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pt. ,Development of analytical approaches for molecular and fully Wydziat Bislogii
quantitative elemental micro-imaging of brain tissue with X-ray and infrared

radiation” i Nauk o Ziemi

Techniki mikroanalityczne sa coraz czgscie] wykorzystywane przez biologow
komarki, fizjologéw oraz patologéw do oceny stanu funkcjonalnego komérek i
tkanek a takze zmian, ktére zachodza w wyniku wptywu réznorodnych czynnikow
wewngtrznych (np. stany zapalne) i zewngtrznych (np. substancje toksyczne,
metale cigzkie). Ostatnie lata dostarczaja nam metod analitycznych, ktdre z
powodzeniem mozna stosowa¢ w hodowlach komorek i tkanek in vitro, biopsjach ~ Zakiad Bictogii
tkankowych pobieranych od pacjentéw lub zwierzat laboratoryjnych lub wrecz in _ o
situ. Te mozliwosci wynikaja z minimalizacji rozmiaréw i postepujacego wzrostu | BPrazewania Komérki
zdoinosci rozdzielczych instrumentéw, ktdre ze skali mikrometrycznej wnikaja

powoli w skalg nanometryczna. Juz nie tylko komorki i ich otoczenie mozemy

definiowaé pod katem wielu parametréw biologicznie waznych, ale obserwacje

prowadzimy w obrebie cytoplazmy czy jadra komérkowego. Nadal jednak

ogromng przeszkoda jest odpowiednie przygotowanie materiatu biologicznego do

prac doswiadczalnych a nastgpnie pomiaru fub obserwacji. Tutaj, zachowanie tzw.

stanu ,,za zycia” (ang. life-like state), w przypadku analiz biologicznych

materiatoéw utrwalonych, jest kluczem dla uzyskania informacji o stanie

funkcjonalnym tkanki, komérki lub jej organelli. Niestety, wiele artykutéow

pojawiajgcych sig nawet w bardzo dobrych czasopismach, obarczone sa blednie

zastosowang metodologia przygotowania zywych obiektow do uzytej techniki

pomiarowej. Inny problem, dotykajacy bardzo czgsto badaczy nauk biologicznych,

to ,,Slepe” wykorzystywanie instrumentéw bez zapoznania sie z ich mozliwosciami -

analitycznymi, artefaktami towarzyszacymi pomiarowi oraz wlasciwej interpretacii

wynikéw. Zaobserwowac¢ mozna dzisiaj ciekawe zjawisko polegajgce na

wymuszaniu przez producenta instrumentu takiego dziatania ze strony

uzytkownika, aby ten opierat si¢ wylacznie na ,,wszechwiedzacym”

oprogramowaniu. Tutaj, magiczny (najczesciej jeden) przycisk uruchamia pomiar a

po chwili dostarcza badaczowi tzw. ,,dokltadny” wynik.

instylut Zoologit

Mgr inz, Artur Surdwka wyszedt naprzeciw wspomnianym przeze mnie

problemom. Skupif si¢ na optymalizacji pomiaréw materialéw biologicznych

dwoma technikami spekiroskopowymi: rentgenowskiej mikroanalizie

fluorescencyjnej (ang. Fluorescence X-ray Spectroscopy; XRF) oraz

mikrospektroskopii podczerwieni z transformatg Fouriera (ang. Fourier Transform  30-387 Krakéw
Infrared Microspectroscopy; FTIRM). Celem nadrzednym bylo korygowanie ,
artefaktéw plynacych z topografii lub struktury wewnetrznej probki biologicznej, U Bronostajowa 3
ktorych obecnosé znaczaco zmienia wiasciwy tkance/komoérce obraz tel. 12 8B4 53 37

fax 12 BB4 50 49



rozmieszezenia i zawarto$ci pierwiastkéw (XRF) czy odezytanych ilodci frakeji
biatkowo-lipidowych (FTIRM). Ponadto, zastosowanie takich schematow
postgpowania w trakcie i po analizie materiatu, aby przyjety sposéb opracowania
otrzymanych widm mdgt by¢ dostosowany do typu tkanki i realizowany na licznej
ich grupie. Doktorant réwniez bardzo trafnie wybral metodologie przygotowania
tkanek do obserwacji i analiz biochemicznych, polegajaca na zamrazaniu prébki i
sublimacji zawartego w niej lodu w temperaturach ponizej 0°C (ang. freeze-
drying). Wplyw tego procesu na ostateczng grubo$¢ probki weryfikowat nastepnie

przy pomocy profilometru, aby ustali¢ rzeczywisty udziat struktury i skiadu
materiatu na ostateczny wynik pomiaru.

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Rozprawa doktorska liczy sobie 204 strony, tgcznie ze strong tytutows i

podzigkowaniami oraz znajdujacymi si¢ na koricu tekstu spisami rycin i tabel. Wydziat Biologii
Rozprawa napisana jest w j¢zyku angielskim a jedynie streszczenie otwierajgce
prace w jgzyku polskim. Napisana jest poprawnie, moze procz kilku literdwek jakie
znalaztem i drobnych uchybien zwiazanych najprawdopodobniej z dziataniem
skopiuj-wklej i automatycznym korektorem stéw (na stronie 119 pojawia sig
~hippopotamus” zamiast ,,hippocampus”). Muszg takze wspomnieé, ze rozprawa  Instytut Zeologii
doktorska jest praca naukowa i nie powinna zawiera¢ zwrotow, ktére czyta lub

styszy si¢ na co dzien, np.: get rid of, scale up, to account for i inne.

i Nauk o Ziemi

Autor, na poczatku rozprawy, przedstawia wykaz artykutéw stanowiacych prace Zakiad Bislegil
doktorska oraz pozostalych, opublikowanych lub bgdacych w recenzji. Musze _ _ o
podkreslié, iz wykaz 6w mile mnie zaskoczyt. Wszystkie pozycje dotyczace | Otirazowania Komérki
rozprawy (szes¢) zostaty opublikowane w liczacych si¢ czasopismach o wysokim

wspolczynniku oddzialywania, a jedna z nich czeka na recenzje. Oby dziatania

badawcze mtodych naukowcdédw koriczyly sie whasnie taki spisem publikacji przed

rozpoczgciem przewodu doktorskiego!

Wreszcie, spis tresci otwiera wlasciwe czgéei rozprawy. Wkradt sie tutaj drobny
biad, gdyz lista literatury rozpoczyna si¢ na stronie 170 a nie na 195. Praca zostata
podzielona na pi¢¢ duzych rozdzialdw, w ktorych kazdy zawiera wstgp, opis czgsci
eksperymentalnej oraz wyniki dyskutowane w oparciu o dostgpng literature.
Pozycji literatury znajdujemy az 287, co $wiadezy o doskonatym przygotowaniu
Doktoranta do realizacji postawionych przed nim zadan badawczych. Ta
imponujgca liczba zawiera w sobie takze prace z dziedzin nauk biologicznych,
ktére autor musiat opanowac, zrozumie¢ i odpowiednio przedyskutowac na bazie
otrzymanych wynikdw.

Ponadto, rozprawa zawiera 76 rycin, 7 tabel i 144 wzory ilustrujace otrzymane
wyniki oraz podstawy teoretyczne zastosowanych technik badawczych.

Czesé | rozprawy to wstgp ukazujacy problemy zwiazane z analiza materiatow
biologicznych metodami wybranymi przez Doktoranta, ale i ich mozliwosci
badawcze wzgledem szeroko pojetej tkanki nerwowej. Cele pracy sg jasno
okreslone. Ogdlnie mowiac — autor poszukuje skutecznej metodologii korygowania
uzyskanych wynikéw, aby otrzymane dane dokiadnie odzwierciedlaly stan
analizowanych neuronéw i ich otoczenia a w konsekwencji, mogly stac sig
efektywnym narzedziem diagnostycznym zmian zachodzgcych w tkance nerwowe;.

. C e 3G-387 Krakéw
Czesé 1T wprowadza czytelnika w teoretyczne podstawy wzbudzania 1 emisji

promieniowania X oraz jego oddziatywania z materia biologiczng. Autor ul. Gronostajowa 9
podejmuije si¢ oceny wplywu grubosci analizowanej tkanki nerwowej (konkretnie
istoty czarnej) na intensywno$¢ emitowanego promieniowania X tel. 12 664 53 37

fax 12 664 50 98



charakterystycznego dla pierwiastkéw biologicznie waznych (ij. P, S, Cl, K, Fe, Cu

1 Zn). Wskazuje, kiedy mozna tkank¢ nerwowa, przygotowang metodami UNIWERSYTET
zamrazania-suszenia, traktowac jako cienkg warstwe, posredniej grubosci lub JAGIELLONSKI
gruba. Znajomos¢ owych granic pozwala dalej na stosowanie (badz nie) W KRAKOWIE

odpowiednich poprawek na absorpcje promieniowania X. Jest to niezwykle wazny
clement pracy, ktéry moze wskaza¢ kolejnym badaczom kiedy, w jakich
warunkach analitycznych i z jakim materiatem powinni rozwazaé korygowanie
otrzymanych wynikdw.

W tym fragmencie (jak i w kolejnych) unikatbym stowa ,,sample morphology”.

Raczej stosowatbym wyrazenie ,,sample structure”, gdyz nie tylko zewnetrzna

czes¢ (morfologia) ma wplyw na mierzone intensywnosci, ale cala wewnetrzna o
struktura tkanki réwniez (anatomia)! Opis do wzoru (19) zawiera drobny blad, Wydziat Biologii
gdyz ,,mass density of the sample” i ,,sample electron density” sg jednakowo
oznaczone. Kilka podobnych niedociagnigé mozna znalezé w niektorych wzorach
oraz ich opisach, ale nie umniejsza to ich wartosci dla zrozumienia dalszych tresci

pracy.

Za niezwykle cenne uwazam wykorzystanie pomiaréw grubosci tkanki nerwowej
po procesic mrozenia-suszenia. Autor wskazuje na niemal 80% redukcje grubosci
tkanki nerwowej suchej wzgledem nominalnie cigtej w formie, jak mniemam,
uwodnionej-zamrozonej! Cheiatbym jednak dowiedzie¢ sie, czy podobny pomiar  Zakfad Biologii

zostat wykonany w niskiej temperaturze, wlasnie dla skrawkdw zamrozonych- ) , o
uwodnionych? Czy grubo$é nominalna 20 pm, to faktycznie 20 pm?  Obrazowania Komdrki

i Nauk o Ziemi

instytut Zoologii

Zastosowanie korekcji zmian masy powierzchniowej (g/cm?) analizowanych
materiatow biologicznych na podstawie intensywnosci rozpraszania Comptona i
transmisji promieniowania X charakterystycznego dla serii K, krzemu (Si) wydaje
si¢ by¢ trafnym wyborem. Autor wskazuje, ze bazowanie wylacznie na wzorcu
zewnetrznym podezas obliczen ilosciowych pierwiastkéw nie musi byé poprawne,
jako ze sam wzorzec moze réznic sig od materiatu eksperymentalnego masa
powierzchniows. Zgadzam sig z tym, jako ze podobny problem istnieje w
mikrowigzkowej analizie elekironowej i nie zawsze otrzymane zawartosci zgadzaja
si¢ z wzorcowymi. Totez biolodzy najczeSciej sklaniaja si¢ ku metodzie Peak-to-
Background (P/B, szczytu emisyjnego do tla), gdzie znosi ona (czesciowo) efekty
zwigzane z natgzeniem wigzki elektronowej, topografia materiaku oraz roznicami w
Jjego masie powierzchniowej. Ten sam skutek moze dotyczy¢ uzycia intensywnosci
rozpraszania Comptona jako tla. Warunek jednak jest taki, aby swoim sktadem i
topografig probka nieznana przypominata uzyty do obliczenia zawartosci
pierwiastkéw wzorzec. W jakim zakresie ma ona by¢ podobna do wzorca? Nadal
nie wiemy.

Wigcej korzysei korekeyjnych powinni$my mie¢ z wyznaczonych przez
Doktoranta zaleznodci pomigdzy gruboscia tkanki nerwowej i transmisja
promieniowania X dla Si K. Tutaj bowiem, jesli tylke wspomniana zalezno$é jest
liniowa, a takg przedstawia autor na rycinie 13, to wyznaczenie stopnia absorpcji
promieniowania X dla poszczegélnych pierwiastkdw biologicznie waznych, w
okreslonym punkcie preparatu, powinno da¢ pewna elastyczno$é w ocenie

zawartosci pierwiastka. 30-387 Krakéw

Doktorant pokusit si¢ o lokalne zdefiniowanie masy powierzchniowej materiatu _
biologicznego w oparciu o zmiany fazy monochromatycznej i spojnej wiazki ul. Gronostejowa 9

promieniowania X transmitowanej przez skrawek tkanki nerwowej (ang. X-ray tel. 12 684 53 37

fax 12 B84 50 89



Phase Contrast Imaging). Réwnoczesnie, otrzymywat obrazy struktur tkanki, ktére
doktadnie dopasowat do obrazow uzyskanych mikroskopig swietlna. Jest to o tyle
cenne, ze nie zmusza badacza do spekulacji czy aby miejsce analizy jest
poszukiwang strukturg, np. komorka, czy tez ztogiem tkanki tgcznej, czy wreszcie
artefaktem pochodzacym z wadliwego przygotowania materiatu biologicznego.
Korygowanie map rozmieszczenia pierwiastkow biologicznie waznych w
powyzszy sposéb uwidocznito znaczace réznice (na obrazach) w intensywnosciach
rejestrowanych kwantéw promieniowania X, szczegélnie w przypadku
pierwiastkow o malej liczbie atomowe;j (tutaj CI; rycina 23). Patrzac jednak na
mapy rozkladu pierwiastkéw mozna by¢ nieco zdezorientowanym, gdyz skale na
mapach korygowanych i nickorygowanych réznia si¢ migdzy soba zakresem (Fe i
Cu).

Wreszcie, mgr Artur Suréwka wykorzystat potaczone obrazowanie tkanki
nerwowej (ang. Scanning Transmission X-ray Microscopy) z rejestracjg dyfrakcji
promieniowania X na strukturach o odmiennej masie powierzchniowej {ang.
Small-Angle X-ray Scattering; SAXS). Jej uzycie potwierdzilo wezesniejsze
obserwacje technika XPCI o znaczacej réznicy w wartosciach tegoz parametru
pomiedzy rejonami zajmowanymi przez neurony i wypustki nerwowe. Pomocna
byla rejestracja dyfrakcji w identyfikacji mniejszych niz neurony obiektéw
obecnych w tkance 1 wykluczenie ich komdrkowego charakteru. Tutaj, obraz
dyfrakcyjny wskazuje na obecnod¢ zmineralizowanych struktur, co wspomozone
widmem rentgenowskim umozliwia jakosciowg ocene obecnych w nich
pierwiastkow. Niestety, zabraklo mi takiego posumowania powyzsze]j czesci pracy,
ktére wskazywaloby na wady i zalety przedstawionych metod korekeyjnych. Ktora,
zdaniem doktoranta, bylaby optymalng metoda dla w pelni ilosciowych analiz
sktadu pierwiastkowego materiatléw biologicznych?

Czgs¢ I rozprawy doktorskiej dotyczy wykorzystania spektroskopii oscylacyjnej
absorpcyjnej, a konkretnie spektroskopii w podczerwieni polaczonej z metodami
fourierowskimi. Autor dostarcza czytelnikowi najwazniejsze informacje dotyczace
oddzialywan promieniowania podczerwonego z materia, zasady dzialania
interferencyjnego spektrometrn fourierowskiego oraz sposobéw opracowania
otrzymanych widm. Przedstawione zostajg zagadnienia zwigzane z rozdzielczoscig
metody tak w skali widmowej (rozdzielczos¢ spektralna), jak i przestrzennej
obrazu. Jest to o tyle cenne, iz ujawnia mocne i slabe strony metody, co w
przypadku materiatéw biologicznych ma kolosalne znaczenie dla interpretacji
otrzymanych wynikow. Jest to widoczne w przedstawionych na stronach 102-103
widmach (rycina 39 i 40), gdzie liczba szczytéw absorpcyjnych oraz ich wzajemne
pofozenie nie pozwala w sposéb jednoznaczny ich rozdzieli¢. Trafnym bylo zatem
zastosowanie wzorcowych widm biatek przedstawionych w Tabeli 2,
wprowadzenie pochodnej widma dla jednoznacznej identyfikacji szezytéw
absorpcyjnych oraz oceny dopasowania widma eksperymentalnego do widm
wzorcowych na podstawie wspdlczynnika korelacji Pearsona (rycina 42). Dzigki
temu interpretacja poszczegdlnych elementéw widmowych otrzymata okreslony
poziom ufnosci, kiéry przy ocenie zmian powinien by¢ brany pod uwagg.
Szczegdlnie dotyczy to frakgji struktur zwrotnych B (B-turns) oraz form
nieustrukturowanych (random-coils), gdzie warto$¢ wspotczynnika korelacjs jest
nieistotna statystycznie.

Zwrbcenie uwagi doktoranta na problemy wynikajace z natury analizowanego
materialu uwidaczniaja sic podczas omawiania czynnikéw wprowadzajgcych do

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydzial Biologii

t Nauk o Ziemi

Instytut Zoalogii

Zaklzad Biologii

i Obrazowania Komorki

30-387 Krakéw
ul. Gronostajowa 9
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widm artefakty zwigzane z falg stojacg pola elektrycznego (ang. electric field

standing wave artifact) oraz rozpraszaniem $wiatla na czasteczkach sferycznych UNIWERSYTET
(tzw. rozpraszanie Mie). Stopient wpltywu owych artefakiow przedstawione zostaja JAGIELLONSKI
odpowiednio na rycinach 35-37 a zastosowane z powodzeniem podczas W KRAKOWIE

korygowania widm otrzymanych z analiz ztogow amyloidowych mézgowia myszy

bedacych modelem choroby Alzheimera. Autor podejmuje wige skrupulatny

przeglad widm FTIRM polegajacy na korygowaniu tla, ich normalizacji (by

poming¢ wplyw topografii probki), az wreszcie dopasowaniu do wybranych

szczytéw absorpeyjnych krzywych Lorentza wspomozonych algorytmem

nieliniowym Levenberga-Marquardta. Opracowuje kod, ktéry automatycznie

wykonuje powyzsze czynnosci dla otrzymywanych widm, To sprawia, iz wartosci

netto mierzonych intensywnosci absorpcji mogg by¢ ekstrahowane z kilkuset widm  wydziai Biologii
i pordéwnywane miedzy sobg. Ponadto, doktorant wykorzystuje sztuczne sieci

neuronalne, aby otrzymana informacja ze szczytéw absorpeyjnych byla minimalnie  Nauk o Ziemi
obarczona bledem.

Metodologi¢ dopasowania krzywych do szczytéw absorpcyjnych, w formie

zautomatyzowanej, wykorzystal doktorant podczas szacowania sktadnikéw instytut Zoolegii
biatkowych i lipidowych tkanki nerwowej we wczesnych stadiach rozwijajacej sie
choroby Parkinsona. Tutaj réwniez przedstawit skuteczno$¢ procedury
normalizacji widm, aby znaczgco obnizy¢ ich zmienno$¢ wynikajaca z topografii
analizowanej tkanki (rycina 43). Ma to o tyle istotne znaczenie, gdyz celem
nadrzednym analiz byto ujawnienie subtelnych zmian w drugorzedowych i Obrazowania Komérki
strukturach biatek pasma amidu | oraz stopnia nasycenia i nienasycenia lipidow

zawartych w pasmie drgan rozciggajgcych CH. Modelem rozwijajacej si¢ choroby

Parkinsona, byly samce szczuréw Wistar. Autor postawit tutaj ciekawa hipoteze,

bazujac na przeslankach o zwiazku fizjologiczno-biochemicznym pomigdzy jadrem

ruchowym nerwu blednego a elementami ukiadu dopaminergicznego mézgu.

Zatozyl, ze nerw bledny chronicznie stymulowany impulsami elektrycznymi

spowoduje zmiany w uktadzie molekularnym struktur dopaminergicznych, takich

jak obszary pola brzusznego nakrywki (area tegmentalis ventralis), prazkowia

(striatum) wraz z jadrem potiezacym (nucleus accumbens) oraz istoty czarnej

(substantia nigra). W konsekwencji rozpocznie si¢ kumulacja degeneracyjnych

- zmian ww. obszardw, typowych dla rozwijajacego si¢ parkinsonizmu a ich

ujawnienie technika FTIRM moze by¢ krokiem do stosunkowo prostego

identyfikowania zmian chorobowych w tkance nerwowej. I rzeczywiscie, tak

udziat poszczegolnych struktur drugorzedowych biatek, jak i stopien nasycenia

lipidéw okazaly si¢ by¢ statystycznie istotne w niektérych miejscach mézgu

pomiedzy grupa zwierzat drazniona impulsami elektrycznymi i grupa kontrolna.

Ponadto, niektdre wyniki wskazujg niesymetrycznosé owych zmian, jesli pod

uwage wezmie si¢ prawa i lewa péltkule mézgu. Nie bede ukrywal, iz

prezentowane na stronie 109, 113 i 116 wykresy stupkowe (rycina 44, 47 i 50) s3

jednak dla mnie malo czytelne. Liczba oznaczen statystycznie istotnych réznic w

obrgbie grup eksperymentalnych (draznione — kontrolne), pétkul (lewa — prawa)

oraz oznaczenia wzrostu lub obnizenia si¢ warto$ci analizowanych frakeji

lipidowych i bialkowych maskuja przekaz otrzymanych wynikow. Jesli zmniejsza

si¢ jakas warto$¢ w stosunku do drugiej a obie sg zestawione tuz obok siebie, to

wprowadzania strzalki w dot nie ma wiekszego sensu. Wystarczy zaznaczy¢ 30-387 Krakéw
zmiang istotna statystycznie. Ponadto, jesli zaprezentowano wylgcznie polozenie
sredniej wartosci wraz z jej odchyleniem standardowym/bledem standardowym dla
danych z kontroli, to w takiej samej formie powinny by¢ wartosei z grupy tel 13 6B4 53 37

Zakiad Biologii
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eksperymentalnej. Tymezasem pojawia sie stupek, dodatkowo Znaczony
odmiennym kolorem, ktéry na pierwszy rzut oka sugeruje obecno$é jeszcze jednej
sredniej! Zreczniej byloby przedstawienie na osobnych wykresach wynikéw
odpowiadajgcych testowariym hipotezom, czyli 1) jakie zmiany spowodowato
draznienie nerwu biednego oraz 2) jak owe zmiany ujawniaj sie w pétkuli prawej i
lewe;.

Mam jeszcze jedng uwage dotyczaca interpretacji wynikéw jako istotnych
statystycznie, kiedy autor rozpatruje zmiany we frakcji struktur zwrotnych B (B-
turns) pomigdzy grupami eksperymentainymi i pétkulami. Czy rzeczywiscie
zasadnym jest analiza tychze, jesli jako$¢ dopasowania otrzymanych widm do
widm biatek zawartych w Tabeli 2 jest nieistotna? Nie zgadzam sie réwniez ze
stosowaniem wyrazen fypu ,,staba istotna korelacja” (strona 104). Moim zdaniem
albo jest ona statystycznie istotna, albo nie.

Drugim zadaniem badawczym, zblizonym do poprzedniego, byta proba wykazania
skutecznosci metodologii dopasowywania krzywych do widm absorpcyjnych
biatek 1 lipidéw otrzymanych ze zlogéw amyloidowych, obecnych w tkance
modzgowia myszy bedacych modelem choroby Alzheimera. Tutaj réwniez
najwyzszg skutecznos¢ procedury dopasowywania otrzymano dla frakcji a-helis,
nastepnie P-kartek i form nieustrukturowanych. Znowu, frakcja struktur zwrotnych
B okazafa si¢ nie by¢ skorelowana z widmami wzorcowymi bialek.

Efektem powyzszych analiz widmowych bylo przedstawienie w formie mapy
rozmieszczenia poszezegolnych frakcji drugorzedowych biatek w ztogach i w ich
najblizszym sasiedztwie. Wyniki wskazuja na znaczgcy udziat form B biatek w
rdzeniu zlogu amyloidowego przy nieznacznym udziale form a-helikalnych.
Dodatkowa analiza map pokazata, iz wszystkie ztogi cechuje bardzo podobna
konstrukcja biatkowa. Majgc do dyspozycji dane spektrometryczne w zakresie
absorpgji podezerwieni w pasmie lipidéw, Doktorant w bardzo ,,zgrabny” sposdb
prezentuje zwigzek pomigdzy strukturami drugorzedowymi biatek a formami
lipidéw w ztogach amyloidowych i ich sasiedztwie. Dzigki temu dowiadujemy sie,
iz wzrost frakeji B biatek pocigga za sobg wzrost form
fosfolipidowych/fosfodiestrowych, natomiast znaczace obnizenie si¢ ilosci form
nienasyconych oraz utlenionych lipidéw. Autor wskazuje wige, ze ztogi nie
zawieraja lipidéw utlenionych a raczej przewaza w nich material biatkowy. Wyniki
sa bardzo dojrzale, ostroznie interpretowane co w naukach biologicznych jest
niezwykle wazne; Autor nie stara sie spekulowad. Sugeruje natomiast prowadzenie
rownoleglych eksperymentéw, pomiardw, barwien histologicznych, aby
proponowane w literaturze przestanki i wlasne dane wlasciwie wytlumaczy¢.

Muszg jednak skomentowac, a raczej zapytac, o dos¢ osobliwy opis ryciny 58
(strona 129). Rycina b pokazuje stopien korelacji pomiedzy analizowanymi
warto$ciami ujawniajac wspdfczynnik Pearsona -0,68 (p=0,13). Wartos¢ p sugeruje
brak korelacji, podczas gdy w tekscie opis wskazuje na jej obecnos¢ (strona 128).
Rycina ¢ za$ odwrotnie — opisana zalezno$¢ jest uznana za nieistotng statystycznie
(strona 129), podczas gdy warto$¢ wspélezynnika Pearsona wynosi -0,82 a p=0,04,
a wiec ponizej poziomu ufnosci.

Kolejne zagadnienie przestawione w rozprawie to proba wykorzystania a zarazem
testowania metody bazujgcej na sztucznych sieciach neuronalnych do jeszeze
doktadniejszego szacowania ilosei poszezegdlnych frakeji biatkowych i lipidowych
w tkance nerwowej. Tym razem modelem byly glejaki o réznym pochodzeniu i
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stopniu zaawansowania. Koncowo, rozwikianie rozktadu poszczegdlnych struktur
drugorzedowych biatek w zmienionej tkance mogloby przyczyni¢ si¢ do szybkiego
i efektywnego definiowania typu glejaka a co za tym idzie, odpowiednich dla
pacjenta terapii przeciwnowotworowych. Wykorzystanie sztucznych sieci
neuronalnych do ekstrakeji udzialow form biatkowych okazato sie trafnym
wyborem. Doktorant wykazal, ze z ich pomoca, w oparciu o szereg znanych widm
bialek (wzorcowych), zawartosci poszczegoinych struktur drugorzedowych w
materiale eksperymentalnym mogg by¢ znacznie skuteczniej odczytane. W tym
przypadku osiagnigto korelacje siegajace wartosci 0,96-0,99! pomiedzy udziatami
a-helis, B-kartek, struktur zwrotnych B w materiatach wzorcowych i
eksperymentalnych.

Odnosze wrazenie, ze wlasnie taka metodologia pomogta w sprawnym rozdziale
poszczegdlnych typow nowotworowych na podstawie analizy struktur biatkowych
drugiego rzedu. Zastosowana przez doktoranta liniowa analiza dyskryminacyjna
(LDA) doskonale to uwidocznita, segregujac glejaki pod wzgledem stopnia ich
zaawansowania, postaci histopatologicznej oraz pochodzenia —
oligodendrytycznego lub astrocytarnego. Cel zatem zostat osiagniety!

Wreszcie w czesei IV przedlozonej rozprawy doktorskiej, odnajdujemy probe
polaczenia obu technik analitycznych — mikrospektroskopii podczerwieni z
transformatg Fouriera (FTIRM) i fluorescencyjnej spektroskopii rentgenowskiej
(XRF) do szacowania odpowiednio zmian skfadu lipidowo-biatkowego oraz
pierwiastkowego w starzejacych sie mézgach ludzi, a konkretnie zmian w obrebie
istoty czarnej, rejonu dopaminergicznego mézgu. Ponownie, Autor skoncentrowat
si¢ na udziale nasyconych { nienasyconych form lipidow w budowie struktury
komérek oraz neuropilu istoty czarnej. Ocenit rozklad procentowy
drugorzedowych struktur biatkowych w neuronach i neuropilu — a-helis, B-kartek,
struktur zwrotnych B i form nieuporzadkowanych (nieustrukturowanych). Ponadto,
rozpatrzono zmiany stosunku obu zwiazkéw biologicznych w ww. czesciach istoty
czarnej. Pomiary FTIRM wskazuja, iz catkowity poziom biatek obniza si¢ wraz z
wickiem w komoérkach tworzacych tkanke pozostajge niezmiennym w obszarze
neuropilu. Zmiany dotycza konformacji helikalnych biatek (wzrost) na niekorzys$é
struktur B biatek. Konformacje -zwrotne oraz formy nieuporzadkowane zdaja sig
wymienia¢ pomig¢dzy komoérkami a neuropilem, gdyz ich obnizenie w neuropilu
skutkuje wzrostem w neuronach (struktury zwrotne p) lub odwrotnie (formy
nieuporzadkowane, nieustrukturowane). Stosunek zawartosci lipidéw do biatek
natomiast wskazat na znaczacy jego wzrost w komoérkach przy obnizeniu jego
wartodci w obszarach okotokomédrkowych. Swiadezyé to moze o réwnoczesnej
degradacji sktadnikow bialkowych neurondw oraz lipidowych neuropilu, a wiec
powolnej degeneracii tkanki.

Pragne nadmieni¢, iz ta czes¢ rozprawy mile mnie zaskoczyla juz na samym
poczatku lektury. Trafnie zwrécono bowiem uwage, iz materiat otrzymany od
zmartych moze byé mocno obarczony redystrybucia pierwiastkdw oraz degradacja
biatek/lipidéw zwigzang ze zmianami posmiertnymi. Totez, oceniono skiad
pierwiastkowy, lipidowy oraz biatkowy post mortem, w szerokim przedziale
czasowym — od 20 do ponad 90 godzin po $mierci dawcdw. Brak istotnych zmian
wykluczyl obserwacje artefaktow wynikajacych z degradacji/zmiany chemizmu
skladnikéw budujgcych tkanke nerwowa. Jednak watpliwosci pozostaja w stosunku
do tzw. jonow pierwiastkéw ,ruchliwych”, swobodnie przemieszczajacych sie
pomigdzy blonami komorek martwych, tj. K oraz Cl. Zwykle, zmiany
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apoptotyczne lub nekrotyczne w komérkach szacuje si¢ technikami
mikrowigzkowymi na podstawie stosunku K/Na. Jesli wartoé owego stosunku jest
duza, przypuszcza sig, iz kondycja metaboliczna komérki jest zréwnowazona —
komérka jest zywa. Mata warto$¢ K/Na z kolei, to rozpoczecie proceséw
programowane] $mierci lub nekrozy komérki. Zmiany w przepuszczalnosci blon
biologicznych wyréwnujg asymetryczny rozklad jonéw K i Na. W przypadku
analiz technikg SRXRF, odczyt intensywnosci promieniowania X
charakterystycznego dla Na jest utrudniony, stad brak danych w przedstawionej do
oceny rozprawie doktorskiej. Tkanka nerwowa nalezy do grupy tzw. tkanek
wysokopobudliwych, ktérych komoérki, zwlaszcza neurony, sg niezwykle wrazliwe
na braki tlenowe czy weglowodanowe. Smiem twierdzié, réwniez na podstawie
literatury, Ze zmiana srodowiska zewnatrzkomdrkowego tuz po ustaniu akeji serca
rozpoczyna w ciggu kilkudziesigciu sekund procesy prowadzace do degradacji
neuronow. Inne komérki, np. hepatocyty, sa w stanie utrzymywaé asymetrie blon i
ich pOtprzepuszezalnosé jonows przez kilkanascie minut a komérki naskorka przez
wiele godzin od ustania krazenia.

Bardzo zatuje, ze autor nie pokusit sig 0 wykonanie analiz statystycznych
ujawniajgcych réznice pomigdzy piciami w badanej probie. Nie jest wykluczone,
ze takie roznice mogg istnie¢. Zasadniczo, podczas niemal wszystkich do$wiadczen
na zwierzgtach wybiera sie jedng ple¢ reprezentatywng dla charakteru
eksperymentu i jego celu. Wezedniej, takie wiladnie podejscie trafnie zastosowano,
wykonujac stymulacje nerwu blednego wylgeznie w obrebie grupy samcow.
Wyklucza to zmiennosci wynikajace chociazby z cyklu owulacyjnego, gdzie
zmiany hormonalne moga pociggaé za sobg zmiany parametréw interesujacych
badacza. Nic jednak straconego, jak sadze doktorant ma nadal dostep do danych
zrodlowych i wykonanie takiej analizy nie powinno by¢ klopotliwe.

| moze jeszcze drobne dwie uwagi, a mianowicie: w tabeli 5, strona 149 warto
umiesci przy MDL (minimum detection limit) jednostke w jakich jest mierzone. Na
stronach 151 i 161 autor niepotrzebnie dyskutuje zmiany, ktérych nie ma pomiedzy
grupami, gdyz analiza statystyczna nie wykazata roznic statystycznie istotnych
pomiedzy otrzymanymi wynikami.

Cze$¢ V rozprawy jest zbiorem wnioskow jakie ptyna z przeprowadzonych
pomiaréw XRF i FTIRM. Ale jak wspominalem wyzej, warto byloby wskaza¢,
ktora z metod korekeyjnych w przypadku XRF i ktéra w przypadku FTIRM daje
najlepsze rezultaty odpowiednio, w ilosciowej analizie pierwiastkow oraz
okresleniu frakcji struktur drugorzedowych bialek i form lipidowych w materiatach
pochodzenia biologicznego.

Podsumowiujac, pomimo kilku drobnych uwag, pytan i komentarzy, rozprawe
doktorska Pana mgr. inz. Artura Dawida Suréwki oceniam jako bardzo
wartosciows, szczegllnie dla biologow i przysztych vzytkownikéw powyzszych
metod. Doktorant wlozyt wiele trudu w przeprowadzenie ogromnej liczby
pomiaréw, doswiadczen przy zastosowaniu réznych, dos¢ skomplikowanych
metod, wymagajacych wysublimowanego sprzetu. Ponadto, Doktorant musiat sig
zapoznaé z literaturg z dziedzin biologicznych i medycznych, co nie jest fatwe, jesli
na co dzien nie pracuje si¢ z materialem biologicznym.

Biorac pod uwage powyzsze stwierdzam, ze rozprawa doktorska speinia warunki
okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytuie
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852
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oraz z 2015 r. poz. 249 i 1767). Wnosze wigc do Wysokiej Rady Naukowe]
Wydziatu Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii Gorniczo-Hutniczej im.
Stanistawa Staszica w Krakowie o dopuszczenie Pana mgr. inz. Artura Dawida
Suréwki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, z calg
odpowiedzialno$cia stawiam wniosek o wyréznienie przediozonej do recenzjt
rozprawy doktorskiej.

dr hab. Grzegorz Tylko
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