Krakéw, 7.10.2022

Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Agnieszki Kurek, zatytulowanej:

. Mikroskopia Sit Atomowych w diagnostyce choréb macicy w oparciu o

wlasciwosci mechaniczne tkanki endometrium

W ostatnich latach, prace naukowe coraz czesciej zwracaj uwage na role wilasciwosci
mechaniczne tkanek czy komérek w ocenie stanu funkcjonowania narzadu, rozwoju dysfunkcji lokalnej
jak i globalnej obrazujacej postgp zmian chorobowych. W zakresie tych badan miesci sie przedstawiona
mi do recenzji praca pani mgr Agnieszki Kurek, dotyczaca badan wiasciwosci mechanicznych tkanki

endometrium.

Choroby endometrium i zwigzana z tym nieplodnos$é to powazny problem nie tylko natury
medycznej, ale réwniez spolecznej i psychicznej. Nieprawidtowy rozrost tkanki endometrium, zmiany
w obrebie jej struktury jak i powstale zmiany nowotworowe prowadza do utraty jej podstawowej
funkcji. W niniejszej pracy postawiono teze, iz jedng z przyczyn tego stanu, sg zmiany wiasciwosci
mechanicznych endometrium, w szczegélnosci wzrost sztywnosci tej tkanki uniemozliwia
zagniezdzenie zarodka, co prowadzi do poronien i bezdzietnosci. Jako cel przyjeto poszukiwanie
korelacji migdzy zmiana chorobowa endometrium, jego sztywnoscig oraz ptodnoscia pacjentki od ktérej
pobierano tkanke. Od razu zaznacze, ze zaréwno teza jak i cel przyjety w pracy jest ambitny, Vale‘ tez
trudny do realizacji. Praca z materiatem biopsyjnym pobieranym od pacjentek z r6zng historig medyczng
to z zalozenia praca na mocno zréznicowanej grupie badawczej. Zaprezentowane w pracy badania
przeprowadzono gtéwnie dla tkanek pobranych od pacjentek ze zdiagnozowanym polipem

endometrium.

Pracg doktorska pani mgr Kurek rozpoczyna krotki rozdziat zawierajacy wprowadzenie do
tematu pracy. Nastgpnie zostal nakreslony cel pracy oraz zakres probleméw badawczych
podejmowanych podczas wykonywania niniejszej pracy. Mozna je podzieli¢ na problem
metodologiczny, czyli przygotowanie materiatu biopsyjnego do badan z wykorzystaniem mikroskopu
AFM; problem doswiadczalny - pomiar wlasciwosci mechanicznych tkanki; problem analizy danych-
dobdr odpowiedniego modelu analitycznego do opisu wiasciwosdci elastycznych tkanki. Przyjeta
konwencja pracy doktorskiej jest prawidtowa, czytelnik od razu wie czego moze spodziewaé sie w

dalszej czgsci pracy.



W rozdziale 3 pani mgr Kurek precyzyjnie opisuje zagadnienia medyczne zwigzane z budowg i
funkcjq tkanki endometrium, jak i przybliza zmiany patologiczne najczg¢sciej rozwijajace si¢ w obrebie
tej tkanki. Nastgpnie w rozdziale 4 wymienione sa metody, biochemiczne, chemiczne i fizyczne
wykorzystywane w badaniu i diagnostyce chordéb endometrium, z wyszczegdlnieniem ich podstaw
fizycznych jak i celowosci stosowania. Kolejne podrozdziaty od 4.1 do 4.5 zawierajg opisy tych metod.
Cigzko mi si¢ odnies$¢ do tej czgéci pracy, dlatego ze w czgsdcei eksperymentalnej zadna z wymienionych
metod nie zostala wykorzystana, czyli jest to raczej cze$¢ zwigzana z przegladem mozliwosci

badawczych w analizie dysfunkcji endometrium.

W rozdziale 5 przedstawiony zostat opis glownej metody badawczej tej rozprawy doktorskie;j,
czyli mikroskopu sit atomowych (AFM). Rozdziat rozpoczyna si¢ standardowo, od przyblizenia
budowy mikroskopu AFM, zasady dziatania z wyszczegdlnieniem trybéw pracy stosowanych w
metodach obrazowania powierzchni. Opis jest zwiezly, w czgsci eksperymentalnie nie ma obrazéw
badanych powierzchni, wigc ta czgs¢ ma na celu wprowadzenie czytelnika do tematu pomiaréw AFM.
Najwigcej uwagi, w rozdziale 5, poswigcono pomiarowi wiasciwosci mechanicznych komérek z
wykorzystaniem mikroskopu AFM, czyli scharakteryzowaniu kolejnych etapéw tworzenia krzywych
sita-odlegtos¢, modelom teoretycznym stuzacym do analizy danych, jak rdwniez powigzaniu budowy
komorki z jej elastycznoscig. Opis jest wyczerpujacy, Autorka wskazuje, iz przyjete, fizyczne modele
wykorzystywane do opisu elastycznos$ci komorki nie sg doskonate, daja raczej przyblizone wartosci dla
tak przestrzenie heterogennych struktur jak komérki. Jednoczesnie podkresla wazny aspekt pomiaréw
mechanicznych w ocenie zmian patologicznych komorek, przytaczajac przyktad zmian sztywnosci
komérki w procesie nowotworzenia. W rozdziale 6 zostal przedyskutowany problem poszukiwania
najbardziej odpowiedniego modelu opisujacego odksztatcenie komérki pod wptywem przytozonej sity

zewnetrznej z uwzglednieniem odpowiedzi elastycznej oraz lepkosprezystej komorki.

W 7 rozdziale dochodzimy do czesci eksperymentalnej pracy. Na poczatku czytamy o miejscu
pobrania badanych tkanek, grupach badawczych, oraz sposobie przygotowania probek do badania. Po
lekturze rozdziatu 7.1 nasuwajga si¢ pytania, ktére pozwolg doprecyzowaé metodologi¢ przygotowania
probek. Po pierwsze prositabym o odniesienie si¢ do nastepujacych pytan. Czy pobieranie materiatu
metoda biopsji aspiracyjnej moze narusza¢ jej strukture, a tym samym wpltywaé na pomiar
elastycznosci? Jak przedstawiono w pracy, probka byta mrozona po pobraniu, wobec tego czy probki
mrozone byty w buforze HBSS, czy uzywano zwigzkéw krioprotekcyjnych? Czy bezposrednio po
pobraniu, wycinki bytly utrwalane? W dalszym etapie probke przytwierdzano do szalki Petriego przy
pomocy kleju cyjanoakrylowego. Skad taki wybdr kleju? Jakie wymiary miaty wycinki przytwierdzane

do szalki za pomocg tego kleju?

W rozdziale 7.2 opisano metodologie przeprowadzonych pomiar6w AFM. Duzym plusem tej

pracy jest zastosowanie w pomiarach dwoéch rodzajow prébnikéw: piramidalnego i kulistego. W



przypadku prébnikéw kulistych, samodzielnie przyklejano kulke do dzwigni AFM oraz wykonywano
kalibracje, co z pewnoscig wymagato duzej precyzji i determinacji. Jednoczesnie jako osoba na co dziefi
majgca kontakt z tego typu pomiarami, chciatabym dopytaé o kwestie pomiaru, nie do konca wyjasnione

W tym rozdziale:

- str. 85, cyt. ,, Pomiary prowadzono z réznymi predkosciami skanowania, wynoszgcymi 0.5, 1;
1,8 oraz 2 pum/s.” Prosz¢ o doprecyzowanie, skad taki rozrzut wartosci? Czy szybko$¢ ruchu prébnika
byta dobierana do rodzaju prébnika? Czy poréwnywane przez Panig wyniki zostaty uzyskane dla tego

samego parametru loading rate?

- dalej na stronie 85 czytamy: ,,Sife nacisku z jakq ostrze pomiarowe dojezdza do powierzchni
probki ustawiono poprzez parametr setpoint, na poziomie 0,1-0,5.” Prosze o doprecyzowanie, co
oznacza parametr setpoint, uzupetni¢ jednostke. W dalszej czesci pracy na Rysunku 29 pokazata Pani
krzywa eksperymentalna, gdzie maksymalna sita indentacji wynosi 90nN. Jak to si¢ ma do wskazanej

wartosci setpoint.

- odnoszac si¢ do Rysunku 26 oraz opisu przeprowadzonej analizy zamieszczonej na stronie 86,
cyt. W matematycznej interpretacji wynikoéw wykorzystano, wyznaczony dla kazdej krzywej
zarejestrowanej podczas dojezdzania do powierzchni, punkt kontaktu, ustawiony w punkcie przegigcia
krzywej, a takze punkt przejscia odpowiadajgcy glebokosci indentacji, wyznaczany w miejscu
usztywnienia prébki”. Prosz¢ o wyjasnienie, w jaki sposob wyznaczata Pani zaréwno punkt kontaktu
oraz definiowany przez Panig ,,punkt przejscia”? Czy wybdr byt arbitralny, czy stosowata Pani podejscie

analityczne?

Do wyznaczenia modutu Younga z przeprowadzonych pomiar6w zostaty zastosowane dwa
modele, dobrane prawidlowo w zaleznosci od geometrii stosowanego prébnika. Niestety nigdzie w
pracy nie pokazano dopasowania tych modeli do krzywych indentacji uzyskanych w eksperymencie.

Taki obrazek zdecydowanie wzmocnitby prace i wybdr modelu.

W rozdziale 7.3 przedstawiono wyniki analizy danych pomiarowych zebranych dla wycinkow
tkanek endometrium. W sumie, w pracy przebadano material od 17 pacjentek, najwieksza grupe
stanowity pacjentki ze stwierdzonym polipem endometrium. Dla kazdej probki przeprowadzono pomiar
zar6wno ostrzem piramidalnym jak i prébnikiem w ksztatcie kuli. Otrzymane wyniki przedstawiono w

postaci histograméw. Niestety ten rozdziat budzi najwiecej pytan i uwag, ktére wymagaja wyjasnien.

Ilosciowa analiza danych z pomiaréw AFM najczesciej opiera sie¢ na dopasowaniu krzywej
rozktadu normalnego lub logarytmiczno-normalnego i na tej podstawie wyznacza sie mediane i wartos¢
$rednig. W przedstawionej pracy doktorskiej, nie wykonano dopasowania wspomnianych krzywych
rozktadu ani nie wyznaczono wartosci srednich, uzasadniajac, iz wykonanie tej operacji ,,sztucznie”

zwigksza warto$¢ modutu Younga, poniewaz cyt. , Wraz ze wzrostem liczby danych wartosci Sredniej



przesuwa sig w kierunku wyzszych wartosci”. Zamiast tego wyznaczono tzw. warto$¢ maksimum

histogramu. Nasuwa sie zatem pytanie, na jakiej podstawie wyznaczono te warto$ci?

Na Rysunku 31 przedstawiono poréwnanie warto$ci maksymalnych otrzymanych z
histograméw dla pomiaréw probnikiem piramidalnym (ostrym) oraz kulistym. Dla wigkszosci prébek
zaobserwowano znaczaca réznice miedzy wynikami otrzymanymi dla prébnika kulistego i prébnika
ostrego. Dlatego w dalszej czg$ci pracy Doktorantka skupia si¢ na stosunku wartosci modutu Younga
wyznaczonego dla probnika piramidalnego i wartosci modutu Younga otrzymanego dla probnika
kulistego. Jak czytamy w pracy, cyt.: ,, Wartosci wyznaczone przy uzyciu kulki stanowiq w tym
przypadku tlo, natomiast uzyskane ostrzem i odniesione do globalnego modutu Younga wyniki
pozwalajq na zréznicowanie probek pod wzgledem wiasciwosci mechanicznych.” W ten sposéb
dokonano swoistej normalizacji otrzymanych warto$ci w celu uwidocznienia trendu w obrgbie danej
grupy badawczej. Jak sama Doktorantka stusznie zauwaza zastosowanie do tego typu probek ,,ostrego”
probnika zwigksza rozrzut danych wynikajacy ze zréznicowania przestrzennego tkani (zaréwno pod
wzgledem topografii jak i sztywnosci). W przypadku zaprezentowanych danych réznica wartosci
modutu Younga w obrebie jednej grupy badawczej wynosi od 50 do 250kPa. Jest to bardzo duza réznica,
czy aby na pewno mozna jg wytlumaczy¢ réznica w strukturze tkanki? Czy rozwazata Pani wptyw
podtoza i kleju mocujgcego tkanke na koncowy wynik pomiaru? Cigzko to okresli¢ bezposrednio z
wynikéw nie majac wczesniej informacji o grubosci mierzonej tkanki, jak i jej strukturze (np. na
podstawie zdje¢ mikroskopowych). Czy do analizy zostaty wykorzystane wartosci modutu Younga
uzyskane dla tych samych parametréw pomiaru (loading rate, maksymalnej indentacji itp.)? Biorgc pod
uwage prezentacje otrzymanych wynikéw, nie rozumiem dlaczego warto$¢ stosunku modutu Younga
dla prébnika ostrego i kulistego jest podawany z doktadnoscia do 5 miejsc po przecinku, bez podania

analizy niepewnosci.

Podsumowujac, w niniejszej pracy poszukiwano zwiagzku miedzy wiasciwosciami
mechanicznymi endometrium z patologicznymi zmianami tej tkanki jakimi sg polipy. Mimo iz,
przeprowadzone w pracy pomiary nie udowodnity zwiazku migdzy rodzajem zmian patologicznych a
zmiang sztywnosci tkanki, poprzez zaproponowana metodg prezentacji danych wskazano pewien trend
zmian w obrebie grup badawczych. Chciatabym pokresli¢, iz prace wykonano na trudnym materiale
badawczym, bez materiatu referencyjnego, stad moga wynika¢ problemy w interpretacji wynikéw i
problem z postawieniem silniejszych wnioskéw. Technika AFM wbrew pozorom nie jest tatwa technika
w stosowaniu do pomiaréw probek biologicznych, szczegdlnie tak skomplikowanych strukturalnie jak
wycinki tkanek. Nalezy podkresli¢, ze probki pobrane podczas biopsji, chociaz medycznie dotycza tej
samej zmiany, praktycznie nigdy nie sg takie same, co wida¢ na zaprezentowanych danych.
Wymieniajac pozytywne aspekty tej pracy z pewnoscig nalezy podkresli¢ jej interdyscyplinarnosé,
zaprezentowane dane jak i obliczenia wymagaty od Doktorantki wiedzy z zar6wno z zakresu medycyny,

fizyki jak i metod obliczeniowych. W pracy przedstawiono fachowy przeglad metod badawczych, ktore



majg duzy potencjat w diagnostyce chordb endometrium, jak zaprezentowano doniesienia literaturowe
bezposrednio zwigzane z tematem badan. Wszystko to podkresla wiedze i dobre przygotowanie
Doktorantki. Wskazane w recenzji moje uwagi krytyczne, jak juz wspomniatam, miaty na celu
doprecyzowanie zagadniefi zwiazanych z metodologia pomiaru jak i analiza danych pomiarowych.
Wyrazajac ogélng opinig, pominigcie w pracy wskazanych powyzej informacji, wprowadzone
uogdlnienia bez podparcia analitycznego, niepotrzebnie umniejszaja pracy, ktéra podejmuje ambitny

temat. Zalozone na wstepie cele jak i zadania badawcze zostaty zrealizowane.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oraz potwierdza ogdlna wiedzg Kandydatki do stopnia doktora w dyscyplinie nauki
fizyczne. Stwierdzam, ze rozprawa spetnia wszystkie zwyczajowe i formalne wymogi stawiane
rozprawom doktorskim w ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce i
wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny o dopuszczenie pani mgr Agnieszki Kurek do publicznej obrony pracy

doktorskiej oraz dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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