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Opinia o rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry Wandzilak pt.:

Selected chemical elements as potential indicators of cancerous brain tissue

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Aleksandry Wandzilak poswigcona jest
wykorzystaniu  wybranych metod z zakresu spekiroskopii rentgenowskiej do badania
konecentracji pierwiastkow sladowych w tkankach moézgu ludzkiego w celu poréwnania ich
zawartosci i rozkladow w tkankach nowotworowych i zdrowych. Badania te maja wielkie
znaczenie fundamentalne, gdyz pozwalajg poszerzyc¢ istniejacg wiedz¢ na temat biochemii
procesow tworzenia nowotworow mozgu, jak rowniez duze znaczenie praktyczne w aspekceie
medycznym. Opisane w rozprawie badania majaq charakter wieloaspektowy i prowadzone
byly w sposob mozliwie systematyczny. Dotycza one kilku rodzajow nowotworu mézgu o
roznych stopniach zlosliwosci. badane sq koncentracje. rozklady i stan chemiczny kilku
pierwiastkow sladowych. w badaniach stosowane byly rézne metody badawcze z zakresu
spekiroskopii rentgenowskiej, a otrzymane wyniki analizowane byly wieloaspektowo stosujac
zaawansowane metody statystyczne. Podejscie takie umozliwito, mimo zlozonej natury
problematyki. uzyska¢ wiele interesujacych informacji o roli badanych pierwiastkow w
procesiec powstawania nowotworoéw mozgu. Dobrym tego przykladem jest opisana w
rozprawie mozliwos¢ klasyfikacji histopatologicznej nowotworéw mozgu na podstawie
zbadanych zawartosci i rozkladow pierwiastkow sladowych. Badania opisane w rozprawie sa
dobrym przykladem intensywnie rozwijajacej si¢ fizyki medycznej, gdzie trudne zagadnienia
z zakresu medycyny (nowotwory mozgu) probuje si¢ rozwiazywaé stosujge nowoczesne

metody badaweze z zakresu fizyki.

Waznym aspekiem rozprawy doktorskiej Pani Aleksandry Wandzilak jest kompleksowe
podejscie do problemu badania eksperymentalnego koncentracji pierwiastkow sladowych w
tkankach moézgu poprzez stosowanie réznych nowoczesnych metod badawezych z zakresu
spektroskopii rentgenowskiej wykorzystujac mikrowigzki promieniowania synchrotronowego
lub protonow. Nalezy zaznaczy¢. ze male rozmiary stosowanych mikrowiazek. bedace w

zakresie od 1x1 um® (PIXE) do 2x4 um” (XRF), umozliwialy szezegolowe badanie metoda



fluorescencji rentgenowskiej obserwowanych struktur w tkankach moézgu. Przedstawione
badania prowadzone byly metodami rentgenowskiej analizy fluorescencyjne na mikrowiazce
promieniowania synchrotronowego (uXRF). rentgenowskiej analizy emisyjnej na
mikrowigzce protonow (UPIXE). metodami krawedziowej (XANES) i ponadkrawedziowej
(EXAFS) absorpcji rentgenowskiej na wigzce promieniowania synchrotronowego oraz
skaningowe] transmisyjnej mikroskopii  jonowej (STIM) na mikrowigzce protonow.
Przytoczone eksperymenty przeprowadzone byly w czolowych osrodkach badawczych w
Europie dysponujacymi zrodlami promieniowania synchrotronowego (Diamond Light Source
(DLS) w Didcot w Wielkiej Brytanii. DORIS-III w HASYLAB/DESY w Hamburgu w
Niemezech i European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) w Grenoble we Francji) oraz w
Instytucie Josefa Stefana w Ljubljanie w Slowenii posiadajacym akeelerator typu tandem
wytwarzajacy mikrowigzke protonéw. Nalezy podkreslic. ze oslrod’ki te posiadajg dobrze
rozwinietq infrastrukture badawcza, wraz z metodami akwizycji i analizy danych, do
prowadzenia badan przedstawionych w rozprawie. Warto rowniez odnotowaé. ze badane
probki tkanek moézgu wymagaly stosowania specjalnych kriogenicznych technik
preparacyjnych. c¢o wymuszalo 2z kolei zbadanie wplywu dzialania mikrowigzek
promieniowania X lub protonéw na koncentracje pierwiastkow sladowych w badanych

probkach.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Aleksandry Wandzilak zatytulowana “Selected chemical
elements as potential indicators of cancerous brain tissue™ przygotowana zostala pod opieka
naukowa prof. dr. hab. inz. Marka Lankosza na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej
AGH w Krakowie. Rozprawa, napisana w jezyku angielskim i liczaca 116 stron, opisuje
wszystkie istotne aspekty prowadzonych badan. w tym poza wstgpem. szeroko opisane
aspekty biologiczne rozprawy, podstawy teoretyczne stosowanych metod badawczych, opis
aparatury 1 metodologi¢ pomiarow oraz wyniki pomiarow wraz z dyskusja. gdzie
prezentowane sa glowne rezultaty badawcze rozprawy. Rozprawe zamyka podsumowanie
(nie ujgte w spisie tresci!) oraz obszerny spis cytowanych prac liczacy 107 pozycji. Uktad
rozprawy Jest wlasciwy. uwzgledniajacy wszystkie aspekty prowadzonych badan. Nalezy
zaznaczyC¢ ze zwigzle opisanie przeprowadzonych badan nie bylo latwym zadaniem dla
autorki biorac pod uwage wieloaspektowosé opisanych badan (kilka typow nowotworéw o
roznych stopniach zlosliwosci. wiele analizowanych —pierwiastkow, kilka metod
pomiarowych i aspektow analizy danych). Z tego skomplikowanego zadania autorka

wywigzala si¢. w mojej opinii. bardzo dobrze. Pewna niedogodnoscia redakcyjna rozprawy
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jest zbyt uproszczony sposob opisywania rysunkéw, gdzie o istotnych informacjach
dotyczgcych przedstawianych wynikow nalezy wnioskowaé z kontekstu, np. rozdzialu lub
podrozdzialu. a nie na z podpisu do rysunku. Przykladem moze by¢ ciagla watpliwosé
czytelnika: wyniki XRF czy PIXE? Z kolei godnym odnotowania jest fakt. ze rozprawa

napisana zostala poprawnie w jezyku angielskim.

Przedstawione w rozprawie rezultaty badaweze dotyezg zmierzonych metoda
fluorescencji rentgenowskiej (uXRF). z mikronowg zdolnoscig rozdzieleza, 2-wymiarowych
rozkladow poprzecznych wybranych pierwiastkow mniejszosciowych (P, S, Cl. K. Ca) i
sladowych (Fe, Cu. Zn) w badanych tkankach mozgu. Pomiary przeprowadzone na
mikrowiazce protonowej metoda pPIXE umozliwily dodatkowo zbadanie rozkladow
pierwiastkow Izejszych takich jak Na i Mg. W pomiarach synchrotronowych metoda pXRF
okreslane byly gestosci powierzehniowe pierwiastkow [pg/em’], podezas gdy w pomiarach
metoda pPIXE wyznaczane byly wagowe koncentracje wzgledne [ppm]. W konsekwencji.
granice wykrywalnosci (1LOD) pierwiastkow metodg uXRF okreslone zostaly na poziomie 0.3
— 0.002 pg/ecm® (P-Zn) oraz dla metody UPIXE w zakresie 90-25 ppm (Na — Zn). Rozklady
badanych pierwiastkow zmierzone byly w obszarach rzedu 100x100 um:", co umozliwialo
szezegolowe badanie rozmieszezenia tych pierwiastkow w obserwowanych strukturach
biologicznych. Badania absorpeji promieniowania rentgenowskiego przeprowadzone zostaly
metodami XANES i EXAFS w obszarze krawedzi absorpcji dla powloki K dla pierwiastkéw
sladowych ~ Fe. Zn i Cu. Pomiary XANES umozliwity okresli¢ stan chemiczny
(wartosciowo$¢) badanych pierwiastkow (Fe*'/Fe’”. Zn/Zn™. Cu''/Cu’") w zwiazkach
chemicznych wystgpujacych w tkankach mozgu. podezas gdy pomiary oscylacji EXAFS daly
mozliwos¢ okreslania polozenia najblizszych atoméw w tych zwiazkach. W ten sposob
pomiary absorpeyjne  XANES/EXAFS  umozliwily okreslenie otoczenia chemicznego
badanych pierwiastkow sladowych. Opisana w rozprawie analiza statystyczna zmierzonych
rozkladow badanych pierwiastkow w tkankach nowotworowych umozliwila zbadanie
korelacji pomigdzy typem histopatologicznym nowotworu i stopniem jego ztosliwosei (skala
-1V wg. klasyfikacji WHO). W tym aspekcie. w szezegdlnosei. badane byly zréznicowania
zawartosel pierwiastkow sladowych w tkankach nowotworowych i zdrowych (tzw. grupa
kontrolna), korelacje pomigdzy réznymi pierwiastkami w obszarach homogenicznych i w
obserwowanych strukturach, oraz zroznicowanie chemiczne (warto$ciowosé. struktura
otoczenia) pierwiastkow w badanych tkankach. Stosowane metody statystyczne obejmowaty.

wlasciwy w tym przypadku, nieparametryczny test rangowy. Mann’a-Whitney’a do
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porownywania zawartosci pierwiastkow . wielokrotng analize dyskryminacyjng (MDA) w
badaniu zréznicowania uwzgledniajacego wiele cech czy tez analize korelacyjna. Metody te,
w przypadku badania pierwiastkow sladowych technikq uXRF, pozwolily rozrdznié, z
wysokim prawdopodobienstwem,  typy histopatologiczne nowotworow na podstawie
zmierzonych rozkladow pierwiastkow. Technika pPIXE nie umozliwiala takiego
rozroznienia. co moze by¢ spowodowane, jak sugeruje rozprawa, zastosowaniem innej
metody przygotowania probek. Nalezy zaznaczyé, ze, generalnie, wyniki otrzymane
metodami pXRF oraz pPIXE nie sq spojne, co wymaga dokladniejszej dyskusji przyczyn tego

faktu.

W ocenianej rozprawie, pomimo mojej pozytywnej oceny calosci pracy. odnotowuje
nieliczne potknigeia, ktore w wigkszosei dotycza opisu przedstawionych zagadnien i nie
wplywaja na prezentowane rezultaty. Przykladem tego moze by¢ zdanie w rozprawie
~Synchrotron Radiation is the electromagnetic radiation emitted by charged particles moving
at near-light speed™ (str. 26), czy tez stwierdzenie “charged molecule passing (magnetic)
structure...”™ (str. 27) w zdaniu opisujgcym dziatanie wigglera czy undulatora. Podobnie.
omawiajac  charakterystyczne promieniowanie rentgenowskie stwierdzenie .dipole
transitions™ (str. 29) jest niewystarczajgee (elektryezne c¢zy magnetyczne ?), a przytoczone
reguly  wyboru sg bledne. Masowe wspolczynniki  pochlaniania  promieniowania
rentgenowskiego, p[g/em’]. sa przedstawione w rozprawie w zbyt uproszczone] postaci
analityeznej (row. 3.12.3.13. 3.15) bez wskazania zrodla literaturowego. podezas gdy
zazwycza) do ich obliczania wykorzystuje si¢ dostgpne programy, na przyklad powszechnie
znany 1 stosowany XCOM. Czy to oznacza ze w obliczeniach byly stosowane te uproszezone
formuty? Dodatkowo, wyrazenia 3.15 1 3.16 sa bledne wymiarowo. W opisie réwnania 3.18
wielkos¢ E powinna oznacza¢ energi¢ fotony (nie elektronu), a w rownaniu 3.19 mianownik
Apg(E) nie jest zdefiniowany. Opis definicji granic wykrywalnosci (LOD) i kwantyfikacji

(LOQ) w rownaniach 4.1 1 4.2 jest niewlasciwy.

Przechodzac do oceny przedstawionych w  rozprawie rezultatow badawczych
odnotowalem kilka kwestii wymagajacych ustosunkowania si¢ do nich Doktorantki. Krzywe
kalibracji metody XRF (rys. 4.5) i PIXE (rys. 4.10) winny pokazywaé blgdy eksperymentalne,
ktore istotnie mogg modyfikowaé kalibracjc metody. Tak jest w przypadku krzywej XRF,
gdzie rozrzut punktow eksperymentalnych jest znaczny. Jaki wplyw moze mie¢ ten efekt na

konicowy interpretacj¢ wynikow? Czy podjeta zostala proba bezposredniego porownania
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wynikow koncentracji mierzonych metoda XRF i PIXE? Pomocna mogla by by¢ w tym
kontekécie normalizacja widm XRF wykorzystujaca obserwowane piki rozproszenia
promieniowania X na badanych probkach. Wyniki pomiarow zawartosci pierwiastkow w
prabkach metoda XRF zestawione sq na rysunku 3.3 a charakterystyki zmierzonych
rozkladow pokazane sa w Tabeli 5.1. Czy w te tabeli pokazana jest wariancja czy tez
odchylenie standardowe (na co wskazuje wymiar tej wielkosei). Dane przytoczone w tabeli
nie sa spojne z tym co jest widoczne na rysunku 5.3 (polszerokosei rozkladow). W jakim
stopniu w dyskutowanych wynikach pomiary XRF byly ponizej granicy wykrywalnosei? To
sq. w mojej opinii, istotne informacje mogace wplywac na koncows interpretacje wynikow.
Nalezy zaznaczy¢. ze problem ten pojawia si¢ w rozprawie z caly jaskrawoscia na stronach
84-85. gdzie znajdujemy ze w 70-80% pixeli zmierzone koncentracje wynosily zero, tzn. w
istocie byly ponizej progu wykrywalnosci. Jest 1o klasyczny. i zarazem trudny, problem
cenzurowanych”™ pomiaréw, ktorego wplyw na wyniki winien by¢ przedyskutowany. W
mojej opinii  stosowane W rozprawie metody statystyezne (wielokrotna analiza
dyskryminacyjne. analiza korelacyjna), pomimo wykorzystywania powszechnie dostepnych
pakietow statystycznych takich jak Statistica, winny by¢ nieco szerzej wprowadzone w
tekscie rozprawy. Przykladem moze by¢ szeroko dyskutowany w pracy wspolezynnik

korelacji nigdzie nie zdefiniowany w rozprawic.

Przechodzae do podsumowania oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Alcksandry
Wandzilak pragne podkresli¢ wieloaspektowy i szeroki zakres przeprowadzonych przez
Doktorantke bardzo interesujacych i waznych badan z zakresu fizyki medycznej dotyezgeych
proby wyjasnienia roli pierwiastkow §ladowych w tkankach nowotworowych moézgu. W
badaniach tych stosowane byly najnowoczesniejsze metody eksperymentalne fizyki, w
szezegolnosei unikalne Zrodla promieniowania synchrotronowego czy mikrowiazki protonow.
Przeprowadzone badania wykazaly istnienie korelacji pomigdzy rozkladem pierwiastkow
sladowych a typem histopatologicznym. czy sodliwosceiy, badanych nowotworow mozgu. S
to bardzo wartosciowe wyniki o duzym znaczeniu zarowno podstawowym jak i praktycznym
dla medyeyny. Pomimo drobnych wskazanych niedociagnieé, oraz sugestii do wykorzystania
w przysziveh badaniach, przediozong rozprawe oceniam zdecydowanie pozytywnie. Spelnia
ona wszelkic wymagania stawiane formalnie i zwyczajowo rozprawom doktorskim 1 wnosz¢
o dopuszczenie Pani Aleksandry Wandzilak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

"

%Cw@/ _.LI \&)*LL L



