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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pauli Kasprzyk pt.

Biomolecular and elemental micro-analysis of the skeletal muscle in the quest of
new tissue markers of neuromuscular diseases

zrealizowanej w obszarze nauk scistych, dyscyplinie nauk fizycznych na Akademii
Gérniczo-Hutniczej w Krakowie
pod kierunkiem promotora prof. dr hab. inz. Marka Lankosza
oraz promotora prof. dr med. Dariusza Adamka

Badania nad sktadem pierwiastkowym i molekularnym tkanki miesniowej traktowanym jako
wskaznik stanu zdrowia nalezg do interesujgcych. Powigzanie dysfunkcji tkanki miesniowej z jej
sktadem chemicznym, a takze najdrobniejszymi zmianami pierwiastkowymi i biomolekularnymi
moggacymi odzwierciedla¢ procesy biochemiczne zachodzgce we wtdknach miesniowych poszerzaja
mozliwosci diagnostyczne oraz mozliwosci zrozumienie rozwoju choroby na jej wczesnym etapie.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata zrealizowana w ramach programu
POWER, projekt nr POWR.03.02.00-00-1004/16, wspotfinansowanego przez Unie Europejska,
w zespole uznanych badaczy o duzym doswiadczeniu i rozpoznawalnosci naukowej. Rozprawa
doktorska zawiera streszczenie, wprowadzenie, motywacje i cel badan badan. Doktorantka w pracy
przedstawita kontekst biologiczny — strukture miesnia szkieletowego i choroby miesni
szkieletowych. Oprdcz opisu w pracy znalazty sie réwniez liczne fotografie mikroskopowych obrazéw
wybranych tkanek miesniowych. W pracy Doktorantka przedstawia fizyczne podstawy techniki
rentgenowskiej spektrometrii fluorescencyjnej (XRF), a takze spektroskopii w podczerwieni
z transformacja Fouriera (FTIR) w zakresie wymaganym dla realizacji zaplanowanych w pracy badan.
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W pracy znalazty sie takze rozdziaty, ktére Doktorantka poswiecita metodologii badan,

przygotowaniu probek, przetwarzaniu danych i analizie statystycznej. Celem analiz statystycznych
byto okreslenie obserwowalnych réznic (zmian) w sktadzie pierwiastkowym i biomolekularnym
probek miesni ludzkich dotknietych zmianami patologicznymi w  przebiegu choréb
neurodegeneracyjnych w poréwnaniu z tkankami referencyjnymi.

W pracy Doktorantka przyjeta sposéb klasyfikacji prébek na podstawie wczesniejszej
diagnozy patomorfologicznej. Prébki wykazujace oznaki wrodzonej patologii mieéni zostaty
przypisane do grupy dystrofii (D); wszystkie inne prébki, w ktérych wystgpity zmiany mie$niowe,
zostaty przypisane do grupy miopatii (M); natomiast prébki, w ktérych w badaniu
histopatologicznym nie stwierdzono zmian miesniowych stanowity grupe referencyjng (R). Na
potrzeby badan spektroskopowych zamrozone tkanki pocieto w ptaszczyznie prostopadtej
i rownolegtej do osi wtdkien miesniowych na skrawki o grubosci 8 pm za pomoca kriomikrotomu.
Prébki pobrano od pacjentéw obojga ptci. Sredni wiek pacjentéw wynosit 44 lata (22 lata - 75 lat).
Wszystkie prébki zostaty zdiagnozowane w Zaktadzie Neuropatologii Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji
Etycznej Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloniskiego (numer zgody: 1072.6120.249.2020).

Doktorantka za pomocg rentgenowskiej spektrometrii fluorescencyjnej ze wzbudzeniem
synchrotronowym (SR-XRF) wyznaczyta jakosciowy i ilosciowy sktad pierwiastkowy tkanek
miesniowych. Technika ta pozwolita na obrazowanie rozktadéw przestrzennych pierwiastkéw
w badanych prébkach biologicznych. Do wyznaczenia zas sktadu biomolekularnego widkien
miesniowych i zobrazowania rozktadu biomolekut w tkankach mie$niowych wykorzystata
spektroskopie w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR). Wykorzystujgc obie wspomniane
techniki Doktorantka zbadata zmiany rozmieszczenia pierwiastkdw i czgsteczek we widknach
miesniowych zaréwno w tkankach dotknietych choroba, jak i w tkankach referencyjnych.
Doktorantka zbadata réwniez réznice w sktadzie chemicznym tkanki tgcznej otaczajgcej wtdkna,
formalnie okreslanej jako endomysium. Pomiary za pomocg rentgenowskiej spektrometrii
fluorescencyjnej ze wzbudzeniem synchrotronowym (SR-XRF) prowadzone byty na linii badawczej
PO6 na obiekcie PETRA Il w DESY (skrét Niemiecki Synchrotron Elektronowy) w Hamburgu w
Niemczech oraz na linii 118 w o$rodku DIAMOND Light Source w Didcot w Wielkiej Brytanii. Badania
za pomocg mikrospektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera prowadzone byty przy
uzyciu komercyjnych spektrometréw z wysokoenergetycznym wzbudzeniem ceramicznym oraz ze
wzbudzeniem promieniowaniem synchrotronowym. Pomiary z wykorzystaniem Zrddta
synchrotronowego (SR-FTIR) wykonano na linii B22 w DIAMOND Light Source w Didcot w Wielkiej
Brytanii. Pomiary laboratoryjne Doktorantka realizowata na Wydziale Fizyki i Informatyki
Stosowanej Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie przy uzyciu spektrometru Thermo Scientific
Nicolet iN10 (eksperyment Nicolet iN10), oraz spektrometru Thermo Scientific Nicolet 8700
(eksperyment Nicolet 8700).

Uniwersytet S'igski w Katowicach ‘74
Wydziat Nauk Scistych 1 Techricznych [~

Instytut Chemii
ul. Szkelna 9, 40-006 Katowice
tel. 32 359 15 45, e-mail: ich.wnst@us.edu.pl 2

=
wwweus.edu.pl/instytut/fich |‘ r ]
m_

HAEACELLENCE INRESEARCH




UNIWERSYTET SLASKI

W KATOWICACH

(7 4

Doktorantka zaplanowata réwniez badania w schemacie: pomiary FTIR, pomiary SR-XRF,
a nastepnie ponowne pomiary FTIR. Wymieniona kolejno$¢ badarh umozliwita pomiary w tych
samych obszarach prébek i analize wptywu ewentualnych uszkodzen radiacyjnych na wyniki.
Badania uszkodzen radiacyjnych w prébkach wykonano uzywajgc spektrometru FTIR sprzezonego
z mikroskopem podczerwieni.

Do okredlenia zawartosci oraz rozktadu sktadu pierwiastkowego widkien mieéniowych
cztowieka oraz endomysium, jak juz wspomniatam wykorzystano technike SR-XRF. Ze wzgledu na
ograniczenia czasowe dla wysokorozdzielczej analizy duzych obszaréw prébek oraz ograniczony
dostep do urzadzen synchrotronowych Doktorantka przeprowadzita dwa rézne eksperymenty
zrozng rozdzielczoscig przestrzenng. Nizsza rozdzielczo$é — 5 um w Synchrotronie DIAMOND zostata
wykorzystana do zobrazowania duzych obszaréw prébek takich jak cate wtékna miesniowe,
natomiast wyzsza, submikronowa rozdzielczos¢ - 300 nm w Synchrotronie DESY, zostata
wykorzystana do szczegétowego obrazowania obszaréw granicznych pomiedzy wiéknami
migsniowymi a endomysium. Technika XRF pozwolita Doktorantce na oznaczenie pierwiastkéw
charakterystycznych dla prébek biologicznych, takich jak Cl, P, K, S, Ca oraz $ladowych ilosci Fe, Zn,
Mn, Cu, Cri Br. Z punktu widzenia prowadzonego pomiaru XRF, istotna jest grubo$é prébki, a co za
tym idzie efekty matrycowe wptywajace na wyniki analiz. Biorgc pod uwage fakt, ze probki
biologiczne sktadajg sie gtéwnie z H, C, N i O nalezy rozwazy¢ ich wptyw (gtéwnie absorpcje
pierwotnego i wtdrnego promieniowania rentgenowskiego), na natezenie promieniowania
charakterystycznego analitéw. Zgodnie z wynikami uzyskanymi dla wszystkich oznaczanych
pierwiastkow w eksperymencie przeprowadzonym na synchrotronie DIAMOND prébki mozna byto
uznac za cienkie, podczas gdy w eksperymencie przeprowadzonym na synchrotronie DESY prébki sa
cienkie tylko dla pierwiastkéw o liczbie atomowej wiekszej lub réwnej 26. W analizie cienkich
wycinkéw tkanek za pomoca spektrometrii XRF pozostaje jednak problem ich jednorodnosci.
Niejednorodnos¢ mas powierzchniowych, zwigzana chociazby ze strukturg badanych tkanek (rézne
lokalne gestosci) moga wptywac na wynik koficowy i mozliwo$é rozrézniania tkanek zdrowych od
patologicznych. Kwestie te pozostawiam do dyskusji.

W celu sprawdzenia, czy wystepujg zmiany w sktadzie biomolekularnym pomiedzy prébkami
zakwalifikowanymi do réznych grup, Doktorantka wykonata pomiary za pomocg spektrometru
z wysokoenergetycznym wzbudzeniem ceramicznym (Thermo Scientific Nicolet iN10) obejmujace
catg powierzchnig probki. Natomiast, aby sprawdzié¢, czy istnieje rdznica miedzy sktadem
biomolekularnym w endomysium badanych prébek, wykonano pomiary technika ze wzbudzeniem
synchrotronowym. Wykorzystanie podczerwieni generowanej przez synchrotron pozwolito na
uzyskanie wysokiej rozdzielczosci przestrzennej i wysokiego stosunku sygnatu do szumu, dzieki
czemu mozliwe byfo badanie mikrometrowych obszaréw prébek i wizualizacja obszaréw tkanki
tacznej miedzy wtéknami miesniowymi.
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Wstepnie przetworzone wyniki, uzyskane w eksperymentach SR-XRF i FTIR zostaty poddane
analizie statystycznej. Na podstawie testu Shapiro-Wilka stwierdzono, ze w wiekszos’cf przypadkow
dane nie wykazujg rozktadu normalnego. Dalszg analize statystyczng oparto wiec na testach
nieparametrycznych. Testy nieparametryczne wykorzystane zostaty réwniez do analizy matych ilosci
danych i przy braku mozliwosci sprawdzenia ich rozktadu. Wspdtczynnik korelacji Spearmana
wykorzystano do zbadania mozliwych korelacji miedzy poszczegdlnymi pierwiastkami lub
biomolekutami oznaczonymi w prébkach. Natomiast do weryfikacji istotnosci statystycznej réinic
w zawartosci pierwiastkéw i bioczgsteczek Doktorantka wykorzystata test Kruskala-Wallisa. W celu
sprawdzenia, ktéry konkretny czynnik ma najwiekszy wptyw na zmienno$¢ w prébkach
przeprowadzono wielowymiarowg analize dyskryminacyjna.

Reasumujgc, przeprowadzone analizy SR-XRF i FTIR wykazaty odpowiednio rdznice
w stezeniach wybranych pierwiastkéw (Ca, K, Cr i P w przypadku wtékien mieéni oraz Fe, Cu, Zn, Br
i Rb w przypadku endomysium) oraz w sktadzie biomolekularnym (zawarto$é biatka we wtéknach
miesni oraz kwaséw nukleinowych i ttuszczowych w endomysium) miedzy tkankami objetymi
zmianami patologicznymi a prébkami sklasyfikowanymi na podstawie diagnozy medycznej jako
grupa referencyjna. Pragne podkresli¢, ze badania przeprowadzone w toku pracy sg dobrze
udokumentowane (fotografie, widma, wykresy i diagramy). Przychylam sie zatem, do wniosku, ze
uzyskane wyniki przemawiajg za wykorzystaniem przedstawionych w pracy doktorskiej technik
spektroskopowych do rozrézniania sktadu chemicznego i biomolekularnego analizowanych tkanek.

Niemniej jednak, chciatabym w dyskusji poruszy¢ pare kwestii:

1. Biorgc pod uwagg ograniczong dostepnos$¢ synchrotronowych zrédet promieniowania
rentgenowskiego czy istnieje mozliwo$¢ wykorzystania ,laboratoryjnych” spektrometréw
XRF w badaniach tkanek (wyznaczenie sktadu pierwiastkowego, oznaczania pierwiastkéw
dladowych)? Czy wykorzystanie syntrochronu to jedyne rozwigzaniem dla tego typu analiz?

2. Czy istniejg wytyczne (medyczne) dotyczace stezenia pierwiastkdw w réznych tkankach
ludzkich (miesniach)? | jak te stezenia majg sie do granic wykrywalnosci techniki XRF?

3. Jakie sg granice wykrywalnosci analitéw w mierzonych tkankach, przy zastosowanych
warunkach pomiarowych w technice SR-XRF?

4. Interesuje mnie rowniez kwestia powtarzalnosci. Nie znalaztam w pracy informacji, czy np. z
tkanki pochodzacej od jednego pacjenta przygotowano wiecej niz jedng probke i dokonano
ich pomiaréw. Jak wygladaty widma? Czy rdinica pomiedzy uzyskanymi wynikami byfa
statystycznie istotna? Czy ewentualna zmiennos$¢ pierwiastkowa w obrebie kilku prébek dla
tego samego pacjenta wptywa na wynik analizy dyskryminacyjnej pozwalajgcej przypisaé
danego pacjenta do grupy ludzi zdrowych lub ,,chorych”?
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Drobne, wybrane zastrzezenia i uwagi:
Mam zastrzezenia do cytowania rysunkéw w tekscie, zdarza sie, Zze numeracja w tekécie nie

pokrywa sig z faktycznym numerem rysunku (np. na str. 82 lub brak numeru rysunku w tekécie na
str. 86).

Uchybienia te i niewymienione tutaj szczegdtwo drobne btedy jezykowenie lub edytorskie nie maja
zadnego wptywu na mojg pozytywng ocene recenzowanej rozprawy doktorskiej.

Podsumowujac, pozytywnie oceniam rozprawe doktorskg Pani mgr Pauli Kasprzyk. Uwazam,
ze praca spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreélone w ustawie z dn. 14.03.2003r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.
595 z 2003 r. z pdiniejszymi zmianami) i wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Pauli Kasprzyk do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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