych. Jestem ciekawa zdania autorki czy ta grupg probek oraz
liczbe pacjentow mozemy uzna¢ za reprezentatywne?

2) W rozprawie zaprezentowano zastosowanie wnikliwego statystycznego
podejscia do danych uzyskanych za pomoca komplementarnych technik
analityczne (PIXE, SIMS oraz MALDI-TOF MS). Rezultaty
poréwnano, natomiast w mojej opinii cieckawa bylaby jednoczesna
analiza serii danych uzyskanych za pomoca r6znych metod. Jestem
ciekawa zdania Autorki jakie metody mozna zastosowaé aby zbadac
korelacje pomigdzy sktadem pierwiastkowym i czasteczkowym.

3) Przedstawienie tabel 6.7 i 6.8, zestawiajacych warto$ci tadunkow
czynnikowych, w formie graficznej zwigkszyloby przejrzystosé
prezentacji otrzymanych wynikow.

4) W metodzie SIMS kalibracje¢ w celu korekty potozenia
charakterystycznych pikoéw przeprowadzono poprzez dopasowanie
wielomianu trzeciego stopnia do pozycji znanych pikow referencyjnych
(np. H*, Na*, K*, fragmenty PDMS). Jakie fragmenty PDMS brano pod
uwage?

Powyzsze uwagi/komentarze sa sugestia do dyskusji, ktora moze zostaé
podjeta podczas obrony pracy.

PODSUMOWANIE

W mojej opinii niniejsza rozprawa spetnia wymagania stawiane pracom
doktorskim, biorgc pod uwage duze znaczenie podjetej tematyki badawczej,
kompleksowe, doglebne i systematyczne podejscie do wykonywanych prac
badawczych 1analizy danych. Zrealizowane prace eksperymentalne
1 wykonana analiza statystyczna otrzymanych danych pozwolity osiggna¢ cel
pracy.

Przedstawiona rozprawa wnosi istotny wktad do dyscypliny fizyka,
w szczegdlnosci w obszarze fizyki medycznej oraz biofizyki, poprzez rozwoj
1 zastosowanie zaawansowanych metod analitycznych do badan materiatu



biologicznego. Autorka w sposdb kompetentny i oryginalny wykorzystata
komplementarne  techniki oparte na oddzialywaniu promieniowania
jonizujacego z materia, takie jak uPIXE/STIM oraz MeV SIMS, uzupetnione
metoda MALDI-TOF MS, do wysokorozdzielczej analizy rozmieszczenia
pierwiastkow 1 skladu molekularnego tkanek mi¢sniowych. Praca stanowi
wartosciowy przyktad interdyscyplinarnego zastosowania metod fizycznych w
badaniach biomedycznych, a jednoczesnie pogiebia wiedz¢ na temat
mozliwos$ci 1 ograniczen tych technik w analizie ztozonych, niejednorodnych
uktadow biologicznych.

Istotnym osiggnigciem z punktu widzenia fizyki jest takze metodyczne
podejscie do analizy danych eksperymentalnych, obejmujace zaawansowane
narzedzia statystyczne i wielowymiarowe, pozwalajace na obiektywna
klasyfikacj¢ badanych probek na podstawie ich cech fizykochemicznych.
Uzyskane wyniki potwierdzaja wysoka czulo$¢ 1 uzyteczno$¢ technik
jadrowych i spektrometrii mas w obrazowaniu tkanek oraz w identyfikacji
subtelnych roznic w skladzie pierwiastkowym i molekularnym. Rozprawa
przyczynia si¢ tym samym do rozwoju metodologii pomiarowej i analitycznej
w fizyce stosowanej, dostarczajac solidnych podstaw do dalszych badan nad
wykorzystaniem technik fizycznych w  diagnostyce oraz badaniach
patofizjologii choréb nerwowo-mig¢§niowych.

Podsumowujac uwazam, ze zlozona rozprawa doktorska spelnia
wymagania stawiane pracom doktorskim zgodnie z ustawa o stopniach
naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
z 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. 2018 poz.
1668 zpodzn. zm.). Niniejszym wnioskuje¢ do Rady Dyscypliny Fizyka
Akademii Gorniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie o
dopuszczenie Pani mgr inz. Patrycji Sliz-Szpytma do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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