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Krakéw, dnia 25 maja 2023
Recenzja rozprawy doktorskiej pt.

“Biomolecular and elemental micro-analysis of the skeletal muscle in the quest of new tissue
markers of neuromuscular diseases.” wykonanej przez Panig Paule Kasprzyk pod kierunkiem
prof. dr hab. inz. Marka Lankosza w Katedrze Fizyki Medycznej i Biofizyki Wydziatu Fizyki i
Informatyki Stosowanej Akademii Gérniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie oraz
Pana prof. dr hab. med. Dariusza Adamka 2z Zakladu Neuropatologii Uniwersytetu

Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie.

Choroby mieéni, w ktérych dysfunkcja wynika z patologii samej komoérki miesniowej, nie
za$ uszkodzenia uktadu nerwowego, okresla sie ogélna nazwa miopatii. Miopatie stanowig
grupe schorzen tkanki mie$niowej o rdéznej etiopatogenezie, réznym przebiegu dysfunkcji
mie$niowej i zréznicowanym przebiegu klinicznym oraz konsekwencjach dla osoby dotknigtej

choroba.

Jedng z metod rozpoznawania tych schorzen jest biopsja migsni z oceng
histopatologiczng; nie zawsze jednak pozwala to na postawienie jednoznacznego rozpoznania.
Pomocne mogg by¢ wtedy zaawansowane metody wspétczesnej fizyki pozwalajace na oceng
subtelnych zmian pierwiastkowych i biomolekularnych w tkance mie$niowej, migedzy innymi
technika fluorescencji rentgenowskiej promieniowania synchrotronowego (SR-XRF), ktéra jest
rodzajem jako$ciowej i iloSciowej metody obrazowania rozkladéw przestrzennych
pierwiastkéw w probkach biologicznych oraz spektroskopia w podczerwieni z transformacjg
Fouriera (FTIR), pozwalajgca w badanych prébkach zobrazowa¢ réznice wynikajgce ze sktadu

biomolekularnego tkanek.

Ponadto, poniewaz zmiany pierwiastkowe jak i biomolekularne moga odzwierciedla¢
procesy biochemiczne zachodzace we widknach migéniowych, badanie ich na réznych etapach
rozwoju choroby moze prowadzi¢ do lepszego poznania patofizjologii tych zaburzen. Co wigcej,
analiza réznic obserwowanych w prawidtowych i/lub uszkodzonych tkankach moze wspoméc i

uzupehnic diagnostyke tych zaburzen.
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Tym cenniejsze sg wiec badania ukierunkowane na poszukiwanie takich wtasnie metod,
bedacych w przysztosci wsparciem/uzupeinieniem stosowanych w praktyce klinicznej metod
diagnostycznych. Praca doktorska Pani Pauli Kasprzyk pt. “Biomolecular and elemental micro-
analysis of the skeletal muscle in the quest of new tissue markers of neuromuscular diseases.”

wychodzi na przeciw tym oczekiwaniom.

Nalezy tutaj podkresli¢, ze praca ma charakter doktoratu interdyscyplinarnego i zostata
zrealizowana w Katedrze Fizyki Medycznej i Biofizyki Wydziatu Fizyki i Informatyki Stosowane;j
Akademii Gérniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie pod kierunkiem Pana prof. dr
hab. inz. Marka Lankosza oraz Pana prof dr hab. med. Dariusza Adamka z Zaktadu
Neuropatologii Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie, wybitnych

specjalistow o §wiatowej renomie w swoich dziedzinach.

Przedstawiona do recenzji praca Pani Pauli Kasprzyk stanowi przyktad dysertacji klasycznej

(monografii) o uktadzie przyjetym powszechnie dla dysertacji doktorskich.

Prace otwieraja streszczenia w jezyku angielskim oraz w jezyku polskim. Na kolejne czesci
rozprawy skladajg sie: wprowadzenie, zatozenia i cele badawcze, wstep, opis eksperymentow
zawierajacy przedstawienie metod i materiatu badawczego oraz narzedzi analizy statystycznej,
wyniki pomiaréw, dyskusja, wnioski, bibliografia oraz obszerny spis tabel i rycin. Praca w
catosci liczy 116 stron. Nalezy nadmieni¢, ze monografia zostala przygotowana w jezyku

angielskim.

Rozpoczynajgce prace streszczenia w jezyku angielskim oraz w jezyku polskim

przedstawiajg zwiezle i rzeczowo tresci zawarte w dysertacji doktorskiej.
We wstepie pracy Autorka krétko wprowadza czytelnika w temat w przystepny sposéb
przyblizajgc podstawowe pojecia i techniki wykorzystane w pracy doktorskiej.

Nastepnie Autorka przedstawia zalozenia i cele badawcze rozprawy doktorskiej, ktérymi

byto zbadanie zmian chemicznych i biomolekularnych zachodzacych w tkance migSniowe;j
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dotknietej procesem patologicznym, tj. miopatia i dystrofi3,; w poréwnaniu z tkanka
referencyjng, czyli tkankg mie$niowa, ktéra nie ‘wykazywata mikroskopowych cech
patologicznych.

W kolejnym rozdziale ,Background...” - wlasciwym wstepie - w pierwszej jego czesci
mozemy zapozna¢ sie z budowg strukturalng mieéni szkieletowych, najczestszymi chorobami i
zaburzeniami mieséni i uzasadnieniem wyboru tkanki do badan, zas§ w czesci drugiej - ,fizycznej”
przedstawiono podstawy teoretyczne X-ray Fluorescence Spectroscopy (XRF) oraz metody FTIR
- the Fourier transform infrared microspectroscopy. Ta cze$¢ dysertacji wskazuje na rzetelng
znajomo$¢ tematu badawczego i logiczng droge naukowa doktorantki, z ktérej wynikaja dalej

opisane badania, a takze dowodzi opanowania warsztatu prezentacji treSci naukowych.

W podrozdziale po$wieconym materiatlowi i metodom zaprezentowano obszernie
sposéb gromadzenia i kwalifikacji materialu oraz jego przygotowania i dalszej analizy. Prébki
tkanki mie$niowej pobrano chirurgicznie od 24 pacjentéw (13 mezczyzn i 11 kobiet) - 8 os6b z
dystrofia, 9 sklasyfikowanych jako miopatie i 7 przypisanych do grupy referencyjnej. Opisano
spos6b przygotowania preparatéw do badan histologicznych i spektrometrycznych,
szczegblowo uzasadniajgc wybér metody obrazowania tkanek, liczbe skanéw oraz
przedstawiono takze wynikajace z zastosowanych procedur ograniczenia. Opisano takze
wyczerpujgco zastosowane metody obrazowania. Nalezy podkreslic, ze zalet3 bylo
przeprowadzenie analiz tego samego materialu w réznych osrodkach europejskich, na réznych
urzadzeniach o réznej charakterystyce wigzek dobranych odpowiednio do zaktadanych celéw
oznaczen, a jednak pozwalajgcych w sumie na komplementarng ocene probek i uzyskanie

interesujgcych wynikow.

Bardzo ciekawy z punktu widzenia odbiorcy wynikéw takich analiz by, czesto
nieuswiadomiony przez nie-fizykéw fakt, ze pozyskiwanie wynikéw z probek wigze sig¢ ze
zniszczeniem lub co najmniej uszkodzeniem prébki badanej przy zastosowaniu niszczgcej
techniki SR-XRF, a takze FTIR, dlatego cenne jest, ze Autorka pokusila si¢ o ocene wptywu

uszkodzen radiacyjnych na tkanki prébki, a widma uzyskane przed i po ewentualnych
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uszkodzeniach przedstawita w cze$ci wynikowej pracy.

Warto takze podkre$li¢, ze do analizy danych uzyskanych podczas eksperymentéw
wykorzystano dedykowane oprogramowanie, a dane poddano analizie metodami
zaawansowane] statystyki wspartej specjalistycznym oprogramowaniem. Ponadto zwracajg

uwage bardzo czytelne i dopracowane ilustracje zamieszczone w monografii.

Z obowigzku recenzenta, nalezy tylko zwrdci¢ uwage na niefortunne uzycie stowa
,methodology” w tytule rozdziatu; lepszym bytoby uzycie np. stowa ,Methods”, co mam nadziejg

uwzgledni Autorka w przygotowywanych w przysztosci publikacjach.

Cze$¢ wynikowa jest bardzo obszerna, szczegdétowa, bogato zilustrowana wykresami
oraz dopracowana. Z przeprowadzonych badan wynika, ze istnieje réznica zaréwno w skiadzie
pierwiastkowym jak i biomolekularnym pomiedzy tkanka zdefiniowang jako grupa referencyjna,
a tkankami uszkodzonymi - grupg dystrofii oraz miopatii. Najwieksze réznice dla widkien
stwierdzono dla pierwiastkéw takich jak: P, K, Ca oraz Cr, jednak dla wszystkich analizowanych
pierwiastkéw mozna zauwazy¢ zmniejszenie ich zawarto$ci w grupie oséb z dystrofi3. W
przypadku pomiaréw sktadu biomolekularnego z wykorzystaniem FTIR zaobserwowano, ze
warto$¢ pola powierzchni netto pod analizowanym pikiem byta najwyzsza dla grupy z dystrofig
w poréwnaniu z pozostalymi dwoma grupami. We widknach hipertroficznych zaobserwowano
wyzszg zawarto$¢ biatka, natomiast we widknach atroficznych stwierdzono ponadto zmiang

tkanki miesniowej w kierunku sttuszczenia.

W kolejnej czesci dysertacji - dyskusji - doktorantka w oparciu o dane z piSmiennictwa
poddata analizie uzyskane wyniki wiasne i poréwnata z dostepnymi badaniami innych autoréw.
Wykazata znajomo$¢ dyskutowanych zagadnien oraz literatury tematu. Warto zaznaczy¢, ze
zaré6wno o$rodki, w ktérym doktorantka realizowata prace badawcza, jak i opiekunowie s3

uznanymi w Kraju i w §wiecie ekspertami w swoich dziedzinach.

Dyskusje wienicza wnioski, ktére wynikaja bezposrednio z zaloZonego celu pracy i s3

nalezycie uzasadnione przedstawionymi wynikami badan, a mianowicie:
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- na podstawie pomiaréw sktadu pierwiastkowego przeprowadzonych metoda SR-XRF -

stwierdzono obecno$¢ nastepujacych pierwiastkéow: Cl, K, P, S, Ca, Fe, Zn, Mn, Cu, Cri Br.

- wyniki analizy dyskryminacyjnej uzyskane dla wiékien wykazaty, Ze w rozréznianiu
wiékien okre$lanych jako grupa referencyjna od tych sklasyfikowanych jako wtékna dotkniete
zmianami patologicznymi, najwiekszg role odgrywa analiza zawarto$ci pierwiastkow takich jak
P,K, CaiCr.

- dla wszystkich analizowanych pierwiastkéw pole powierzchni netto pod pikiem byto

najnizsze dla grupy dystrofii w poréwnaniu do grupy miopatii i grupy referencyjne;.

- w przypadku pomiaréw skladu pierwiastkowego endomysium metoda SR-XRF mozliwe

byto oznaczenie takich pierwiastkow jak: Fe, Cu, Zn, Br i Rb.

- poniewaz warto$¢ pola powierzchni netto pod pikiem dla wszystkich analizowanych
pierwiastkow dla grup dystrofii i miopatii jest znacznie niZsza w poréwnaniu z grupg
referencyjng, moze to wskazywaé, ze pierwiastki te s3 metabolizowane i usuwane z tkanki

mieéniowej dotknietej procesami patologicznymi.

- w przypadku oceny skiadu biomolekularnego za pomoca FTIR mozna zauwazy¢, ze
warto$¢ pola powierzchni netto pod analizowanym pikiem byta najwyzsza w grupie dystrofii w
poréwnaniu z pozostatymi dwiema grupami. Wyzsza zawarto$¢ biatka mozna zaobserwowac we
widknach przerostowych, podczas gdy widkna zanikowe wykazuja konwersje tkanki

miesniowej w kierunku sttuszczenia.

- niewielkie réznice zaobserwowano w zmianach powierzchni netto pod pikiem dla
pasm odpowiadajgcych kwasom nukleinowym. Moze to wskazywad, ze struktury takie jak jadra

komédrkowe nie ulegajg rozkladowi podczas badanych proceséw chorobowych.

- w przypadku badania skiadu biomolekularnego endomysium najwigksze zmiany
powierzchni netto pod pikiem zaobserwowano dla pasm odpowiedzialnych za kwasy

nukleinowe i pasma ~1388 cm-1 odpowiedzialnego za kwasy tluszczowe.
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- wigzka promieniowania synchrotronowego o energii ~14 keV nie zmienia znaczaco

struktury biomolekularnej tkanki.

- analiza pierwiastkowa i biomolekularna bioptatéw miesni moze stanowi¢ potencjalne

uzupeinienie oceny histopatologicznej miesni.

Zatgczone w bibliografii piSmiennictwo obejmuje 61 wybranych pozycji, przedstawiajace
zaréwno pozycje uznane za klasyczne, jak réwniez wyniki ostatnich badan, siegajace do roku

2021, ktore zostalty prawidlowo zacytowane w rozprawie.

Zalaczony na koncu monografii spis rycin i zdje¢ jest obszerny, natomiast - poniewaz

ryciny i zdjecia s3 podpisane w tekScie pracy - w zasadzie nie jest on niezbedny w dysertacji.

Byloby natomiast wskazane, aby w czesci koncowej dysertacji Autorka zamiescita skan

zgody wiasciwej komisji bioetycznej na przeprowadzenie badan.

Podsumowanie

Przedstawiona mi do oceny praca jest oryginalnym, interdyscyplinarnym doniesieniem
naukowym. Dotyczy ciekawego zagadnienia z pogranicza Kkliniki i diagnostyki zmian
narzadowych, ktére Autorka prébuje zgtebi¢ metodami specyficznymi dla nauk podstawowych

poza-medycznych.

Nalezy stwierdzi¢, ze cel rozprawy doktorskiej zatozony przez badaczke zostat
zrealizowany, a przedstawiona rozprawa moze w przyszto$ci mie¢ praktyczne implikacje w
diagnostyce zmian o charakterze degeneracyjnym w chorobach mieéni i przyczynia sie do
rozwoju wiedzy w tym zakresie, chociaz jej stosowanie wymaga jednak wysoko specjalistycznej

aparatury oraz potwierdzenia na wiekszej grupie bioptatow.

Podsumowujgc, stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa przygotowana
przez Panig Paule Kasprzyk pt. “Biomolecular and elemental micro-analysis of the skeletal

muscle in the quest of new tissue markers of neuromuscular diseases.” pod kierunkiem Pana
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prof. dr. hab. inz. Marka Lankosza w-Katedrze Fizyki Medycznej i Biofizyki Wydziatu Fizyki i
Informatyki Stosowanej Akademii Gérniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica w Krakowie oraz
Pana prof. dr. hab. med. Dariusza Adamka z Zakltadu Neuropatologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szKolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2021 poz.478 ze zm.) i
dlatego przedkladam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk Fizycznych AGH w Krakowie wniosek o

dopuszczenie Pani Pauli Kasprzyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

p.0. K€rownik
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