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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Eweliny Kubicz zatytulowanej

,» Biomedical applications of Positron Annihilation Lifetime Spectroscopy: nanostructural
characteristics of normal and cancer cells and tissues”

Decydujacy wpltyw na postep wspotczesnej medycyny miato wprowadzenie nowatorskich
metod diagnostyki opartej na wykorzystaniu metod fizycznych takich jak produkcja i detekcja
promieniowania Roentgena, zjawisko Jadrowego Rezonansu Magnetycznego czy Pozytonowe]
Tomografii Emisyjnej. Ciagle poszukiwane sg nowe metody diagnostyczne, zwickszajace
specyficznosé 1 doktadnosé badan. W badaniach fizycznych i materiatowych od kilkudziesieciu
lat stosowana jest metoda spektroskopii czasow ‘zycia pozytondéw (Positron Anihilation
Lifetime Spectroscopy). Czes¢ pozytondw formuje z elektronami metatrwalg strukture zwang
pozytonium, ktorego czas zycia zalezy od parametréw oérodka. Obecnos¢ w osrodku pustych
objetosci o rozmiarach do paru nanometréw zmniejsza prawdopodobienstwo anihilacji i
prowadzi do zwiekszenia czasu zycia pozytonium. Ta wlageiwos$¢ pozytonium byla dotychczas
wykorzystywana w badaniach struktury ciat stalych, gtéwnie pod kgtem ich defektéw. Pani mgr
Ewelina Kubicz postawiata hipoteze, Zze pozytonium mozna zastosowa¢ w diagnostyce
medycznej jako biomarker zmian nowotworowych. Autorka zastosowala podejscie
fenomenologiczne zaktadajac, ze skoro struktura tkanki nowotworowej jest r6zna od tkanki
zdrowej, to winno to wptywac na czasy zycia pozytonium w tych osrodkach.

Przedstawiona rozprawa doktorska jest pracg z obszaru fizyki, w ktérej w sposéb tworczy uzyto
techniki pomiarowe stosowane w spektroskopii czaséw “zycia pozytonéw do badania komorek
biologicznych i tkanek. Praca zostala zrealizowana pod opiekg pana prof. Pawta Moskala i pani
prof. Ewy Stepien. W zespole tym opracowano nowatorski tomograf PET oparty o scyntylatory
organiczne i prowadzone sg zaawansowane prace nad rozwojem tej techniki pomiarowe;.
Badania pani mgr Eweliny Kubicz stanowig wazny przyczynek do poszerzenia mozliwosci
badawczych i diagnostycznych metod rozwijanych w oparciu o tg nowatorska technologie.

Struktura pracy jest klasyczna i przejrzysta, co ulatwia dotarcie do potrzebnych informacji.
Praca napisana jest w dobrym jezyku angielskim a pojedyncze zauwazone niedociggnigcia
jezykowe wymienione sa na koncu tej recenzji. We wprowadzeniu do rozprawy Autorka
przeprowadzita przeglad dostepnej literatury dotyczacej zastosowan spektroskopil
pozytonowej w naukach biologicznych i medycznych. Wyniki nielicznych prac pokazywaty
zaleznogé parametréow PALS od rodzaju i stanu badanych tkanek i komorek, co uzasadniato
przeprowadzenie bardziej systematycznych badan w tym kierunku. Celem pracy bylo
wykazanie, ze pozytonium moze by¢ nowym biomarkerem choréb nowotworowych, co
mogloby poszerzyé mozliwosci diagnostyczne skanera J-PET.

Tekst rozdzialow 2 i 3, wprowadzajacych do tematyki fizycznej i biologicznej pracy, jest
napisany ciekawie, starannie i udokumentowany odpowiednimi odno$nikami literaturowymi
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cho¢ inaczej ujatbym dwie zaprezentowane tezy. Autorka cytuje za danymi WHO, ze czestosé
zgonow z powodu choréb nowotworowych sigga dla populacji swiatowej 17%. Okazuje sie,
ze w Unii Europejskiej okoto 30% ludzi umiera z powodu nowotworow i wskaznik ten ciggle
rosnie, gtownie z powodu rosngcej wyleczalnosci innych rodzajow chordb 1 przediuzajgcego
sie Sredniego czasu zycia. Oczywiscie, tak wysokie wskazniki jeszeze bardziej uzasadniajg
koniecznosci szukania nowych metod diagnostyki i leczenia nowotworow. Jednym
z czynnikéw kancerogennych jest promieniowania jonizujgce. Autorka cytuje publikacje
Granta et al. (2017) i Laurada (2015), potwierdzajace statystycznie znamienny wzrost
zachorowan na choroby nowotworowe wystepujacy juz po ekspozycjach z przedziatu od 0 do
100 mSv. Publikacje te sg jednak przedmiotem kontrowersji 1 na 0got przyjmuje sie granice
500 mSv, jako warto$é dawki pochlonietej, przy ktorej mozna stara¢ si¢ zaobserwowaé wzrost
czestosei zachorowan na choroby nowotworowe. Te uwagi nie zmieniajg mojej opinii, ze wstep
teoretyczny zostal przygotowany w sposob  bardzo klarowny i kompetentny, $wietnie
ilustrowany 1 dajgcy wystarczajgey podklad do zrozumienia zastosowanych metod
badawczych.

W pomiarach czasow zycia pozytonow zastosowano uktad pomiarowy sktadajacy sie
z cienkiego zrodla Na-22, umieszezonego pomiedzy dwoma foliami kaptonowymi o grubosci
6 pm. Zrodlo to zostalo umieszczone w spektrometrze PAL skladajacym si¢ z dwoch
fotopowielaczy oraz scyntylatorow o grubosci 25 mm. Sygnat z fotopowielaczy byl ostabiany
i dyskryminowany przy roznych progach zastosowanych dla obu detektorow. Prog dla
pierwszego detektora umozliwil pomiar tylko kwantow 1274 keV z odwzbudzania Ne-22.
Drugi detektor z nizszym progiem umozliwial rejestracje kwantéw anihilacji. Sygnaly z
fotopowielaczy byly analizowane pod katem ich wartosei, czaséw narastania i koincydencji
czasowej. Zastosowanie progdw pomiarowych pozwolito na wyodregbnienie sygnatow 1274
keV i 511 keV i rejestracje réznicy czasow obu kwantow AT= Tsiy - Tiaza. W widmie AT
mozna wyrozni¢ kilku komponentow takich jak anihilacja para-pozytonium, anihilacja
swobodnego pozytonu w probce oraz w folii kaptonowej oraz anihilacji orto-pozytonium.
Uklad pomiarowy zostal odpowiednio zoptymalizowany i skalibrowany, a nastepnie
przetestowany w pomiarach czasu zycia pozytonium w plytce krzemowej. Uzyskano czas
zycia 279 ps, co doskonale zgadza sie z danymi literaturowymi.

Kolejnym etapem przygotowania eksperymentéw bylo opracowanie metody przygotowania
tkanek i komérek. Zastosowano tkanki nieztosliwego nowotworu $luzaka serca pobrane od 10
pacjentdw. Mierzono je bezposrednio (do 4 godzin) po ekstrakeji a dla tkanek z formaliny do
48 h. Jako tkanke kontrolng zastosowano tkanke tluszczowa. Wycinki tkankowe pozyskano
przy wspolpracy ze Szpitalem JPII w Krakowie ale preparatyka tkanki zostat wykonana przez
Autorke. Parametry sktadowe z réznymi czasami zycia pozytonium wyznaczano dla kazdego
pacjenta a nastepnie usredniono. Waznym i weale nieoczywistym wynikiem bylo pokazanie,
ze $redni czas zycia orto-pozytonium oraz wzgledna intensywno$é tej skladowej sa spdjne dla
tego samego rodzaju tkanek pochodzacych od réznych pacjentow. Zbadano tez czasy zycia
pozytonium w hodowli komérkowej z wyodrebnionych komorek dwoch pacjentow ze
$luzakiem serca. Pokazano, ze éredni czas zycia pozytonium w komorkach i tkankach byt
zblizony, choé wzgledna intensywnosé tej skladowej byta znaczaco wyzsza dla tkanki.
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W pomiarach komérkowych jako model nowotworu zlosliwego uzyto dwoch liofilizowanych
linii komérkowych czerniaka oraz liofilizowanych melanocytéw jako kontroli. Przygotowanie
komorek do pomiaréw obejmowato ztozong procedure, obejmujacg wymrazanie i suszenie
komérek. Aby sprawdzié liczebnogé zywych komoérek w prébee, komorki byly juz po
pomiarach PALS nawodniane i podgrzewane do temperatury pokojowej. Zaobserwowano nie
tylko réznice poszczegolnych sktadowych czasow zycia miedzy komérkami NOWOtWOrowymi
oraz kontrolnymi, ale réwniez migdzy liniami czerniaka. Hodowle komorkowe
przeprowadzono z uzyciem réznych pozywek celem optymalizacji tego procesu. Dla zbadania
wplywu pozywek na przezywalnosé komérek, przeprowadzono ich nawodnicnie i oceniono ich
zywotno$¢.  Najwyzsza zywotno$é  zaobserwowano dla  pozywek zawierajacych
krioprotektanty.

Godne podkreslenia jest mnogogé uzytych technik pomiarowych dla weryfikacji prawidlowego
przebiegu eksperymentéw biologicznych. Morfologia komoérek byla kontrolowana pod
mikroskopem optycznym NIKON Eclipse  TS100. Ocene nawodnienia komérek
przeprowadzono z wykorzystaniem spektrometru NMR Brukera Avance IIT 300. Badano
stosunek protonéw znajdujacych si¢ w mobilnych czasteczkach wody do molekul wody do
protonéw wbudowanych do o$rodka. Stezenie melaniny potwierdzono pomiarami na
spektrometrze elektronowego rezonansu paramagnetycznego EPR.

Kluczows role w potwierdzeniu wiarygodnosci otrzymanych wynikéw w eksperymencie
biologicznym  odgrywa jego powtarzalno$é.  Badania  powtarzalnogci procedury
przeprowadzono na komérkach czerniaka linii WM266-4, ktory wykazat najkrétszy czas
podwojenia. Otrzymane wartosci czasu zycia pozytonium byly w zgodzie 7 niepewnosciami
statystyeznymi. Rezultaty dla nawodnionych komérek pokazaly, ze roznice w czasie zycia
pozytonium wystepujg nie tylko dla komérek liofilizowanych ale i dla komédrek nawodnionych,
co jest blizsze sytuacji in vivo. Intersujgecym wynikiem bylo réwniez potwierdzenie, ze matryca
zewngtrzkomoérkowa i naczynia krwionodne nie wplywajg znaczaco na sredni czas zycia o-Ps.
Potwierdza to potencjalna mozliwosé réznicowania komérek nowotworowych i zdrowych w
pomiarach in vivo. Bardzo waznym wynikiem pomiaréw byta obserwacje, ze réznice migdzy
tkankami tego samego typu pochodzacymi od réznych pacjentow $§ znacznie mniejsze niz
pomiedzy tkankg zdrows i nowotworowa. Stanowi to kolejng przestanke do wykorzystania
pozytonium jako biomarkera w diagnostyce nowotwordw. Wszystkie te wyniki znakomicie
potwierdzajg gléwna teze pracy, ze przez okredlenie czasu zycia pozytonium w os$rodku mozna
odr6zni¢ komorki normalne i nowotworowe, co daje mozliwos¢ stosowania pozytonium jako
markera choréb nowotworowych.

Praca jest bardzo starannie przygotowana pod wzgledem edycyjnym i jezykowym. Pojedyncze,
zdaniem recenzenta, usterki wypunktowane Sg ponizej:

Str. 10, 1.6 jest: ,,in both way” winno byé “in both ways”

Str.35 réwnanie 4.6 — brak opisu zmiennych

Str.96, 1.1 jest “form” winno by¢ ,,from”
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W metodzie PET przy pomocy skanera wyznaczamy obszary koncentracji izotopu B~
radioaktywnego w narzadach i tkankach W celach pracy i w jej podsumowaniu Autorka
podkresla mozliwos$¢ potgczenia metody PALS z pomiarami skanerem J-PET, co daloby
dodatkowe informacje diagnostyczne o rodzaju tkanki. Niestety, praca nie daje wskazowek,
jak tego typu analiza moglaby przebiega¢. By¢ moze chodzi tu o nieujawnianie metod, ktore
stang si¢ niebawem przedmiotem patentu grupy J-PET. Czas zycia pozytonium zalezy od
gestodei elektronowej osrodka, ktéra mozna wyznaczy¢ na poziomie mikrometrowym przy
pomocy skaneréw micro tomografu komputerowego pCT. Ciekawe, na ile tak wyznaczone
lokalne gestosci elektronowe korelowalyby z czasami zycia pozytonium.

Te wszystkie uwagi nie wplywaja w najmniejszym stopniu na moja bardzo wysoka ocene
przedstawionej rozprawy. Przedstawia ona autentycznie nowe wyniki w dziedzinie fizyki
medyczne], mogace w przyszlosci postuzyé znacznemu udoskonaleniu obecnie stosowanej
technik PET. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pani mgr
Eweliny Kubicz spetnia z nadmiarem wszelkie ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane
tego typu pracom. Dlatego tez wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne przy
Uniwersytecie Jagiellofskim o dopuszezenie pani mgr Eweliny Kubicz do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Wyniki rozprawy mogg okazac si¢ bardzo wazne w swietle rozwoju technologii J-PET i jego
zastosowan w diagnostyce medycznej. Godny podkreslenia jest bardzo rozlegly warsztat
cksperymentalny Autorki, ktéra opanowala metodologie preparatyki komorek i tkanek, jak
rowniez pomiaréw z uzyciem spektrometréw PALS, NMR i EPR. Zastosowanie
wielostopniowe]j kontroli prowadzonego eksperymentu znacznie uwiarygodnia jego wyniki
i stwarza nadziej¢ na mozliwo$¢ ich opublikowania w dobrym czasopi$mie medycznym.
Dlatego skfadam wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Fizyczne o wyrdznienie tej rozprawy.

Pawet Olko
Krakow, 31 sierpnia 2020
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