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Recenzja pracy doktorskiej Pani mer inz. Agnieszki Kurek

Praca doktorska Pani Agnieszki Kurek zatytutowana ,,Mikroskopia Sit Atomowych w
diagnostyce chordob macicy w oparciu o whasciwosci mechaniczne tkanki endometrium” miata
na celu aplikacje wybranych metod spektroskopii sit z uzyciem mikroskopii sit atomowych
(AFM) do oceny i ewentualnej przysziej dyskryminacji patofizjologicznej powiktan ze
spektrum endometriozy. W szczegdlnosci przeprowadzone zostaty pomiary wybranego
parametru mechanicznego tj. modutu Younga na tkankach pobranych w wyniku biopsji
punktowych od pacjentek z zaburzeniami ze spektrum endometriozy. Otrzymane rezultaty nie
okazaly si¢ niestety dyskryminujace ze wzgledu na charakter powiktan, a dodatkowo
przeprowadzone symulacje komputerowe zaleznosci modutu Younga od uproszczonego
modelu komérek w badanych tkankach nie znalazty odniesienia do otrzymanych
eksperymentalnie rezultatéw. Niemniej jednak problem badawczy jest rzeczywiscie
skomplikowany i w opinii Recenzenta, praca mimo wielu niedociagni¢¢ stanowi mimo
wszystko pierwszy krok naprzéd w celu przysztego uzycia opisanych powyzej metod w
diagnostyce kliniczne;j.

Do pracy doktorskiej zostato wtaczonych 17 preparatéw tkankowych pobranych od
pacjentek oznaczonych liczbami od 1 do 24. Na duza pochwate zastuguje duza ilos¢ badan
AFM przeprowadzonych przez Doktorantke dla kazdej z pacjentek. Liczba pojedynczych
badan spektroskopii sit na kazdej z zaprezentowanych w pracy pigciu prébkach wynosita co
najmniej pare¢ set. Zapewne w pozostatych 12. przypadkach bylo podobnie. Na pozytywna
opini¢ zastuguje rowniez prezentacja wynikow nie za pomocg srednich, a za pomocg
histogramdw, gdyz tylko takie podejscie pozwala zobrazowac rzeczywisty rozrzut i obecnosé
rozmaitych sub-populacji danych, ktére z kolei odzwierciedlajg niejednorodny charakter
tkanki jak i niejednorodnosci wystgpowania zmian w pobranym materiale.

Doktorantka prawidtowo podzielita rodzaj obserwowanych zmian w Tabeli 4 na trzy
klasy. Niemniej jednak nie zostato opisane dlaczego do pracy wtaczono tylko siedemnascie
probek z dwudziestu czterech. Ponadto, dla kompletnosci opisu brakuje pomiaréw odniesienia
dla pacjentek zdrowych, co jednakze nie powinno stanowié¢ powodu do krytyki, gdyz
uzyskanie takowego materiatu badawczego jest zapewne szczegdlnie trudne. Ze wzgledu na
heterogenicznos¢ badanych tkanek, a w szczego6lnosci spodziewang zaleznos$¢ otrzymanych
wynikow od skali probkowania, na pochwate zastuguje przeprowadzenie pomiaréw w dwoch
skalach promienia kontaktu migdzy ostrzem prébkujacej sondy AFM a tkankg. W
szczegblnosci, Doktorantka przeprowadzita pomiary zard6wno za pomocg typowych ostrz
AFM w ksztatcie piramidy i o promieniach kontaktu w skalach kilku do kilkudziesigciu
nanometrow, jak i za pomocg zmodyfikowanych sond z przyklejonymi przez Doktorantke
kulkami szklanymi z promieniami kontaktu zapewne miedzy dziesigtkami nanometrow do
sub-mikrometréw i znacznie mniejszymi cisnieniami wywieranymi w strefie kontaktu niz
niezmodyfikowane ostrza.

Mimo niewgtpliwych zalet otrzymane dane pomiarowe jak i ich analiza zawieraja
wiele niedociggnieé, z ktérych trzy najistotniejsze opisuj¢ ponizej. Pierwsze z nich zwigzane
jest z kalibracjg krzywych sita-przesuniecie, a w szczegdlnosci wartosciami statych sitowych
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uzytych sond AFM. Drugie zwigzane jest ze sposobem otrzymania modutéw Younga z
krzywych sita-przesunigcie. Trzecie zwigzane jest z dedukcjg prawidtowych wartosci
modutéw Younga z ich histograméw. Powyzsze niedociagnigcia stanowié mogg, ale nie
muszg (gdyz z zaprezentowanych danych nie jest mozliwe stosowne oszacowanie), bledy
grube, ktore przy gtebszym spojrzeniu pozwolityby by¢é moze wysnué nieco inne wnioski
badawcze, niz otrzymane przez Kandydatke.

W odniesieniu do statych sitowych uzytych sond AFM: nie zostato opisane jak
kalibrowane byly state sitowe uzytych ostrzy, zaré6wno komercyjnych jak i
zmodyfikowanych. Wartosci te zmieniajg si¢ bardzo mocno miedzy prébnikami i stanowig
jedng z gtéwnych przyczyn rozbieznosci migdzy otrzymywanymi danymi
eksperymentalnymi, w szczegdlnosci gdy jeden rodzaj prébki jest mierzony kilkoma
ostrzami, co czasem jest konieczne. W Tabeli 5 pojawia si¢ co prawda informacja o zakresie
statych sitowych uzytych sond, ale brak jest doktadniejszych informacji skad sg te dane i jak
si¢ one maja do wartosci podanych przez producenta. W szczegdlnosci niepokdj budzi brak
dyskusji nt. otrzymania wartosci statych sitowych dla zmodyfikowanych przez Doktorantke
sond z kulkami, gdyz w tym przypadku nastapita nie tylko zmiana czgstotliwosci
rezonansowej, ale rowniez i geometrii probnika, a wiec zmianie ulega rdwnanie pozwalajgce
otrzymac sztywnos¢ z pomiaru czestotliwosci rezonansowej sondy.

Kolejnymi problemami sg btedne réwnania uzyte do dopasowywania krzywych sita
przesuni¢cie, a wiec rownania 8 i 9. Réwnanie nr. 8 nie tylko jest btgdne (nie podaje
zaleznosci sity od indentacji do potegi 3/2), ale rowniez nie odpowiada w ogéle uzytym
referencjom tj. referencjom nr 214 i 215, ktére nawiasem moéwiac rdwniez nie sag wlasciwymi
referencjami w kontekscie tej pracy doktorskiej. Praca nr 214 przytacza co prawda réwnania
modelu mechaniki kontaktu JKRS /réwnania nr 1-3 tamze/, ale z btgdami i nie jest ani
oryginalng pracg tworcow metody JKRS (Johnson-Kendall-Roberts-Sperling), ani uznang
pracg przegladows w dziedzinie mechaniki kontaktu. Praca nr 215 nie jest w ogdle cytowana i
rowniez zawiera btedy w rdéwnaniach metody JKR /réwnanie nr 1 tamze/. Dla uzupetnienia
model JKR (Johnson-Kendall-Roberts) stanowi prekursor modelu JKRS. Jak wspomniano
powyzej bibliografia powinna zawiera¢ albo odniesienia do oryginalnych publikacji w/w
modeli mechaniki kontaktu, bgdZ do uznanych na tym polu badawczym opracowan jak np.
,,Forces between a stiff and a soft surface” autorstwa H.-J. Butt-a et al., czy innych wysoko
cytowanych opracowan, gdzie oryginalne réwnania metody JKR sg przytoczone bez btedow.
Jesli réwnanie nr 8 zostato uzyte w przytoczonej btednej formie do otrzymania modutéw
Younga dla indentacji probnikami z kulka, to otrzymane wyniki sa bt¢dne. Ponadto, metody
JKR/JKRS nadajg si¢ do opisu elastycznego kontaktu, podczas gdy otrzymane przez
Doktorantke krzywe sita-przesunigcie, jak np. na rys. 29 w pracy, sg przyktadami kontaktu z
odksztatceniami wisko-elastycznymi lub/i plastycznymi, gdyz pojawia si¢ charakterystyczne
rozwarcie miedzy krzywymi dochodzenia i odchodzenia do prébki w trakcie jej indentacji. W
takim przypadku najczgsciej otrzymuje si¢ modut Younga z nachylenia poczatkowej fazy
krzywej odchodzenia od kontaktu po maksymalnej indentacji, przy czym jest tam réwniez
szereg potencjalnych klopotdw, ktdre nie zostaly przedyskutowane, a zapewne pozwolitoby to
na otrzymanie duzo wigkszej precyzji analizowanych modutéw Younga. Ponadto, w
réwnaniu nr 9, a wigc uzytym do modelowania sneddonowskiej mechaniki kontaktu dla
ostrych prébnikow réwniez pojawia si¢ btad, przy czym tym razem jedynie w pre-faktorze,
ktory zamiast ,,3/4” powinien raczej by¢ ,,2/n”. Ten blad najprawdopodobniej spowodowat
jedynie nieznaczne niedoszacowanie mierzonych modutéw Younga, ktére by¢ moze réwniez i
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tym razem powinny zosta¢ wyznaczone w inny sposob niz opisany przez Kandydatke.
Odpowiedz na to pytanie nie jest jednak mozliwa na gruncie zaprezentowanej pracy, gdyz
brakuje w niej przyktadowej krzywej sita-przesunigcie otrzymanej dla probnikéw z ostrzem
piramidalnym. Stad tez rys. 29 powinien zosta¢ uzupetniony o analogiczny rysunek
otrzymany w wyzej dyskutowanym przypadku. Ewentualnie powinien pojawi¢ si¢ Appendix
z takimi rysunkami.

Ostatnim powaznym zastrzezeniem co do metody otrzymania modutéw Younga dla
badanych préobek jest ich dedukcja z otrzymanych histogramow. Jak zostato wspomniane
powyzej samo uzycie histogramoéw zamiast wartosci srednich jest poprawne, niemniej jednak
sposob wyboru danych uzyty przez Autorke zawiera szereg niedociggnie¢. Przede wszystkim,
poniewaz sg to kluczowe dane w pracy, to w opinii Recenzenta,powinny zostac
zaprezentowane wszystkie 17x2 (=34) histogramy, jesli nie w pracy gtéwnej, to w dodatku.
W ten sposéb czytelnik dostatby mozliwos¢ samodzielnej krytycznej interpretacji danych. Na
dzien dzisiejszy pojawiajg si¢ jedynie przyktadowe i niepetne dane dla pigciu pacjentek (p1,
p3, p12, p21 i p24). Ponadto, ze wzgledu na wielopopulacyjne rozktady w/w histograméw
konkretne wybrane dane powinny by¢ dopasowane choéby za pomocg modeli Gaussa czy
Poissona. Warto by rowniez skoncentrowacd si¢ na poréwnaniach wzgledem danej grupy
Pacjentek ujetych w Tabeli 4. Tutaj, w szczegdlnosci warto by rozwingé sugesti¢
proponowang przez Doktorantke i poszukac piku od zdrowych tkanek w obrgbie wszystkich
histograméw w danej klasie. By¢é moze rzeczywiscie wystepuje on przy wartosciach ok. 100
kPa dla wszystkich badanych probek w klasie ,,polipy” i badanych z ostrymi sondami AFM?
Ponadto, mimo, iz dalsza analiza zaproponowana przez Autorke, tj. poréwnujaca iloraz
modutéw Younga otrzymanych za pomocg sond ostrych i kulkowych wydaje si¢ ciekawa, to
zabrakto analizy bt¢dow. Taka analiza zapewne spowodowataby wykluczenie tej metody
interpretacji danych na korzys¢ szczegétowej i osobnej interpretacji danych uzyskanych za
pomocg probnikow z ostrzami piramidalnymi i kulkowymi. Na gruncie powyzszej dyskusji
proponuje¢ uzupetnienie pracy doktorskiej o prezentacje i doktadniejsza analiz¢ wszystkich
otrzymanych danych badawczych, z choéby pobiezng analizg bteddw.

Po recenzji rezultatéw eksperymentalnych chciatbym si¢ rowniez odniesc do
rezultatdw otrzymanych za pomocg modelowania. Dane uzyte do modelowania komorki
wydaja si¢ rozsadne, cho¢ nalezatoby je uzupetni¢ o referencje do uznanych publikacji bagdz
opracowan naukowych, ktérych w tej sekcji brakuje. Autorka na wstepie testowata czy uzycie
metody elementéw skonczonych odtworzy rezultaty indentacji definiowane modelem Hertza
mechaniki kontaktu, a w szczegdlnosci, przy jakich warunkach otrzymany zostanie wyktadnik
(3/2) zaleznosci sity od indentacji dla komoérki potraktowanej jako uktad dwusktadnikowy, tj.
sktadajacy si¢ z korteksu i cytoplazmy. Argument, iz model Hertza jest spodziewany wynika
przede wszystkim z rdwnan mechanicznych uzytych w modelach elementéw skonczonych dla
duzych promieni kontaktu. Stad tez zapewne ciekawsze bytyby wyniki wypadkowych
modutéw Younga dla réznych grubosci korteksu, bo takowe miatyby bezposrednie
odniesienie do pracy i by¢ moze rowniez pomogly wyjasni¢ pewne rozbieznosci migdzy
danymi eksperymentalnymi na gruncie réznic migdzy grubosciami korteksu. I rzeczywiscie
Autorka przeprowadza réwniez i takie symulacje, ktérych wyniki pokazuja, iz dla ustalonego
modutu Younga cytoplazmy sumaryczny zredukowany modut Younga zawierajacy korteks i
cytoplazmeg jest w stanie zmienia¢ si¢ nawet 0 30% w zaleznosci od glebokosci indentacji
(rys. 44). Niemniej jednak zabrakto odniesienia uzytych rownan (réwnania 12, 13) jak i
testowanych parametrow dla korteksu i cytoplazmy do danych literaturowych. Nie jest
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réwniez jasne dlaczego Autorka uzyta rownan 12 i 13 i co z tego wynika w kontekscie pracy.
Na tym tle interesujgce wydajg si¢ odstepstwa od zaleznosci Hertza spowodowane faktem, ze
przy zmieniajacej sie indentacji wzajemne przyczynki korteksu i cytoplazmy si¢ zmieniaja, co
powoduje zmiang pre-faktora ,,A” w rownaniu 11 w pracy, ktdra z kolei jest rownowazna
statemu ,,A” i zmiennemu wyktadnikowi ,,n”. Co wigcej mozna by byto si¢ réwniez pokusi¢
rowniez o oceng wptywu modutéw Poissona korteksu i cytoplazmy.

Na koniec odniose sie do uktadu i struktury pracy. Praca sktada si¢ z dziewieciu
rozdziatow, ktore sg wystarczajace zarowno do wprowadzenia w tematyke badawcza
(rozdziaty 1-4) jak i do prezentacji uzytych technik badawczych tj. spektroskopii sit z
uzyciem mikroskopii sit atomowych oraz symulacji komputerowych za pomocg metod
elementdéw skonczonych (rozdziaty 5-6). Niemniej jednak witasciwa i najwazniejsza czgs¢
pracy tj. opis uzytych materiatéw i metod (rozdziaty 7.1 — 7.2) jak i — przede wszystkim -
otrzymane rezultaty badawcze wraz z ich podsumowaniem (rozdziaty 7.3 oraz 8) stanowig
tylko niewielki utamek pracy. W szczegélnosci rozdziaty te zajmuja jedynie nieco ponad 20
stron tekstu wobec ponad 60 stron wstepow i opiséw w rozdziatach wezesniejszych. Wyniki
badan powinny by¢ opisane obszerniej i w opinii Recenzenta — jako najwazniejsza cz¢$¢
pracy - zastugujg na bycie osobnym rozdziatlem a nie podrozdziatem nr 7.3. Bibliografia
(rozdziat 9) powinna réwniez by¢ kompletniejsza (vide uwagi powyzej). W bardzo obszernym
wstepie pojawia sie réwniez troche bledow i niescistosci. Ponizej wybrane z nich:

Wykaz akroniméw: ATP — niepotrzebne ,,u” w ...trojfosforanu; skrét FEM:
niepoprawny; FSH — brak angielskiej nazwy; FTIR: btedny skrét: spektroskopia w
podczerwieni z transformatg Fouriera a nie: ,,spektrofotometrii w podczerwieni z
transformacja fourierowska”; RNA: kwas ... a nie ,,kwasy...”; WT1 ,,Williams” a nie
»Wilms...”

Wykaz skrotéw: ,,F” ma wiele znaczen; epsilon — ma wiele znaczen; wartosci srednie
oznaczone sg kropkami, a nie kreskami (kropki czgsto oznaczajg pochodne). ,,s: wartos¢
stosunku ostrze/kulka” — b. nieprecyzyjne, co Autorka miata na mysli?; opk: drugie
naprezenie.... w konfiguracji odniesienia? co Autorka miata na my$li? ,,E*: parametr
niezalezny od geometrii” Co Autorka miata na mysli? Czy nie jest to raczej zredukowany
modut Younga?

Rozdz. 2. Cel i zakres badan: Punkt ,,c” jest niejasny. ,,Opracowanie modeli
obliczeniowych pojedynczej komorki...”? Co Autorka miata na mysli?

Rozdz. 3. Endometrium:

Autorka rozpoczyna od opisu warstw $ciany macicy. Rysunek bylby przydatny.

Str. 19: ,,cew”, a czy nie powinno by¢ ,,cewek”?

Strony 19-25: b. szczegdtowy opis, nigdzie p6ézniej niewykorzystany.

Strona 23: co znaczg sformutowania ,,ekspresja mRNA dla VEGF” oraz ,,ekspresja
mRNA dla DNMT”? Wydaja si¢ one niepoprawne stylistycznie.

Strona 32: ,,ektopowej” zamiast ,.,ekotopowe;”

Strona 33: skrét ,,MOS”: termin uzyty tylko raz; po co skrét? Takich sytuacji jest
wiece;j.

Rozdz. 4

Str. 35: zdanie ,,Z tego wzgledu...” jest niepoprawne stylistycznie (pozycja stowa
»metod”).

Str. 39: niepoprawny opis spektroskopii Ramana i mikroskopii w podczerwieni.

Rozdz. 5
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Str. 66: rys. 17, cze$é b) nieprawidtowy lewy dolny panel: brak szerokosci obiektu w
odwzorowanym obrazie.

W konkluzji stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani Agnieszki Kurek
jest oryginalnym osiggnigciem badawczym, cho¢ niestety jej poziom naukowy nie zachwyca.
Na mojg opinie ma wptyw m.in. bardzo pobiezne i skrotowe potraktowanie prezentacji i
analizy danych eksperymentalnych, ktére to czesci powinny by¢ opisane znacznie giebiej
wraz z prezentacja wszystkich otrzymanych danych eksperymentalnych i stosownymi
odniesieniami literaturowymi. Istotny dodatek to symulacje komputerowe majgce pomoc w
interpretacji. Jednakze tu rowniez zabrakto dyskusji i odniesien literaturowych. Pojawily si¢
jednakze oryginalne sposoby prezentacji 1 analizy danych, a takze proby ich zrozumienia na
tle przeprowadzonych symulacji. Zabrakto zapewne czasu na doglebne spojrzenie na problem
badawczy, ktéry w istocie jest skomplikowany ze wzgledu na duzg ilo$¢ zmiennych jak i duzy
rozrzut otrzymanych danych. Jednakze, mimo niedociggni¢¢, Doktorantka osiagnela zatozony
cel pracy, tj. dokonata pomiaréw wiasciwosci mechanicznych rozmaitych tkanek
pochodzgcych od pacjentek ze zmianami patologicznymi w obrgbie endometrium, a takze
podjeta proby ich interpretacji wykazujac przy tym, iz posiada umiejetnosé samodzielnego
rozwigzywania trudnych zagadnien badawczych. Wykazala rowniez zdolnos¢ logicznego
wnioskowania. Stwierdzam zatem, Ze recenzowana rozprawa doktorska zgodnie z przepisami
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U z 2022 r. poz. 574 z pdzn. zm.) - Prawo o szkolnictwie
wyzszym [ nauce, spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim i1 wnioskuje do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne AGH o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Kurek do
dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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