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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agnieszki Kurek

pt. ,Mikroskopia Si} Atomowych w diagnostyce choréb macicy w
oparciu o wlasciwosci tkanki endometrium”

Praca doktorska mgr inz. Agnieszki Kurek zatytulowana ,Mikroskopia Sit
Atomowych w diagnostyce choréb macicy w oparciu o wtasciwosci tkanki
endometrium” zostala zrealizowana w Instytucie Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk w Krakowie pod
kierownictwem dr hab. inz. Jakuba Barbasza oraz w Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierownictwem prof. dr hab. n. med.
Roberta Jacha. Mgr inz. Agnieszka Kurek ukonczyla studia magisterskie na
Wydziale Inzynierii i Technologii Chemicznej Politechniki Krakowskiej na
kierunku Technologia Chemiczna. Praca magisterska zatytutowana ,Wpltyw
wybranych parametréw syntezy na stabilno§é nanoczastek metali” pod
kierunkiem dr inz. Dagmary Malina, zostata obroniona w roku 2017.
Nastepnie, mgr inz. Agnieszka Kurek stata sie uczestnikiem Srodowiskowych
Studiéw Doktoranckich ,Interdyscyplinarno§é dla medycyny innowacyjnej”
InterDokMed.

Celem przedstawionej pracy byla analiza zwigzku wlasciwosci
mechanicznych tkanki endometrium w kontekscie zmian patologicznych
wystepujacych w obrebie tkanki endometrium, jak réwniez ich zwiazku
z ptodnoscia. Pomiary wlasciwosci mechanicznych tkanki endometrium
zostaly wykonane za pomoca mikroskopu sit atomowych pracujacego
w trybie spektroskopii sit. Przeprowadzone badania wykazaly zaleznosé
wyznaczonych wartoSci modulu elastycznosci od rozwoju polipow

i mikropolipéw w macicy.
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Nalezy podkresli¢, ze praca dotyczy bardzo waznego, globalnego problemu
jakim s3 zaburzenia ptodnos$ci. Badacze przewidujg, ze globalny wspétczynnik
dzietnosci bedzie stale spadat - z 2,37 w 2017 r. do 1,66 w 2100 r. To znacznie
ponizej punktu zapewniajacego ciagtosé pokoleniows - przy czym wskazniki
spadna do okoto 1,20 we Wtoszech i Hiszpanii i nawet do 1,17 w Polsce.
Przedstawionarozprawa doktorska zostata napisana w formie klasycznej 128-
stronicowej monografii w jezyku polslim zawierajgcej 6 tabel i 45 rysunkéw.
Na podkreslenie zastuguje bogata bibliografia obejmujgca 217 pozycji, z czego
ok. 70% stanowia prace opublikowane w ciggu ostatnich 10 lat. Rozprawa
doktorska ma standardowy ukiad z podzialem na nastepujgce rozdziaty:
wprowadzenie, cel i zakres badan, przeglad literaturowy (rozdziaty 3-6), czesé
doswiadczalna, podsumowanie i wnioski. Zaskalkuje umieszczenie streszczen
na koncu pracy, ale pod wzgledem formalnym praca spetnia warunki stawiane
dysertacji na stopieni doktora.

Przeglad literatury to obszerne, 62-stronicowe kompendium wiedzy na temat
endometrium, wybranych metod (stosowanych i potencjalnych) analizy
i diagnostyki choréb endometrium (ze szczegélnym uwzglednieniem
mikroskopii sit atomowych). Zdaniem recenzenta Autorka niepotrzebnie
wdata sie w szczegbdtowe opisy rutynowo stosowanych w biologii, biochemii
i immunologii metod (Western blot, ELISA, cytofluorymetria, histologia,
cytoimmunologia, mikroskopy optyczne) wystarczytyby ogdlne dane
i cytacje. Doktorantka powinna réwniez ograniczy¢ opisy innych patologii
cigzy i skupi¢ sie na tych powodowanych przez przerosty endometrium.
Ograniczenie tej czeSci doktoratu znakomicie poprawitoby zwartosé
i klarownos$¢ rozprawy. Ponizej przytoczone s3 przyldady niefortunnych lub
btednych sformutowan:

strona 20: ,w mézgu” - w centralnym uktadzie nerwowym



strona 23: ,enzymami oraz biatkami” - enzymy s3 biatkami, glownymi
czynnikami s3 niekodujace RNA

strona 25: ,enzymow biatek” - jw. enzymy s3 biatkami

strona 25: ,E-kadheryny (E-cadherin, ang. epithelial cadherin) oraz mucyny-1
(MUC], ang. mucinl)” - biatek przyczepnosci komérkowej: E-kadheryny oraz
biatka tworzacego warstwe §luzu mucyny-1

strona 25: ,zacieraniu” - zanikowi

strona 26: ,komérek ztosliwych” - komérek nowotworowych,

Rys 6. ,komérki naturalnego zabdjcy macicznego” - maciczne limfocyty
naturalni zabéjcy

strona 49: ,dwuniciowe cDNA" - jednoniciowe cDNA

strona 50: ,umozliwia wykrywanie biatek, w szczegélnosci antygenéw
o charakterze biatkowych oraz przeciwcial” - przeciwciata s3 biatkami.

Rys 9111 s3 zbedne

strona 56: ,trofoblasty” - trofoblastu

Uwazna korekta tekstu pozwolitaby na unikniecie tych niedociagnieé¢.
Natomiast rozdziat dotyczacy technik, ktére mozna zastosowaé w analizie
wiasciwosci mechanicznych endometrium zostal bardzo dobrze napisany,
o czym $wiadczy rowniez fakt, ze byl on podstawa pracy przegladowej
~Methods for Studying Endometrial Pathology and the Potential of Atomic
Force Microscopy in the Research of Endometrium” opublikowanej
w czasopi$mie Cells (IF 7,666).

Badania opisane w niniejszej rozprawie zostaly wykonane na tkankach
pobieranych od pacjentek Oddziatu Klinicznego Endokrynologii
Ginekologiczneji Ginekologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie, podczas
planowo przeprowadzanych zabiegéw. Badania zostalty przeprowadzone za
zgoda Komisji Bioetycznej na podstawie opinii nr. 1072.6120.180.2019 z dnia
27.06.2019 (opinia nie zostata zataczona do pracy). Jest to bardzo trudny model
badawczy. Kazdy etap badain (od pobierania prébek technika biopsji
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aspiracyjnej do pomiaréw wtasciwosci mechanicznych tkanek za pomoca
AFM) wymagat opracowania specjalnych protokotéw. Stad pytanie
recenzenta czy byla podjeta préba izolacji komoérek z pobranych biopsji?
Zwtlaszcza, ze na stronie 43 Doktorantka pisze: ,Wyjasnienie procesow
zachodzqcych w endometrium, a takze przyczyn zaburzen w jego fizjologii,
wymaga scharakteryzowania komaorek tworzgcych jego strukture. W tym celu
konieczne jest wyizolowanie komérek nabtonkowych i zrebu”. Natomiast
w ostatnim akapicie podsumowania pracy, na stronie 106, Doktorantka
stwierdza, ze: ,Wynikéw uzyskanych podczas pomiaréw AFM nie mozna
odnie$é bezposrednio do danych z modelowania, gdyz model dotyczy
pojedynczej komérki.” Zdaniem recenzenta przeprowadzenie pomiaréw na
komérkach wyizolowanych z biopsji pozwolitoby na odniesienie sie do danych
z modelowania i opublikowanie tego etapu badan. Ponadto, pobrane tkanki
byly mrozone przed wykonaniem pomiaréw za pomoca AFM. Dlaczego
pobrane tkanki bylty zamrazane (tym bardziej, ze z opisu wynika, ze nie
dodawano krioprotektantéw) i czy byly przeprowadzone pomiary na
tkankach nie poddanych temu procesowi? Poza tym w eksperymentach
biologicznych dazy sie do uzyskania reprezentatywnej liczby przypadkéow
w celu uzyskania statystycznej znamienno$ci. Autorka zbadata tkanki
pobrane od 17 pacjentek w tym powtérzone s3 tylko polipy endometrium.
Recenzentowi trudno stwierdzié¢ czy to odpowiednio liczna grupa badawcza.

Wyznaczone dla kazdej probki wartoSci modulu Younga zostaty
przedstawione w postaci przyktadowych histograméw (Rys. 30). Na stronie 89
Autorka napisata: ,Rozktad wynikéw moze odpowiadaé rozktadowi wartosci
ekstremalnej lub rozktadowi lognormalnemu.”. Jaki test zostat wykorzystany
do odpowiedzi na pytanie czy dane pochodza z rozkladu normalnego czy
logarytmiczno-normalnego? Czy analizowana byta funkcja gestosci
prawdopodobiefistwa zmiennej? Piki wykresu gestoSci pomagaja okresli¢,

gdzie wartosSci s3 skoncentrowane w przedziale. Z kolei na stronie 90
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Doktorantka napisata: ,,Wyznaczenie sredniej dla tego rozktadu wigzatoby sie
z zawyzeniem jej wartosci, dlatego dla otrzymanych danych nie przedstawiono
danych statystycznych opartych o sredniq. Z tego wzgledu do analizy zostaty
uzyte wartosci wyznaczone dla maksimum histogramu.” W jaki sposéb zostaty
wyznaczone te warto$ci?

Prosze o odniesienie sie do tych uwag podczas obrony.

W koncowej cze$ci pracy (Rozdziat 8. Podsumowanie i wnioski) brakuje
omoéwienia prowadzonych badan i ich wynikéw w szerszym kontekscie
naukowym. Autorka nie podejmuje proby przedstawienia roli jaka
prowadzone przez nia badania majz dla rozwoju uprawianej dyscypliny
naukowej i koncentruje sie wylgcznie na badanym przez nia uktadzie. Nalezy
natomiast zwréci¢ uwage, ze dysertacja jest bardzo starannie przygotowana
pod wzgledem graficznym.

Niedosyt pozostawia roéwniez dorobek publikacyjny Doktorantki.
Opublikowany zostat tylko jeden artykut przegladowy zwizzany z tematyka
rozprawy doktorskiej w czasopiSmie recenzowanym i jeden rozdziat
w monografii.

Podsumowujac uwazam jednak, ze Autorka w przedstawionej rozprawie
doktorskiej podjeta prébe zastosowania AFM w trybie spektroskopii sit do
wykonania badaii na bardzo trudnym modelu badawczym. Wydaje sie, ze
otrzymane wyniki stanowig podstawe, aby przypuszczaé, ze istnieje zwigzek
warto$ci modulu Younga tkanki endometrium z plodnosScia. Jest to
niewatpliwie zacheta do dalszych badan. Autorka postuguje sie réwniez
doskonale wspotczesna literatura naukowa w uprawianej dziedzinie o czym
Swiadcza wyczerpujace cytowania najwazniejszych publikacji
doswiadczalnych i teoretycznych.

W zwigzku z powyzszym, pomimo wielu uwag krytycznych, stwierdzam, ze

przedstawiona dysertacja speinia warunki stawiane w Ustawie Prawo
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o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r.i wnosze o dopuszczenie

dolktorantki do dalszych etapé6w postepowania o nada’r\lie stopnia doktora.
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