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1. Wprowadzenie w tematyke pracy

Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health
Organization) z roku 2020, z powodu nieptodnosci cierpi 50-80 milionéw o0s6b na
$wiecie [1]. Zaburzenia ptodnosci dotykaja zarowno kobiet [2] jak mezczyzn [1]
| stanowig problemem globalny [3]. Wsrdd przyczyn nieptodnosci wyrdézni¢ mozna
czynniki zwigzane z nieprawidlowg budowg i funkcjonowaniem uktadu rozrodczego
[2,4-5], jak rowniez czynniki psychologiczne [6-7] oraz zwigzane ze stylem zycia [8].
Nieptodnos¢ jest zagadnieniem zaréwno medycznym jak i spotecznym [9], stanowigc nie
tylko przyczyng zburzen reprodukcji, ale tez prowadzgc do stresu [10-11], cierpienia
psychicznego [12] oraz depresji [11], zwtaszcza wsérdd kobiet [10]. Pomimo opisania
szeregu czynnikow stanowigcych przyczyny zarowno zenskiej jak i meskiej nieptodnosci,
szacuje sig, ze przyczyny 20-30% przypadkow pozostaja nieznane i klasyfikuje si¢ je jako
nieplodno$¢ niewyjasniona, 0 niewyjasnionej etiologii, zwang roéwniez idiopatyczng
[13-15]. Sposéb leczenia nieptodnosci jest bezposrednio zwigzany ze zdiagnozowanymi
chorobami utrudniajgcymi lub uniemozliwiajacymi zaptodnienie i ma na celu w pierwszej
kolejnosci usunigcie przyczyny niemoznosci zajscia w cigze [14]. Wiasciwa diagnoza jest

kluczowym elementem warunkujacym powodzenie leczenia nieptodnosci.

Zmiany patologiczne w obrgbie macicy, takie jak polipy, mig$niaki czy zrosty,
stanowig wazng przyczyng¢ nieptodnosci diagnozowang u 10-15% pacjentek leczonych
z powodu zaburzen ptodnosci [13]. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi nisze
W bliznie po cesarskim cigciu mogg prowadzi¢ do wystgpienia nieptodnosci wtornej, choc¢
zalezno$¢ ta nie zostala dostatecznie wyjasniona [16]. Wsrdd chordb stanowigcych
czynnik etiologiczny nieptodnos$ci nalezy wskaza¢ takze endometriozg, definiowang jako
obecnos¢ endometrium poza jama macicy 1 wystepujaca u ponad jednej trzeciej populacji

kobiet ze zdiagnozowang nieptodnoscia [17].

Wilasciwosci morfologiczne endometrium zmieniajag si¢ w czasie cyklu
miesigczkowego [18-19] oraz w wyniku zaptodnienia [20]. Wiasciwo$ci endometrium na
poziomie ultrastrukturalnym, takie jak obecnos$¢ struktur zwanych pinopodami, stanowia
jeden z czynnikow warunkujacych zaptodnienie [21]. Procesowi implantacji zarodka
W endometrium towarzysza rowniez zmiany takich wlasciwosci biofizycznych jak
szorstko§¢ oraz adhezja, ale rowniez zmiany w sztywnos$ci tkanki [20]. Witasciwosci

mechaniczne, w szczeg6lnosci elastycznos¢, zarowno pojedynczych komorek jak
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I tkanek stanowia wazny aspekt ich prawidlowego funkcjonowania w organizmie.
Zmiany sztywno$ci moga towarzyszy¢ rozwojowi wielu choréb, zwlaszcza
nowotworowych [22-28]. Technika umozliwiajacg analizowanie topografii oraz
mechaniki struktur biologicznych z nanometryczng doktadnoscig jest mikroskopia sit
atomowych (AFM, ang. atomic force microscopy) [29]. Pomimo licznych przestanek
$wiadczacych o istotnosci  wlasciwosci  mechanicznych, brak jest doniesien
literaturowych na temat badan majagcych na celu powigzanie elastyczno$ci tkanki

endometrium z ptodnoscia oraz rozwojem zmian patologicznych w obrebie macicy.
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2. Cel i zakres badan

Celem badan zrealizowanych w ramach studiow doktoranckich 1 opisanych
W niniejszej rozprawie doktorskiej byla analiza zwigzku wlasciwosci mechanicznych
endometrium, w szczeg6lnosci wartosci modutu Younga tkanki endometrium,

Z plodnoscia oraz obecnoscig fagodnych zmian patologicznych w obrgbie macicy.
Przeprowadzone badania obejmowaly:

a) opracowanie protokolu zabezpieczania, przygotowania do badania oraz
analizowania fragmentow tkanki endometrium, pobieranych technikg biopsji

aspiracyjnej.

b) pomiary wiasciwosci mechanicznych przeprowadzone z wykorzystaniem

mikroskopu sit atomowych (AFM, ang. stomic force microscope).

c) opracowanie modeli obliczeniowych pojedynczej komorki, prostych
obliczeniowo i réwnoczes$nie w jak najlepszym stopniu odzwierciedlajacych odpowiedz

materialu na napr¢zenie zewnetrzne wywolane podczas procesu indentacji.
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3. Endometrium
3.1. Budowa endometrium

Macica jest narzadem petnigcym kluczowg rolg w procesie implantacji zarodka
i jego rozwoju[4]. Sciana macicy zbudowana jest z trzech warstw:

a) btony surowiczej okreslanej jako warstwa otrzewnowa i stanowigcej zewngtrzng
warstwe narzadu [15],

b) migsniowej (myometrium) zapewniajacej zdolnos¢ do aktywnosci skurczowe;j
macicy [30],

c) blony S$luzowej zwanej endometrium, bedacej warstwa wyscielajaca jame

macicy [31].

Nablonek kolumnowy 5%# g

« 'lu» o
» Substancja wydzielnic

4Rl Poah N O

’ ; . 5 5
morki zr¢bu §

f

.‘N‘r - ‘ ‘:. .‘.l ; ';* 7 ../ : .‘ﬂ: ‘- » \!; A . el 3
Rysunek 1. Budowa endometrium. Na podstawie: [32].

Endometrium jest zbudowane z komérek nabtonkowych oraz komoérek zrebu,
zorganizowanych w dwie warstwy oddzielone btong [31] (Rys. 1.). Strukture
endometrium tworzg ponadto gruczoly [33] oraz naczynia krwiono$ne [34]. Komorki
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zrebu, w przeciwienstwie do komoérek nabtonkowych, posiadajg bezposredni kontakt
Z naczyniami krwiono$nymi, ktéry umozliwia aktywowanie komorek zrgbu poprzez
molekuty cyrkulujace we krwi, takie jak czgsteczki sygnalowe, hormony czy tez
cytokiny. Blona wystepujaca miedzy nabtonkiem a zregbem umozliwia czgsteczkom
sygnatlowym oddziatywanie na komodrki nabtonkowe. Tym samym komorki zrebu
posiadajg znaczacy wplyw na wzrost i apoptoz¢ komodrek nabtonkowych [31]. Z uwagi
na funkcjonowanie endometrium wyroznia si¢ warstwe podstawowa, zbudowang z cew
gruczotowych, bogatokomoérkowego podscieliska oraz widkien tkanki tacznej
siateczkowej, pelnigca funkcje regeneracyjng endometrium po zluszczeniu podczas
miesigczki oraz warstwe czynno$ciowa, ktéra zluszcza si¢ w koncowej fazie cyklu

miesigczkowego, a ktorej zadaniem jest przygotowanie si¢ do przyjecia zarodka [15].

3.2. Cykl miesiaczkowy a wlasciwosci morfologiczne tkanki endometrium

W czasie cyklu miesigczkowego endometrium  podlega  szeregowi
morfologicznych i funkcjonalnych przemian, kontrolowanych przez hormony
| wigzacych si¢ ze zmianami w ekspresji genow [19]. Zmiany zachodzace
w endometrium sg charakterystyczne dla poszczegdlnych faz cyklu i odgrywaja kluczowa
rolg w procesie zagniezdzenia zarodka w macicy [15,35]. Cykl miesigczkowy sktada sig¢
z trzech faz: folikularnej, owulacyjnej oraz lutealnej (Rys. 2.). Faza folikularna
zachodzaca w jajnikach obejmuje rozwdj pecherzykoéw pierwotnych zawierajacych
niedojrzala, otoczong monowarstwa komorek ziarnistych, komorke jajowa. Proces ten
prowadzi do przejécia wybranych pecherzykow ze stadium pierwotnego do prenatalnego,
czemu towarzyszy powigkszenie Srednicy komorki jajowej z 20 do 80 um. W 6.-8. dniu
cyklu nastepuje wybodr pecherzyka dominujgcego, rozwdj pozostatych pecherzykdw jest
hamowany, a pecherzyk dominujacy przechodzi w stadium przedowulacyjne. Dojrzaty
pecherzyk jajowy nazywany jest pecherzykiem Graffa. W fazie owulacyjnej dochodzi do
destabilizacji i pekniecia $ciany pecherzyka oraz do wzrostu ci$nienia w plynie
pecherzykowym, co prowadzi do uwolnienia komorki jajowej czyli owulacji, zwanej
réowniez jajeczkowaniem. Po pegknieciu pecherzyka rozpoczyna si¢ faza lutealna,
w czasie ktorej pekniety pecherzyk przeksztalca si¢ w ciatko zoétte. Po 8-9 dniach od
jajeczkowania obserwowany jest szczyt waskularyzacji czyli unaczynienia ciatka
z6ttego. W przypadku gdy nie dochodzi do ciazy, po uptywie 10-11 dni od owulacji,
cialko zotte ulega regresji czyli zanikaniu, a cykl na nowo si¢ rozpoczyna. Jesli natomiast

nastepuje zaplodnienie, istnienie ciatka zéltego wspomagajacego prawidtowy rozwoj
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cigzy zostaje podtrzymane do okoto 10. tygodnia cigzy, kiedy jego funkcje przejmuje
tozysko [15].

Warstwa Faza folikularna Rozwijajace Wybor pecherzyka
komorek si¢ pecherzyki dominujacego
ziarnistych

Niedojrzala
komorka
jajowa (00¢

Dojrzaly
pecherzyk
Graffa

Pecherzyki
pierwotne

Naczynia

krwionosne Pekniety

pecherzvk

Cialko

< 3
bialawe \\\
Cialko

z0lte

AR~ 1
o) Owulacja-
uwolnienie

Zanik . i oo .
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Wecezesne
Faza lutcalna cialko zolte Faza owulacyjna

Rysunek 2. Schemat jajnikowego cyklu miesiagczkowego. Na podstawie: [36].

Poszczegdlne etapy cyklu miesigczkowego sa regulowane przez hormony
produkowane w mozgu, przez podwzgorze i przysadke oraz w jajnikach. W podwzgorzu
produkowane sg dwie grupy hormonoéw: liberyny (uwalniajace) oraz statyny (hamujace),
a ich podstawowa rolg jest regulacja pracy przysadki. W przysadce syntetyzowanych jest
6 hormonow: adrenokortykotropina (ACTH, ang. adrenocorticotropic hormone),
tyreotropina (TSH, ang. thyroid-stimulating hormon), hormon wzrostu (GH, ang. growth
hormon), prolaktyna (PRL), folitropina (FSH) oraz lutropina (LH). Szczegodlnie istotna
funkcje w regulacji cyklu miesigczkowego odgrywaja glikoproteiny FSH oraz LH. Sa
one odpowiedzialne za stymulacje rozwoju i wzrostu pecherzykéw w jajniku (FSH) oraz
procesu owulacji i rozwoju ciatka zottego (LH). Hormony wydzielane przez jajniki naleza
do hormonéw steroidowych, posiadajacych 18 (C-18), 19 (C-19) lub 21 (C-21) atomow
wegla w czasteczce. Grupge hormondéw C-18 tworza estrogeny, do ktorych nalezg
17B-estradiol (Rys. 3a), estron (Rys. 3b) oraz estriol (Rys. 3c). R6znig si¢ one obecnoscia
odpowiednio grupy ketonowej, grupy hydroksylowej, oraz dwoch grup hydroksylowych,
przy czym najwyzszg aktywno$¢ biologiczng wykazuje 17p-estradiol. Do biologicznego
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dziatania estrogenow nalezy migdzy innymi wspomaganie proliferacji, czyli namnazania
komorek endometrium oraz przygotowanie na dziatanie innego hormonu- progesteronu.
Progesteron jest naturalnie wystepujagcym w organizmie kobiecym gestagenem, bedacym
hormonem steroidowym C-21 (Rys. 3d), produkowanym przez ciatko zotte oraz tozysko.
Stezenie progesteronu w fazie folikularnej jest bardzo niskie (okoto 0,9 ng/ml)
I stopniowo wzrasta, aby w srodku fazy lutealnej osiaggnaé wartos¢ 10-20 ng/ml (Rys. 4).
Do zadan biologicznych progesteronu nalezy miedzy innymi przygotowanie macicy do
cigzy poprzez wywolywanie zmian sekrecyjnych w endometrium, doprowadzanie do
rozpulchnienia i przekrwienia, oraz zmniejszania kurczliwosci macicy. Progesteron
odpowiada rowniez za zahamowanie rozwoju pecherzykow w jajniku, po wyborze
pecherzyka dominujacego [15]. Jedng z grup hormonéw syntezowanych w endometrium
przez komorki nabtonkowe oraz komorki podscieliska sg prostagladyny (PG), bedace
pochodnymi kwasu arachidowego [37]. Hormony te, zwtaszcza forma PGF,, (Rys. 3e)),
sa odpowiedzialne za wywolywanie i hamowanie skurczy migsni gtadkich, w tym macicy

[38] oraz ztuszczanie endometrium, czego skutkiem jest krwawienie miesigczkowe [15].

Rysunek 3. Wzory strukturalne estrogenow: 17p-estradiolu (a), estronu (b),
estriolu (c), progesteronu (d) oraz prostagladyny PGF2a (e).

Z uwagi na rozpatrywany obszar ukladu rozrodczego wyr6zni¢ mozna cykl
jajnikowy, endometrialny oraz szyjkowy. Cykl endometrialny dotyczy zmian
zachodzacych w obrebie endometrium (Rys. 4.), bedacych odpowiedzig na procesy
przebiegajace w jajnikach 1 obejmuje faze miesigczkows, proliferacyja, owulacyjng oraz

sekrecyjng. Podczas fazy miesigczkowe] przypadajacej na 1.-5. dzien prawidtowego,
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Rysunek 4. Zmiany ekspresji hormonéw oraz towarzyszace im przemiany
W obrebie endometrium w czasie cyklu miesigczkowego. Na podstawie: [41].

28-dniowego cyklu dochodzi do zluszczenia czynnosciowej warStwy btony §luzowe;j
macicy. W procesie tym udzial biorg prostagladyny odpowiedzialne za obkurczanie
wrastajacych w glab endometrium tzw. tetnic spiralnych oraz wywoluja skurcze macicy.
W wyniku zluszczania, w macicy pozostaje tylko bardzo cienka, grubosci ok 0,5 mm,
warstwa podstawowa btony Sluzowej. Faza proliferacyjna, trwajaca od 6. do 13. dnia
cyklu i kontrolowana poprzez dziatanie estrogendw, jest powigzana z procesem wzrostu
pecherzykéw w jajnikach. W macicy nastepuje wowczas stopniowe odbudowywanie
nabtonka, prowadzace do pogrubienia btony sluzowej, w obrebie ktorej dochodzi réwniez
do wzrostu liczby oraz objgtosci gruczotéw, a takze stopnia unaczynienia. Dalsze
pogrubianie endometrium jest obserwowane rowniez w fazie owulacyjnej czyli w 14.
dniu cyklu. Ostatnim etapem, przypadajacym na 15.-28. dzien cyklu, jest faza sekrecyjna,
podczas ktorej zmiany zachodzace w endometrium sg kontrolowane przez progesteron.
Zachodzace w tej fazie dalsze zwigkszanie grubosci endometrium, zwigkszanie
szeroko$ci 1 faliste ksztattowanie si¢ gruczotéw, obrzek tkanki tacznej endometrium,
a takze gromadzenie glikogenu, biatek oraz lipidow maja na celu przygotowanie btony
sluzowej do zagniezdzenia zarodka. Wedlug doniesien literaturowych za niezbedne dla
powodzenia implantacji zmiany w endometrium mozna uzna¢ zroznicowanie komorek
zregbu w wyspecjalizowane wydzielnicze komoérki decidualne [20], ktore umozliwiaja
inwazj¢ 1 zapewniaja prawidtowe odzywianie zarodka [21]. Proces ten, nazywany
decidualizajcg, rozpoczyna si¢ w 22 dniu cyklu [39] i bedac odpowiedzig na dziatanie
progesteronu, przebiega niezaleznie od obecnos$ci zarodka [40]. W wyniku decidualizacji
dotychczas wydtuzone komorki zrebu ulegajg zaokragleniu. Dochodzi ponadto do zmian

w ekspresji biatek, miedzy innymi do znacznego wzrostu ekspresji e-kadheryny
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uczestniczacej w adhezji pomigdzy komorkami. Zmieniajg si¢ roéwniez wlasciwosci
mechaniczne komorek, ktore w wyniku decidualizacji stajg si¢ bardziej migkkie i podatne
na odksztalcenie. [20]. Brak zaplodnienia skutkuje tzw. okresem niedokrwienia

objawiajgcym si¢ miedzy innymi zapadaniem si¢ cew gruczotowych [15].

Przemiany zachodzace w czasie cyklu, implantacji i cigzy w obr¢bie endometrium,
zwigzane ze wzrostem irdznicowaniem si¢ komodrek, moga przebiegaé jedynie przy
odpowiednich zmianach w ekspresji genow, procesie polegajacym na odczytaniu
informacji genetycznej i wyrazeniu jej poprzez utworzenie produktu w postaci biatka lub
kwasu rybonukleinowygo (RNA, ang. ribonucleic acid). Zaburzenia w ekspresji genow
moga stanowi¢, miedzy innymi, przyczyn¢ niepowodzen implantacji. Epigenetyczne,
czyli niezwigzane ze zmianami w sekwencji nukleotydow w  kwasie
deoksyrybonukleinowym (DNA, ang. deoxyribonucleic acid), modyfikacje w ekspresji
genow sa kontrolowane réznymi czynnikami, mi¢dzy innymi enzymami oraz biatkami.
Jednym z mechanizméw modyfikacji ekspresji genow jest metylacja DNA, czyli
przytaczenie grup metylowych -CHs do zasad azotowych nukleotydoéw, w szczegodlnosci
cytozyn [19,42]. Regulacj¢ procesu czytania gendOw mozna wyjasni¢ rowniez poprzez
mechanizm zwigzany z modyfikacja histonéw (Rys. 5)- niewielkich zasadowych biatek
stanowigcych rdzen, na ktory nawinigte sg nici DNA (Rys. 5a) [19]. Jednymi
Z czynnikow, powigzanymi ze stezeniem estrogendéw, sa czynniki wzrostu $rodbtonka
naczyn (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) nalezace do cytokin [43]
| stanowigce grupe¢ bialek wystepujacych w postaci glikozylowanego homodimeru [44].
VEGF uczestniczy szczegdlnie w angiogenezie, czyli procesie tworzenia naczynh
wlosowatych. Ekspresja mRNA dla VEGF w fazie proliferacyjnej jest obserwowana
szczegbdlnie w komorkach zrebu, natomiast w fazie sekrecyjnej dominuje ekspresja
gruczotowa, przy czym ekspresja mRNA dla VEGF w fazie sekrecyjnej jest od trzech do
pieciu razy wyzsza niz w fazie proliferacyjnej [19]. Zmiany ekspresji mRNA sg zalezne
rowniez od dzialania enzymu, metylotransferazy DNA (DNMT, ang. DNA
methyltransferase), ktory powoduje metylacjc DNA (Rys. 5¢). Zmiany w dziataniu
enzymu DNMT w czasie cyklu skutkuja znaczaco nizsza ekspresja mRNA dla DNMT
w srodkowej fazie sekrecyjnej w porownaniu z fazg proliferacyjna, co moze by¢
powiazane z procesem decidualizacji [42]. Modyfikacja histondw obserwowana w czasie
procesu decidualizacji jest kontrolowana przez pozostajagce w odpowiednich proporcjach

enzymy, cetylotransferazy histonowe (HATs, ang. Histone acetyltransferases)
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Rysunek 5. Modyfikacje histonow oraz metylacja DNA. a) Ni¢ DNA jest nawinigta
na oktamer histonowy, tworzac w ten sposob nukleosomy. DNA wraz z histonami
wchodzi w sktad chromatyny, stanowiacej gtowny sktadnik chromosomow. Na
podstawie: [45]. b) Oktamer histonowy tworza 4 pary histonow (H2A, H2B, H3
i H4). Do modyfikacji histnéw naleza: metylacja (podstawienie grupa metylowa
CHS3-), acetylacja (podstawienie grupg acetylowg CH3C(O)-), fosforylacja
(podstawienie resztg fosforanowa PO4-), ubikwitynacja (przylaczenie biatka
ubikwityny). Na podstawie: [46]. c) Metylacja DNA poprzez przytaczenie grupy
metylowej do cytozyny- jednej z zasad pirymidynowych. Na podstawie: [47].

deacetylazy histonowe (HDACs, ang. Histone deacetylases) oraz inhibitor HDAC,
Trichostatyng A (TSA, ang. Trichostatin A) [19] i skutkuje ekspresja markerow
biatkowych, takich jak biatka wigzace insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGFBP-1,
ang. insulin-like growth factor binding protein 1) czy prolaktyna, nalezace do markerow
decidualizacji [19-20]. Decidualizacji towarzyszy ponadto ekspresja genu receptora
naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR, ang. Epidermal Growth Factor Receptor) [20].
EGFR nalezy do receptorowych kinaz tyrozynowych i stanowi czynnik regulujacy
funkcjonowanie endometrium, kluczowy dla regulacji procesu
decidualizacji, a jednocze$nie istotny na wczesnym etapie cigzy m.in. ze wzgledu na
udzial w aktywacji receptorow estrogenu [48]. Roéwniez proces implantacji jest
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powigzany ze zmianami w ekspresji genow, ktore sg zwigzane z modyfikacja histonow
oraz metylacja DNA. W okresie zagniezdzenia zarodka obserwowana jest ekspresja
genow dla enzymow z grupy metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMPs,
ang. matrix metalloproteinases), oraz nast¢pujacych biatek: enzymow biatek nalezacych
do tkankowych inhibitorow metaloproteinaz (TIMPs, ang. tissue inhibitors of
metalloproteinases), hamujacych aktywnos¢ MMPs, czynnika z grupy cytokin
hamujacych biataczke (LIF, ang. leukemia inhibitory factor) [19], biatek homeotycznych
Hox-A10 nalezacych do czynnikow transkrypcyjnych (HOXAL0, ang Homeobox A10)
[19,49], E-kadheryny (E-cadherin, ang. epithelial cadherin) oraz mucyny-1 (MUCI,
ang. mucinl) [19].

Najwazniejsze zmiany strukturalne obserwowane w czasie cyklu miesigczkowego
| zwigzane z receptywnoscia endometrium moga by¢ analizowane w oparciu
0 porownanie biopsji pobieranych pomiedzy 19 a 21 dniem cyklu, od kobiet ptodnych
oraz pacjentek z powtarzajacymi si¢ (CO najmniej trzema) niepowodzeniami implantacji
(RIF, ang. repeated implantation failure). Prowadzone wtym zakresie badania
z zastosowaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM, ang. transmission
electron microscope) pozwalajg na powigzanie ptodnosci z obecnoscig lub zanikaniem
takich struktur jak pinopody oraz mikrokosmki i rzeski [21]. Pinopody sg
cytoplazmatycznymi uwypukleniami znajdujacymi si¢ na nabtonkowej powierzchni
endometrium, ktorych obecnos¢ jest kontrolowana przez dziatanie progesteronu [50].
Dobrze rozwinigte pinopody, pojawiajace si¢ w fazie lutealnej, zidentyfikowano
u wigkszosci badanych kobiet ptodnych, podczas gdy w grupie kobiet z RIF
zaobserwowano nieliczne 1 stabo rozwinig¢te struktury, co zwigzane jest
Z niewystarczajagcym wzrostem warstwy nabtonkowej. Analiza mikrofotografii TEM
uwidocznita rowniez, ze pinopody sa wypelnione materialem wydzielniczym, stuzacym
do odzywiania zarodka, oraz pozwalajacym na jego przylaczenie do endometrium.
Ocenia si¢, ze pinopody moga stanowi¢ marker receptywnos$ci, stanowigc rowniez
wyznacznik wejscia  endometrium w stadium 0 najwyzszej ptodnosci. Cechg
charakterystyczng dla endometrium w fazie lutealnej jest rowniez obecno$¢
mikrokosmkow, podobnie jak pinopody wrazliwych na dzialanie progesteronu. Liczba
| rozmiar mikrokosmkow zmienia si¢ wraz ze zmiang gestosci pinopodow i w przypadku
kobiet ptodnych jest mniejsza niz w przypadku pacjentek z RIF, gdyz wraz z rozwojem

pinopodow mikrokosmki ulegaja skracaniu, a czasem roéwniez zacieraniu. Komorki
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nabtonkowe posiadaja rzgski, ktore zanikaja w fazie lutealnej, a ich obecnos¢,
stwierdzona u grupie kobiet z RIF stanowi czynnik $§wiadczacy o nieptodnosci, gdyz

rzeski mogg utrudnia¢ przytaczenie zarodka do endometrium [21].

3.3. Implantacja

Najwazniejsza rolg jaka petni endometrium jest zapewnienie miejsca i warunkow
do zagniezdzenia sig¢, czyli implantacji zarodka w macicy, a nastepnie umozliwienie jego
wzrostu 1 rozwoju. Proces ten mozliwy jest w ograniczonym przedziale czasowym
zwanym oknem implantacji, przypadajacym na 16-22 dzien prawidlowego cyklu
miesigczkowego. Wyrdznia si¢ zasadniczo trzy fazy implantacji [51] (Rys. 6.), jednak
w niektorych opracowaniach uwzgledniony jest dodatkowy, poczatkowy etap wstgpnego
oddzialywania zarodka z endometrium [52]. Powszechnie za pierwszg fazg implantacji
uznaje si¢ kontakt (apozycje) zarodka w stadium blastocysty z pinopodami. Na tym etapie
dochodzi do zréznicowania komoérek zarodka na trofoblast, czyli zewnetrzng warstwe
komorek oraz wezet zarodkowy (embrioblast). Z kolei komorki stromalne endometrium
znajdujace si¢ w poblizu miejsca implantacji ulegaja W tym czasie procesowi
decidualizacji. Nastepnie dochodzi do adhezji biatka L-selektyny zewnetrznych komorek
blastocysty do oligosacharydowych ligandow komoérek nablonkowych endometrium
(Rys. 6b)). Proces ten jest regulowany przez molekuly adhezyjne, m.in. integryny
nalezace do transnabtonkowych receptoréw glikoproteinowych [51] i jest uznawany za
kluczowy dla powodzenia implantacji [53-55]. Brak ekspresji integryny VLA-4
(ang. Very Late Antigen- antygen bardzo pozny) podczas okna implantacyjnego moze
przyczyniaé si¢ do wystgpowania nieptodnosci niewyjasnionej [56]. W koncowym kroku
dochodzi do penetracji (inwazji) zarodka poprzez komorki nabtonkowe endometrium do
komorek zr¢bu (Rys. 6¢)). Podczas tej fazy, poczatkowo jednolity trofoblast roznicuje si¢
na wewngtrzng warstwe cytotrofoblatu oraz zewnetrzng warstwe syncytiotrofoblasu
tworzacego zewnetrzng czgs¢ tozyska. Zdolno$¢ do inwazji i1 przenikania przez btone
oddzielajaca komorki nabtonkowe 1 komorki zrebu przypomina wiasciwosci
charakterystyczne dla komorek ztosliwych, jednak w przypadku implantacji proces ten
powinien by¢ $cisle kontrolowany przez czynniki regulujace wzrost oraz przez cytokiny

i enzymy [51].
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Rysunek 6. Schemat przebiegu procesu implantacji oraz towarzyszacej mu
decidualizacji komorek endometrium a) apozycja, b) adhezja, ¢) inwazja, d) rozwoj
zarodka wewnatrz tkanki. Na podstawie: [57].

3.4. Choroby i zmiany patologiczne w obrebie endometrium
3.4.1. Nieptodnosé

Zgodnie z definicjg podang przez WHO w 2009 roku, nieptodno$¢ (ang. infertility)
jest rozumiana jako niemozno$¢ zaj$cia w cigze przez ponad 12 miesiecy, pomimo
regularnego wspotzycia, z czestotliwoscig $rednio 3-4 razy w tygodniu, oraz przy nie
stosowaniu $rodkow antykoncepcyjnych [58]. Choroba [59] ta dotyka 10-15% par
w wieku reprodukcyjnym [15,60-61], przy czym 35-50% przypadkoéw nieptodnosci jest
przypisywane czynnikowi wylacznie kobiecemu, 20-40% czynnikowi wylgcznie
meskiemu, 20-30% wynika z kombinacji czynnikéw kobiecych i meskich [15,60-63],
jednak u nawet 20-30% przypadkow nie mozna okresli¢ jednoznacznie czynnika
odpowiedzialnego za nieptodnos$¢ [13-15]. Nieplodno$¢é zwigzana jest z czynnikiem
demograficznym [5]. Szacuje si¢, ze w Polsce problem nieptodnosci moze dotyczy¢
ponad miliona par, jednak jedynie 20% z nich szuka pomocy medycznej. W polskiej

medycynie wyrdznia si¢ dwa pojecia dotyczace nieptodnosci: sterilitas rozumiane jako
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niemozno$¢ zajécia w cigze, oraz infertilitas dotyczace problemu z donoszeniem ciazy.
W przypadku niemozno$ci zajScia w cigz¢ wyrdznia si¢ nieptodnos¢ pierwotng
wystepujaca u kobiet niebedacych nigdy w cigzy oraz czesciej wystepujaca nieptodnosé
wtorng [5], dotykajaca kobiet, ktore posiadajg naturalnie poczete potomstwo, ale nie
moga ponownie zaj$¢ w cigze [64-65]. Jedyna mozliwoscia potwierdzenia ptodnosci jest

urodzenie dziecka (ang. taken home baby) [15].

Zaburzenia zawigzane z ptodnoscia moga dotyczy¢ powstawania zarodka oraz
jego zagniezdzenia w endometrium. Procesy te sg ztozone i ich przyczyny moga by¢
zwigzane W przypadku kobiet z nieprawidtowg pracg jajnika, jajowodu, z zaburzeniami
w obrebie macicy i szyjki macicy, natomiast u m¢zczyzn mogg wynika¢ z matej liczby

plemnikow, ich zbyt matej ruchliwos$ci lub nieodpowiedniej budowy [15].

Do problemu z ptodnoscia zwigzanego z czynnikiem jajnikowym prowadzi¢ moga
zaburzenia fazy lutealnej, podczas ktorej pomimo prawidlowego funkcjonowania ciatka
z6ttego obserwowane jest obnizenie st¢zenia progesteronu, badz skrocenie tej fazy
w stosunku do regularnego cyklu, w ktérym trwa ona 10-12 dni [15]. Zaburzenia cyklu
miesigczkowego skutkujace niemoznoscia zaj$cia w cigze moga by¢ zwigzane réwniez
z oligoowulacja, ktora polega na nieczgstych, wystepujacych mniej niz 8 razy w roku
krwawieniach miesigczkowych, a takze z anowulacja, w przypadku ktérej dochodzi
zaburzenia rytmu miesigczek i catkowitego braku krwawienia miesigczkowego [15,66].
Anowulacja to zaburzenie, ktore w najwiekszym stopniu uposledza dziatanie jajnikow.
Brak jajeczkowania moze wynika¢ z niewydolnosci przysadkowo-podwzgorzowej,
miedzy innymi w zespole policystycznych jajnikow (PCOS, ang. Polycystic ovary
syndrome), ktory dotyka 6-15% kobiet w wieku rozrodczym [67]. PCOS objawia si¢
zaburzeniami miesigczkowania i wielotorbielowatg strukturg jajnika widoczng w obrazie
ultrasonograficznym (USG), za ktéra odpowiedzialne sg znajdujace si¢ w jajniku
zatrzymane w rozwoju pecherzyki jajnikowe. Ponadto brak miesigczkowania moze
wynika¢ z przedwczesnego wygasania czynnosci jajnika (POF, ang. premature ovarian
failure) [15].

Z czynnikami jajowodowymi zwigzane jest 30-35% [68-69] przypadkow
nieplodnosci. Przemijajagca lub stala niedrozno$¢ jajowodoé6w uniemozliwia transport
spermy oraz komorki, ktéra na tym etapie zostaje zaptodniona [69]. Do uszkodzen

jajowodow naleza zrosty okotojajnikowe, bedace najczgéciej nastgpstwem zabiegu
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operacyjnego lub przebytego stanu zapalnego w obrgbie miednicy [68], ktory prowadzi
jednoczeénie do tworzenia si¢ wodniakow jajowodoéw powstajacych w wyniku
gromadzenia si¢ ptynu surowiczego W jajowodzie [15]. Do zaburzen funkcji jajowodow
mogg przyczyni¢ si¢ zmiany patologiczne w faldach $luzowki, stany zapalne lub
endometrioza, a takze wuszkodzenia §$luzowki jajowodu ograniczajace funkcje
transportowe [68,70] oraz patologia strzgpkdéw, stanowigcych zakonczenie wigzadla
lejkowo-miednicowego przylaczajacego jajowod do jamy macicy i pozwalajacych na

wychwyt komorki [15].

Maciczne czynniki nieptodnosci utrudniajg lub uniemozliwiajg zagniezdzenie
zarodka 1 moga wynika¢ z wad wrodzonych macicy takich jak przegrody
wewnatrzmaciczne lub by¢ zwigzane z obecnos$cig takich zmian patologicznych jak
zrosty wewnatrzmaciczne [15], bedace najczgsciej powiktaniem po zabiegach w obrgbie
macicy w tym wylyzeczkowaniach, cesarskim cigciu, aborcji oraz poronieniach
naturalnych [71]. Obszar zrostu powstajacego jako nieprawidtowe zwtdknienie zwigzane
m.in. ze spadkiem aktywnosci fibrolitycznej mogacym by¢ nastepstwem fizjologicznych
proceséw towarzyszacych cigzy [72] charakteryzuje si¢ spadkiem mobilnosci oraz
elastycznosci [73]. Szacuje si¢, ze u 50% kobiet po przebytym cesarskim cigciu dochodzi
do powstania przestrzeni w bliznie, nazywanej niszg lub lozg, oznaczajacej braku
cigglosci migs$nia macicy. Niecatkowity zrost rany po cesarskim cieciu moze by¢
przyczyna pekniecia i rozejscia si¢ blizny podczas kolejnej cigzy [74]. Ponadto obszar
blizny jest szczegélnie narazony na inwazj¢ trofoblastu, co moze skutkowac
nieprawidtowym zagniezdzeniem zarodka co z kolei prowadzi do patologii fozyska pod
postacig tozyska przodujacego lub przyrosnigtego [75]. Implantacja zarodka jest rowniez
ograniczona wystepowaniem W macicy tagodnych zmian w postaci polipow [15]
diagnozowanych u 15-24% kobiet z nieptodnoscig [76], oraz migsniakow [15]
identyfikowanych u 30-40% kobiet, w tym u 2,4% pacjentek nieptodnych [77]. Polipy
stanowig forme¢ tagodnych rozrostéw endometrium o wielkosci rzgdu od kilku
milimetréw do kilku centymetrow, tworzacych si¢ w blonie $luzowej macicy [78],
podczas gdy mieéniaki s3 nieztosliwymi guzami nowotworowymi wystepujacymi
W obszarze tkanki mig¢sniowej [77]. Chociaz etiologia rozwoju polipdw pozostaje
niejasna, uwaza si¢, ze tworzg si¢ one prawdopodobnie na skutek ogniskowego przerostu
zrebu i gruczolow, a ich powstawanie wigzane jest z dziatlaniem estrogenow [79].

Poczatkowe stadium rozwoju polipa, gdy widoczne sa ogniska, z ktorych moze
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potencjalnie wytworzy¢ sie polip, okreslane jest jako polipowato uformowana btona.
Mate zmiany o dlugosci zazwyczaj 1-2 mm klasyfikowane sg jako mikropolipy | Sg one
najczesciej niewykrywalne technikami ultrasonograficznymi. Mikropolipy nalezg do
czestych schorzen wspolistniejgcych przy endometriozie [80]. Chociaz polipy sg
zazwyczaj zmianami nienowotworowymi, niektore polipy (polipy w stanie
przedrakowym) moga si¢ rozwina¢ w raka [78], a ryzyko rozwoju raka u kobiet ze

zdiagnozowanymi polipami jest szacowane na 0-4,8% [81].

Czynnik szyjkowy zwigzany jest z nieodpowiednim stopniem otwarcia kanatu
szyjki macicy lub z nieprawidlowymi parametrami $luzu, takimi jak jego ilo$¢
przejrzystos¢ i ciggliwosé, ktoére mogg by¢ zwigzane ze stanami zapalnymi pochwy lub
zaburzeniami w wydzielaniu hormonow, ktoére regulujg zmiany $luzu w trakcie cyklu

miesigczkowego [15].

Powodzenie w procesie zaptodnienia komodrki jajowej oraz w zagniezdzeniu
zarodka nie gwarantuja donoszenia cigzy. Infertilitas rozumiane jako niemoznos¢
donoszenia cigzy jest zwigzane z wydaleniem jaja ptodowego z jamy macicy do 22.
tygodnia cigzy, co obserwowane jest w przypadku 15% cigz. Poronienia powtarzajace si¢
wigcej niz trzykrotnie okresla si¢ jako nawykowe. Poronienia mogg mie¢ podioze
genetyczne, hormonalne, by¢ zwigzane z nieprawidtowa budowa macicy m.in. ze
zrostami wewnatrzmacicznymi, mig$niakami, endometrioza, oraz niewydolnoscia szyjki
macicy [15]. Rowniez zaburzenia w przebiegu inwazji zarodka, zwigzane np. z zespotem
antyfosfolipidowym przyczyniajagcym si¢ do zahamowania inwazji mogg prowadzi¢

m.in. do nawracajacych poronien [82].

Proces zagniezdzenia zarodka warunkujacy ptodnos¢ jest kontrolowany przez
réwnolegle dzialanie wielu czynnikow opisanych szerzej w rozdziale 3.2. niniejszej
rozprawy, w tym hormonéw, enzymoéw 1 biatek wywotujacych zmiany morfologiczne
I czynnosciowe w macicy. Zaklocenia w dziataniu tych czynnikow moga skutkowac

nieptodnoscig lub prowadzi¢ do poronien.

Leczenie nieptodnosci moze przebiega¢ na drodze chirurgicznego usunigcia
nieprawidlowosci znajdujacych si¢ w obrgbie jajowoddéw i1 macicy, m.in. zrostow,
przegrod, migsniakow [15] 1 polipow [76,80], jednak badania pokazuja, ze wskaznik
ptodnosci u pacjentek po usunigciu polipa wynosi 23-65%, co oznacza, ze leczenie

chirurgiczne nie gwarantuje wyleczenia nieptodnosci [78]. W leczeniu nieptodnosci
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stosuje si¢ rowniez farmakoterapi¢, opierajaca si¢ na terapii hormonalnej. Istnieja
ponadto techniki rozrodu wspomaganego (ART, ang. assisted reproductive technics), do
ktorych nalezg m.in. bezposrednie podaniec plemnikéw do macicy (inseminacja
domaciczna) oraz zaptodnienie pozaustrojowe z nastepnym umieszczeniem zarodka

w macicy (IVF, ang. in vitro fertilisation) [15].

3.4.2. Endometrioza

Endometrioza jest definiowana jako wyst¢powanie endometrium poza jama
macicy, W szczegolnosci w obszarze miednicy, a wigc w jajnikach, w obszarze wigzadet
krzyzowo-macicznych oraz otrzewnej [83], przegrody odbytniczo-pochwowej, a takze
jelit i pecherza [83]. Choroba ta dotyka 5-10% kobiet w wieku rozrodczym [17,83]
i objawia si¢ nieptodnosciag oraz boélem odczuwanym w okolicy miednicy w czasie i po
stosunku [83], ale rowniez cyklicznie w czasie miesigczki [17] lub w trakcie catego cyklu
miesigczkowego [83]. Pod wzgledem histologicznym wyrdznia si¢ trzy typy
endometriozy: typ $luzowkowy, wystepujacy w torbielach endometrialnych jajnika, typ
otrzewnowy  charakteryzujacy si¢  wieloogniskowoscia oraz  réznorodno$cia
morfologiczng zalezng od stadium choroby, oraz typ gruczolakowy, w ktorym
obserwowana jest obecnos¢ zwlaszcza tkanki wioknisto-migsniowej, a nie tkanki
endometrialnej [15]. Chociaz w chorobie tej dochodzi do implantacji poza obrgbem
macicy zarowno komorek zrebu jak 1 nabtonkowych, badania wykazuja, ze w niektorych
wycinkach tkanki ektopowej, czyli wystepujacej w innym niz fizjologicznie miejscu,
wystepuja tylko komorki zregbu. W praktyce klinicznej uwaza si¢, ze sama obecno$¢
komorek zrebu poza jamg macicy jest wystarczajacg przestanka do zdiagnozowania
endometriozy. U pacjentek z endometriozg zaobserwowano ponadto zdolno$¢ komorek
zrebu do skurczu i migracji [31]. W przypadku gdy dochodzi do przerostu btony §luzowej

macicy w glagb myometrium schorzenie to jest okre§lane jako adenomioza [84].

Etiopatogeneza endometriozy nie zostata dotad jednoznacznie stwierdzona, gdyz
zadna z dostgpnych teorii nie wyjasnia wszystkich diagnozowanych przypadkow.
Sposrdod opisanych teorii szczegdlnie popularna jest w ostatnich latach teoria
transplantacji opierajaca si¢ 0 obserwacj¢ wystgpowania miesigczkowania wstecznego,
polegajacego na przemieszczaniu si¢ krwi miesigczkowej zawierajacej nieobumarte,
zdolne do implantacji fragmenty ztuszczonej btony $luzowej przez jajowody do jamy

otrzewnej. Zjawisko to jest obserwowane u wszystkich kobiet, jednak u niektorych

31



dochodzi do implantacji ztuszczonych komorek, co powoduje rozwéj endometriozy. Jest
to wigzane jest z zaburzeniami uktadu immunologicznego. Inng mozliwg przyczyne tego
schorzenia opisuje teoria metaplazji, polegajacej na patologicznej zmianie fizjologicznie
wystepujacych komorek na komorki innego rodzaju, w tym przypadku na przeksztatceniu
w komorki btony §luzowej macicy. Dodatkowo endometrioza jest wigzana z dziataniem
czynnikdw zewnetrznych, w tym dioksyn, indukujacych metaplazje, co opisuje teoria
indukcji [15]. Nie bez znaczenia w patogenezie tej choroby sg czynniki genetyczne,
nieprawidlowy poziom estrogenéw, wczesne miesigczkowanie oraz niski wskaznik masy

ciala (BIM, ang. body mass index) [17].

Endometrioza jest diagnozowana u ponad jednej trzeciej kobiet ze stwierdzong
nieptodnoscig [17], jednocze$nie zwigksza ryzyko poronien, ktore wystepuja u 40%
pacjentek z tym schorzeniem. Nieptodno$¢ u pacjentek z endometrioza moze by¢
zwigzana z wystepowaniem zrostOw w jajowodzie, ograniczajacych jego aktywnos$¢
motoryczng odpowiedzialng za transport w obrebie jajowodu lub powodujacych
catkowitg niedrozno$¢. Endometrioza moze skutkowa¢ ponadto uposledzeniem pracy
jajnika, prowadzac do braku jajeczkowania zwigzanego z zaburzeniami czynno$ci
wydzielniczej, luteinizacja niepeknigtego pecherzyka czyli zaburzeniem polegajacym na
nieuwalnianiu dojrzatej komorki jajowej z pecherzyka, a takze niewydolnoscig ciatka
z6ttego. Niepowodzenia implantacji zarodka oraz samoistne poronienia u kobiet
chorujacych na endometrioze wigzane sg z reakcjg immunologiczng w tkance ekotopowe;j
[15]. Dodatkowo endometrioza stanowi czynnik zwigkszajacy 2-3 krotnie ryzyko
zachorowania na raka jajnika, jednak pozostaje ono na poziomie 0,3-0,8% [17].
U pacjentek  z endometriozag zaobserwowano rowniez zwigkszenie czestosci

wystepowania nowotworu piersi i czerniaka skory [85].

W leczeniu endometriozy stosuje si¢ metody chirurgiczne i farmakologiczne.
Leczenie operacyjne obejmuje usuniecie ognisk choroby, jajnika lub macicy wraz
z jajowodami i jajnikami. Wielko$¢ usuwanego obszaru uzalezniona jest od rozlegtosci
zmian. Waznym aspektem leczenia kobiet pragnacych posiadaé potomstwo jest
zachowanie plodnosci, dlatego u tych pacjentek dazy si¢ do catkowitego usunigcia zmian
przy jednoczesnym ograniczeniu ingerencji w narzady pilciowe. Tak zwana terapia
oszczgdzajaca prowadzi czesto do nawrotéw endometriozy, co wigze si¢ z konieczno$é
bardziej radykalnego postgpowania, a W ostateczno$ci do usuniecia jajnikow. Leczenie

farmakologiczne, oprocz dziatania przeciwbolowego, opiera si¢ na terapii hormonalnej,
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majacej na celu ograniczanie czynnos$ci jajnikow oraz doprowadzenie do zaniku ognisk

endometriozy [15].

3.4.3. Nowotwory endometrium

Nowotwory endometrium nalezg do najczg$ciej diagnozowanych nowotworow
ginekologicznych, szczegélnie w krajach rozwinietych. Zapadalno$¢ na ten typ
nowotworu wzrasta i podczas gdy w 2016 roku znajdowat si¢ na pigtym miejscu pod
wzgledem czestosci wystepowania [86], w 2018 znalazt si¢ na miejscu czwartym [87].
Szczegodlnie duzg zachorowalno$¢ odnotowuje si¢ w Ameryce Pdinocnej oraz Europie
Zachodniej [88], a wzrost liczby diagnozowanych przypadkow w tych regionach jest
wigzany z otyloscia, ze starzeniem si¢ spoleczenstwa, oraz wystepowaniem zespotu
metabolicznego, wiazacego si¢ miedzy innymi z podwyzszonym ci$nieniem
| zaburzeniem  poziomu glukozy, trojglicerydow oraz  cholesterolu HDL
(ang. High Density Lipoprotein- alfa-lipoproteina o duzej gestosci) [86]. Wczesne
zdiagnozowanie nowotworu endometrium daje dobre rokowania na wyzdrowienie,
jednak u osob, u ktorych wystepuja nawroty choroby i przerzuty, mediana przezycia
(MOS, ang. median overall survival), czyli czas po ktorym 50% chorych zmarto, jest
niewielka [88]. Pod wzgledem $miertelno$ci nowotwory endometrium znajduja si¢ na 14
pozycji. Nowotwor endometrium jest powszechnie uznawany za chorobe dotykajaca
kobiety w okresie menopauzy, jednak u 14% pacjentek jest on diagnozowany przed

menopauza, a U 5% z nich przed ukonczeniem 40 roku zycia [86].

W zaleznosci od cech histologicznych wyr6znia sie dwa typy nowotworu. Typ |
to gruczolakorak endometrioidalny o niskim stopniu ztosliwosci, stanowiacy 80-90%
wszystkich rozpoznan [86,89], ktérego powstawanie zwigzane jest z nadmiernym
oddzialywaniem  estrogenow [15], natomiast typ Il to gruczolakorak
nieendometrioidalny, z ktorym wiaze si¢ wysokie ryzyko przerzutdw oraz nawrotow,
arokowania sg najczesciej zte [86,89]. Wedtug klasyfikacji molekularnej nowotwory
endometrium dzieli si¢ na cztery kategorie, zwigzane z mutacjami prowadzacymi do
rozwoju nowotworu [90-91]. Przypisane w klasyfikacji zaburzenia sugeruja, ze rozwoj
nowotworow zwigzany jest z mutacjami somatycznymi, a wigc nie sg one dziedziczne
[90]. Wazng rolg w tworzeniu i wzro$cie nowotworéw endometrium odgrywa proces
angiogenezy, kontrolowany migdzy innymi przez VEGF, najsilniejszy i najbardziej

specyficzny czynnik wzrostu $rodbtonka naczyfh, niezbedny w  procesach

33



fizjologicznych, ale jednocze$nie odgrywajacy znaczaca role¢ w rozwoju zmian

patologicznych [92].

Nowotwory endometrium najcze¢sciej leczy si¢ chirurgicznie, usuwajac macice
wraz z jajnikami i jajowodami, oraz wezty chtonne miednicy, jesli widoczne sg przerzuty
w tym obszarze. Radioterapia stanowi leczenie uzupelniajace leczenie chirurgiczne,

a takze stosowana jest w przypadkach, gdy leczenie chirurgiczne jest niemozliwe [15].
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4. Wybrane metody badan w analizie i diagnostyce choréb endometrium

Wiasciwosci endometrium, zarowno morfologiczne, strukturalne jak i zwigzane
z prawidlowa gospodarka hormonalng 1 biatkowa odgrywaja kluczowa role
w prawidtowym funkcjonowaniu uktadu rozrodczego. Zrozumienie przebiegajacych
W obrebie endometrium proceséw, znaczenia jego budowy i struktury, jak rowniez
proceséw prowadzacych do rozwoju zmian patologicznych stanowi niezwykle wazne
zagadnienie. Z tego wzgledu prowadzi si¢ w tym zakresie liczne badania,
z wykorzystaniem powszechnie stosowanych w medycynie technik, a takze poszukuje si¢
nowych, szybszych, bardziej jednoznacznych, czy tez dostarczajacych niedostepnych
wczesniej informacji metod. Rozw6j nowych metod jest szczegélnie podyktowany
faktem, ze wezesne wykrycie zaburzen, zwlaszcza nowotworowych, daje wigksze szanse
na powrot do zdrowia [93-96]. Wybrane techniki stosowane w badaniach nad

endometrium zostaty przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1. Wybrane metody analizy i diagnostyki endometrium wraz z przyktadami zastosowania
w badaniach nad endometrium.

Przeznaczenie  Nazwa techniki Podstawa fizyczna  Przyklad zastosowania
Detekcja fali
Itradzwigkowe;j
uitraczwie ,OWGJ Analiza grubosci
0 predkosci . .
- . . endometrium w czasie
Ultrasonografia I czestotliwosci ovklu i zmian zwiazanveh
g 0 0 ulz ZW14Z
(USG) zaleznej od zjawisk Y . 4 . ¢
Z rozwojem chorob
falowych
[97-98]
zachodzacych

wewnatrz tkanki

Obrazowanie
Ocena histopatologiczna

biopsji endometrium

Powiekszenie obiektu [99-104]

przy pomocy uktad
optycznego ztozonego
Z zestawu soczewek

Mikroskopia

optyczna Klasyfikacja komorek

z rozmazu cytologicznego
z szyjki macicy
0 charakterze tagodnym
I zto§liwym [105]
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Analiza ksztattu komorek,
obrazowanie polaczen
mi¢dzykomorkowych

Transmisyjna Detekcja elektronow
[106]

mikroskopia przechodzacych przez

elektronowa (TEM) badang probke Poréwnanie ultrastruktury

komorek od pacjentek
ptodnych i RIF [21]

Analiza ksztaltu
I powierzchni komorek

Detekcja elektronow
[106]

Skaningowa powstajacych
mikroskopia w wyniku
elektronowa (SEM) oddziatywania wiazki
elektronow z probka

Analiza obecnosci
charakterystycznych
struktur na powierzchni
komorki [107]

Detekcja biatek
stanowigcych marker
procesu, np. decidualizacji
wraz z przejsciem MET

Zjawisko fluorescenciji, [20]
: : romieniowanie
Mikroskopia P . Analiza ekspresji bialek
rejestrowane . . .
konfokalna . w wyniku dziatania
w pojedynczych o,
unkach prébki wybranych czynnikow
P P np. progesteronu [108]
Sledzenie zmian
w strukturze wewngtrzne;j
komorek [31]
Wykonanie wielu Obserwacja zmian
Mikroskopia mikrofotografii ruchliwosci komorek
poklatkowa w krotkich odstepach zwigzanych
czasu z endometrioza [31]




Mikroskopia sit
atomowych (AFM)

pomiarowym a probka

Analiza zmian
morfologicznych komorek
nabtonkowych
endometrium w wyniku
dziatania hormonéw,
np. progesteronu [108]
lub podczas procesu
decidualizacji [20]

Analiza oddzialywan
pomigdzy ostrzem

Western blot

Analiza ekspresji biatek
np. GTPazy [31],
MUC-1 [108], WT1 [109]
w celu potwierdzenie lub
Elektroforetyczny wyjasnienia
rozdziat biatek obserwowanych procesé6w
i detekcja z udziatem

- Monitorowanie ekspresji
przeciwciat

enzymu w wyniku
dzialania sity
rozciagajacej w badaniach

Analiza nad kurczliwo$ciag macicy
ekspresji genow [110]
1 biatek

Reakcja tancuchowa

polimerazy
Z odwrotnag

transkrypcja

(RT-PCR)

Analiza ekspresji genu

o MUC-1 w wyniku
Powielanie tancuchéw . .
dziatania wybranych
DNA poprzedzone czynnikow
np. progesteronu [108]
transkrypcja RNA do

Pomiar poziomu WT1

komplementarnego istotnego

DNA . .
w konteks$cie ptodnosci

pacjentek z PCOS [109]
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Pomiar poziomu genu
EGFR w czasie trwania
Ilo$ciowa analiza PCR  procesu decidualizacji

ReatkCJa 1ancuch0vs./a W oparciu o pomiar [20]
polimerazy w czasie fluorescencji
rzeczywistym znakowanych Monitorowanie ekspresji

MRNA [1-8 w wyniku

. fluorofortami
(Real-Time PCR) reagentow dziatania sity _
rozciaggajacej w badaniach
nad kurczliwo$cig macicy
[110]
Pomiar zmian st¢zenia
11-8 wyniku dziatania sity
iagajacej w badaniach
Spektrofotometryczne rozeraga) q(?ej W . .
. . nad kurczliwoscig macicy
Test immuno-  wykrywanie barwnych
, [110]
kompleksow

enzymatyczny ELISA

.. Potwierdzenie
antygen-przeciwciato

wystapienia przej$cia
decidualnego poprzez
detekcje markerow [20]

Analiza In situ aktywnosci

Barwienie wybranych ektonukleotydaz w tkance

Histochemi
istochemia z endometrioza [111] oraz

zZwigzkow

i immunohistochemia i
chemicznych nowotworem

endometrium [112]

Rejestracja
promieniowania Analiza markeréw
Cytometria rozproszoneg_o oraz powierzchniowych
przeplywowa fluorescencyjnego komorek w celu
pochodzacego od okreslenia ich fenotypu
przepltywajacych przez [113]
dysz¢ komorek
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Pomiar
promieniowania
rozproszenia Rayleigha
oraz Ramana,

Analiza drgan grup
charakterystycznych dla

Spektroskopia przemian chemicznych

Ramana ) zwigzanych z rozwojem
Zw13zanego .
Z drganiami wtasnymi endometriozy
S [114-115]
czasteczek
Analiza sktadu ‘ .
chemicznego Analiza pochtonigtego
przez czasteczke
promieniowania IR Analiza drgan grup
. . 0 okreslonej charakterystycznych dla
Mikrospektroskopia © e.s On,eJ . . S _y
. czestotliwosci, przemian chemicznych
w podczerwieni o . .
odpowiadajacego  zwigzanych z rozwojem
przejsciom do endometriozy [115]

wzbudzonego stanu
wibracyjnego

Analiza zmian modutu
Younga i adhezji
w wyniku decidualizacji
Analiza oddziatywan [20]
pomiegdzy ostrzem
pomiarowym a pr(’)bkq Pomiar odZia%y wania
pomiedzy komorkami
trofoblasty 1 nablonka
endometrium [53]

Pomiar adhezji
1 whasciwosci
mechanicznych

Mikroskopia sit
atomowych (AFM)

4.1. Obrazowanie

Jedng z podstawowych technik wykorzystywanych w  diagnostyce
ginekologicznej jest ultrasonografia, ktora poprzez zastosowanie ultradzwigkow pozwala
na uzyskanie informacji o strukturze organow i tkanek. Stosowanie USG zostato
zapoczatkowane w latach 50. XX w. i wykorzystane po raz pierwszy do zobrazowania
pecherza moczowego oraz nerek. Zasada dzialania ultrasonografu oparta jest o zjawisko
impedancji akustycznej, czyli oporu jaki osrodek stawia rozchodzacej si¢ fali
dzwickowe;j. Fala ulega ponadto odbiciu, zatamaniu i ugieciu, ktore zalezne sg od kata

padania, dtugosci fali, oraz nieréwnosci badanej struktury. Narzady posiadajg
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charakterystyczny dla nich wzorzec echa (echogenicznosci), a zmiany tych wzorcow
sugeruja rozwoj choroby [116]. USG, jako technika bezpieczna i nieinwazyjna, znajduje
zastosowanie w kontrolnych badaniach ginekologicznych, ale takze pozwala na
zaobserwowanie zmian patologicznych, takich jak nieprawidtowa budowa narzadow lub
lokalizacji wielko$ci i unaczynienia zmian nowotworowych w obrebie miednicy
mniejszej [15]. USG umozliwia ocen¢ warstwy endometrium, jej grubosci oraz
echogenicznos$¢, zmieniajacej sie fizjologicznie w czasie cyklu, ale rowniez w wyniku
leczenia hormonalnego, oraz w zwigzku z rozwojem choréb w obrebie endometrium,

m.in. adenomiozy [97], polipow czy tez nowotworow [97-98].

Jednoznaczna diagnostyka zmian w obrebie macicy nie jest mozliwa przy
zastosowaniu wylgcznie ultrasonografii. Czgsto konieczne jest pobranie fragmentu
tkanki, w celu przeprowadzenia badania histopatologicznego, pozwalajacego na
okreslenie charakteru obserwowanych zmian patologicznych, na podstawie oceny
mikrostruktury. Pobranie materiatu do badania odbywa si¢ na drodze biopsji aspiracyjnej,
biopsji podczas histeroskopii lub w wyniku tyzeczkowania. Biopsja aspiracyjna,
tzw. Pipella (Rys. 7), jest najmniej inwazyjng metoda pobrania wycinka, polegajaca na
umieszczeniu polipropylenowej rurki wewnatrz jamy macicy, a nast¢pnie zassaniu
fragmentu endometrium poprzez wytworzenie podcisnienia [117]. Histeroskopia nalezy
do technik endoskopowych i umozliwia doktadng obserwacje wnetrza jamy macicy
poprzez umieszczenie w niej urzadzenia optycznego wyposazonego w kamere. Podczas
zabiegu mozliwe jest pobranie biopsji celowanej, z precyzyjnie wybranego obszaru.
Biopsja podczas zabiegu histeroskopii jest obecnie standardowym zabiegiem
w diagnostyce nowotworéow endometrium [118]. Powszechne wprowadzenie do
diagnostyki zabiegu histeroskopii zmniejszyto liczbg¢ tyzeczkowan diagnostycznych
polegajacych na zluszczaniu blony $luzowej S$ciany macicy, ktore nalezaty do
rutynowych zabiegow, pomimo niskiej wydajnosci i duzego ryzyka uzyskania

fatszywego wyniku [118-119].

Ocena biopsji endometrium wymaga zastosowania mikroskopu optycznego,
stuzacego do powigkszenia obiektow niewidocznych gotym okiem. Tworzenie
powigkszonego obrazu mozliwe jest dzigki zastosowaniu ukladu optycznego
zbudowanego z zestawu soczewek. Do najwazniejszych elementéw mikroskopu
optycznego nalezg obiektyw oraz okular. Zadaniem obiektywu jest utworzenie obrazu

posredniego, powstajacego z promieni pochodzacych od obserwowanego obiektu, ktory
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moze by¢ o$wietlony naturalnie lub z zastosowaniem sztucznego zrodla $wiatta. Obraz
posredni jest powigkszany przez okular i w tej formie moze by¢ rejestrowany przez oko

obserwatora lub kamerg [121].

Endometrium

Szyjka Macic
Macica

Kaniula

Rysunek 7. Zasada pobierania wycinka technikga biopsji aspiracyjnej. Na
podstawie: [120].

Zastosowanie mikroskopu optycznego w analizie histopatologicznej stanowi
standard w diagnostyce patologii endometrium. Analiza ta umozliwia zaobserwowanie
zarowno fizjologicznych, zwigzanych z cyklem miesigczkowym, przemian
w endometrium, jak rowniez na identyfikacjg zmian wywolanych leczeniem
hormonalnym lub stanem zapalnym towarzyszacym endometriozie [99]. Ocena
histopatologiczna pozwala na okreslenie charakteru przerostow (hiperplazji) widocznych
w macicy 1 identyfikacj¢ zaré6wno lagodnych zmian takich jak polipy, jak rowniez
ztosliwych gruczolakorakow atakujacych gruczoty, oraz nowotworéw endometrium
tworzacych si¢ w warstwie nabtonkowej endometrium [99-103] Do kryteriow ocenianych
przez histopatologa naleza: grubo§¢ endometrium i charakter ewentualnego pogrubienia,
wzorce naczyniowe [100], architektura gruczotow, w szczegdlnosci rozmiar, ksztatt
I regularnos¢, stosunek liczby komorek zrebu do liczby gruczotow [100-103], obecnosé
komorek plazmatycznych zdolnych do wytwarzania przeciwciatl i namnazajacych si¢

W nastepstwie wystgpienia stanu zapalnego [99]. Badanie histologiczne biopsji
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endometrium stanowi rowniez technike diagnostyczng w badaniach nad nieptodnoscia
[104].

Mikroskopia optyczna znajduje takze zastosowanie w ocenie materiatu
cytologicznego. Cienkowarstwowa cytologia na podtozy ptynnym (LBC, ang. Liguid
Based Cytology) jest technikg umozliwiajacg klasyfikacje tagodnych, nietypowych oraz
ztosliwych komorek obecnych w rozmazie z szyjki macicy. Klasyfikacja komorek oparta
jest o interpretacj¢ mikrofotografii wykonanych mikroskopem optycznym [105],
z wykorzystaniem programu komputerowego, np. ImageJ [105,122]. Ocenie poddawane
sg cechy morfologiczne jader komoérkowych takie jak powierzchnia, §rednia §rednica oraz
obwod jadra oraz odchylenie standardowe. Pozwala to na rozréznienie komoérek
fagodnych 1 zlo§liwych. Niewatpliwg zaleta tej metody jest brak koniecznosci
inwazyjnego pobrania probki, jednak wprowadzenie tej techniki do grupy standardowych
metod diagnostycznych wymaga dalszych badan, szczegdlnie w zakresie identyfikacji

komorek nietypowych [105].

Wyjasnienie procesow zachodzacych w endometrium, a takze przyczyn zaburzen
w jego fizjologii, wymaga scharakteryzowania komoérek tworzacych jego strukture.
Wtym celu konieczne jest wyizolowanie komorek nabtonkowych 1 zrebu.
Charakterystyka komoérek mozliwa jest przy wykorzystaniu technik mikroskopowych,
Transmisyjnej Mikroskopii Elektronowej oraz Skaningowej Mikroskopii Elektronowej
(SEM, ang. scanning electron microscope). Mikroskopia elektronowa jest technikg
umozliwiajgcg obrazowanie struktur o rozmiarze ponizej 1 um, co mozliwe jest ze
wzgledu na wysoka rozdzielczos$¢, osiagajaca 0,1 nm, zapewniong przez matg dhugosé
fali wigzki elektronéw wynoszaca nawet 1pm. Zaréwno TEM jak i SEM wykorzystuja
silnie skupiong wigzke elektronowa (wigzka pierwotna), ktora zastaje skierowana na
probke umieszczona w komorze prozniowej. Mikroskopy te roznig si¢ natomiast
rodzajem rejestrowanych elektronow, z czym wigze si¢ takze inne umiejscowienie
detektora. W przypadku TEM rejestrowane sa elektrony przechodzace przez probke,
natomiast w SEM do detektora trafiajg elektrony powstale w wyniku oddzialywania
wiazki pierwotnej z probka (wigzka wtorna). Roznice te majg wpltyw na mozliwosci
aplikacyjne tych mikroskopéw i podczas gdy TEM jest wykorzystywany w badaniu
struktury wewnetrznej materiatu, SEM  znajduje  zastosowanie w analizie

powierzchniowej [123].
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Zastosowanie mikroskopii TEM oraz SEM w analizie komoérek tworzacych
endometrium pozwolilo na wyznaczenie rdznic w ich strukturze. Nabtonek endometrium
jest zbudowany z komorek kolumnowych lub prostopadto$ciennych komorek, jednak
analiza TEM pojedynczych komorek, potwierdzona pomiarem z wykorzystaniem SEM
wykazala, ze komorki nabtonkowe sg ptaskie, o wysokosci jedynie ok 2-5 um. Technika
SEM pozwolita takze na zobrazowanie regularnych, dobrze zdefiniowanych krawedzi
komorek. Obie techniki wykazaty obecnos¢ mikrokosmkow na powierzchni komorek
nabtonkowych. Ponadto wykonanie mikrofotografii TEM pozwolito na obserwacje
dwuwarstwowej struktury tworzonej przez komorki nabtonkowe. W przeciwienstwie do
komorek nabtonkowych, komorki zrgbu charakteryzuja si¢ nieregularng strukturg
powierzchniowg zobrazowang przy pomocy SEM. Zaréwno analiza TEM jak i SEM
umozliwity stwierdzenie braku mikrokosmkow na powierzchni tego typu komorek.
Obrazowanie TEM pozwolilo ponadto na zidentyfikowanie nieregularnych,
w przeciwienstwie do nabtonka, potaczen miedzykomoérkowych, przypominajacych
potaczenia komorkowe $rodbtonka. Dodatkowo techniki TEM oraz SEM dostarczyty
dowodow na mezenchymalne pochodzenie komoérek zrgbu [106], co wigze si¢ ze

zdolnoscia do réznicowania si¢ do innych komorek [124].

Jedng z glownych motywacji do analizowania komoérek endometrium jest ich
znaczenie w procesie implantacji zarodka, co potwierdzaja badania dotyczace
poréwnania  ultrastruktury komoérek pochodzacych od pacjentek ptodnych
| Z nawracajacymi niepowodzeniami implantacji. Roznice opisane w rozdziale 3.2.
niniejszej dysertacji zostaly wykazane z zastosowaniem TEM [21]. Rowniez SEM
pozwala na uzyskanie mikrofotografii struktur wystgpujacych na powierzchni komorek,
a wigc pinopodow, mikrokosmkow oraz rzesek. SEM nie umozliwia jednak analizy
struktury wewnetrznej tych wypustek, np. pod katem obecno$ci materiatu

wydzielniczego w pinopodach, na co pozwala technika TEM [107].

Zjawisko fluorescencji polega na emitowaniu $wiatta w nastepstwie pochtonigcia
promieniowania elektromagnetycznego z zakresu $wiatla widzialnego, ultrafioletu
lub podczerwieni. Do wyemitowania §wiatla, zwykle o mniejszej energii, ale wyzszej
dhugos$ci fali niz promieniowanie pochtoniete, dochodzi w przeciagu nanosekundy od
absorpcji. Wybrane zwiazki, najczesciej organiczne, posiadajace zazwyczaj pierScien
aromatyczny, wykazujace zdolno$¢ do fluorescencji wlasnej, okreslane sg jako

fluorofory. Ich wtasciwosci zwigzane sa ze zdolnoScia do pochlonigcia energii
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0 okreslonej dlugosci fali, a nastgpnie emisji innej, charakterystycznej dla danej
substancji fali. Czes¢ z fluoroforow wykazuje zdolnos¢ do przytaczania si¢ do innych
czasteczek, np. biatek. Okreslane wowczas jako znaczniki fluorescencyjne mogg shuzy¢
do detekcji wybranych elementéw komorek, wizualizacji procesow fizjologicznych
zachodzacych w komorkach, a takze obrazowania zmian patologicznych zachodzacych
w obrgbie komorek. [125].

Jedna z odmian mikroskopii fluorescencyjnej jest mikroskopia konfokalna,
charakteryzujaca si¢ wyzszg rozdzielczoscig w poroOwnaniu z tradycyjng mikroskopig
fluorescencyjng. Trudnos$cig, dotyczaca szczegodlnie grubszych prébek, obserwowang
w tradycyjnej mikroskopii fluorescencyjnej jest fakt, ze wszystkie fluorofory obecne
W probce emitujg promieniowanie przez caly czas ich naswietlania, w zwiazku z czym
do detektora trafia sygnat zard6wno od obszarow, na ktérych ma si¢ skupia¢ obrazowanie,
jak rowniez z obszarow poza zakresem ostro$ci. Przezwyci¢zenie tego ograniczenia
mozliwe jest poprzez zastosowanie lasera (CLSM, ang. Confocal Laser Scanning
Microscopy) jako zrodlo swiatta oraz punktowego detektora, ktory jest jednak mniej
czuly niz kamera. Innym podejsSciem jest zastosowanie wirujacego dysku z dziurka
(SDCM ang. Spinning Disk Confocal Microscopy) umozliwiajaca ekspozycje
pojedynczych punktow oraz rejestrowanie sygnatu przy pomocy kamery, pozwalajac tym
samym na osiggni¢cie wysokiej czulo$ci przy jednoczesnym ograniczeniu zaktocen.
Zgromadzone w kolejnych punktach 1 ptaszczyznach informacje pozwalajg na utworzenie

trojwymiarowego obrazu badanej probki [126-127].

Mikroskopia konfokalna jest technika wykorzystywana najczesciej w celu
uzupetienia lub wyjasnienia informacji uzyskanych innymi metodami. W przypadku
analizy endometrium pozwala ona m.in. na potwierdzenie zachodzenia takich procesow
jak decidualizacja. Jest to mozliwe poprzez obserwacje ekspresji biatek, wimentyny,
E-kadheryny oraz cytokeratyny (Rys. 8), stanowigcych marker przejscia
mezenchymalno- epitelialnego (MET ang. Mesenchymal to Epithelial Transition)
zachodzacego podczas decidualizacji [20]. CLSM postuzyt takze do analizy skutkow
dziatania progesteronu podczas fazy cyklu zaleznej od poziomu tego hormonu. Markerem
wejscia komorki w te faze jest biatko MUC-1, ktérego ekspresja moze by¢ obrazowana

z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej [108].
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Kontrola Po decidualizacji
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Rysunek 8. Zmiany w ekspresji wimentyny, E-kadheryny oraz cytokeratyny
w wyniku decidualizacji, zobrazowane przy pomocy mikroskopii konfokalnej.
Po decidualizacji obnizeniu ulega ekspresja wimentyny, podczas gdy ekspresja
E-kadheryny oraz cytokeratyny wzrasta. Na podstawie: [20].

E-kadheryna

Cytokeratyna

Analiza zmian zachodzacych w komorkach endometrium w wyniku rozwoju
endometriozy jest nieustannie aspektem badan naukowcéw, ze wzgledu na wcigz
niewystarczajace informacje do jednoznacznego opisania jej przyczyn, a takze
opracowania metod leczenia. Mikroskopia konfokalna pozwolita na zobrazowanie rdznic
w poziomie biatek tworzacych struktur¢ wewnetrzng w komorkach zdrowych oraz
komorkach z endometrioza. W komoérkach z endometrioza, w porownaniu ze zdrowymi
komorkami, zaobserwowano zarowno wzrost ekspresji aktyny, biatka bedacego

elementem cytoszkieletu komorki jak réwniez winkuliny, przymocowujacej witokna
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aktynowe do podstruktur komorki, a takze odgrywajacej wazng rolg w migracji komorek

oraz tworzeniu potaczen miedzykomoérkowych [31].

Jedng z innych mozliwosci zastosowania technik mikroskopowych jest
mikroskopia poklatkowa (ang. time-lapse microscopy). Technika ta polega na wykonaniu
duzej liczby mikrofotografii w krotkich odstepach czasu. Otrzymany w ten sposob film
poklatkowy pozwala na $ledzenie w czasie mikroproceséw zachodzacych w obrebie
komorek. Ten wariant mikroskopii znajduje zastosowanie m.in. w analizie migracji
i ruchliwosci komoérek. Umozliwia to obserwacje zmian w mechanice komorek,

zwigzanych np. z rozwojem choréb takich jak endometrioza [31].

Mikroskopia sit atomowych, opisana szerzej w rozdziale 5., stanowi narzedzie
coraz czesciej wykorzystywane w celu uzupelienia informacji uzyskanych innymi
technikami mikroskopowymi. AFM pozwala na analiz¢ zmian zachodzacych
w morfologii tkanek w nanoskali, poprzez pomiar wysokosci oraz szorstko$ci probki
w roznych punktach badanej powierzchni. Zmiany te sg niezwykle istotne, poniewaz
towarzysza przemianie powierzchni endometrium z niezdolnej do przytaczenia zarodka
w tkanke receptywna. Zmiany ultrastrukturalne endometrium wigzg si¢ m.in.
z dziataniem hormonéw w tym progesteronu [108]. Zachodzace podczas decidualizacji
zmiany morfologiczne w tkance wyscielajacej macicg rowniez moga by¢ analizowane
z zastosowaniem AFM, ktory umozliwia obrazowanie topografii powierzchni
I wykorzystanie otrzymanych danych do utworzenia profili wysokosci i szorstkosci

powierzchni [20].

4.2. Analiza ekspresji genow i bialek

Analiza ekspresji biatek 1 genow towarzyszacej procesom zachodzagcym w obrgbie
komorek stanowi wazne zagadnienie zaréwno pod wzgledem diagnostycznym jak
rowniez z uwagi na dostarczanie fundamentalnych informacji, pozwalajacych na
potwierdzenie 1 wiasciwe zakwalifikowanie obserwowanych zjawisk. Analizy te
umozliwiajg $ledzenie mechanizmow zjawisk z uwzglednieniem przyczyn (podioze
genetyczne, wplyw otoczenia) zachodzacych zmian, a takze analize skutkéw integracji

dwéch biatek [128].

Powszechnie stosowang w detekcji specyficznych biatek technikg jest metoda
Western Blot. Sktada si¢ ona zasadniczo z trzech etapow: elektroforetycznego rozdziatu
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mieszaniny bialek na zelu poliakrylamidowym w oparciu o ich mas¢ molowa,
elektroforetycznego przeniesienia wyizolowanych biatek na nitrocelulozowag lub
utworzong z polifluorku winylidenu (PVDF, ang. polyvinylidene fluoride) (Rys. 9)
matryce, a nastepnie detekcji biatek z udzialem swoistych przeciwciatl. Elektroforeza
prowadzona jest najczesSciej w warunkach denaturujacych, zapewnionych poprzez
obecno$¢ detergentu, ktdry poprzez proces denaturacji nadaje wszystkim czasteczkom
jednakowy tadunek, uniezalezniajgc rozdziat od tadunku [128]. Technika Western blot,
w potaczeniu z innymi metodami, pozwala na kontrole ekspresji m.in. biatka MUC-1,
niezbednego podczas procesu implantacji zarodka w macicy. Analiza ta uzupetnia wigc
uzyskane przez zastosowanie mikroskopu sit atomowych oraz mikroskopu konfokalnego
informacje o zmianach wywotanych poprzez dziatanie progesteronu [108]. Technika
Western blot postuzyta takze do wyjasnienia zjawiska zmiany ruchliwos$ci komorek
U pacjentek z endometriozag. W tym wypadku analiza ekspresji enzymu GTPazy
wigzacego nukleotyd guanozyno-5’-trojfosforan (GTP), w polgczeniu z obserwacja
w oparciu 0 mikroskopie poklatkowg, pozwolita na zaobserwowanie wzrostu ruchliwo$ci
komorek od pacjentek z endometrioza 1 powigzanie tego faktu ze wzrostem stezenia
GTPazy. Znaczenie GTPazy dla zmian w ruchliwo$ci komorek jest zwiazane z udziatem
tego enzymu w procesie polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny [31]. Monitorowanie
ekspresji biatek okazuje si¢ takze przydatne w analizie zachowania tkanki podczas jej
mechanicznego rozciggania. Macica jest organem, ktorego zdolnos¢ do kurczliwosci jest
kluczowa cechg umozliwiajgcg usuwanie ztuszczajacego si¢ w czasie cyklu nablonka,
pelnigca istotna funkcje¢ podczas zaptodnienia, umozliwiajaca transport nasienia
w drogach rodnych oraz zarodka w macicy [129], a takze pozwalajaca na kontrole
postepu porodu poprzez wywotywanie skracania i rozwierania szyjki macicy [130].
Rozcigganie komorek zrebu endometrium zostalo zasymulowane z zastosowaniem
urzadzenia prézniowego. W wyniku rozciggania zaobserwowano wzrost fosforylacji
kinaz ERK1/2 (kinazy regulowane sygnatem zewnatrzkomérkowym, (ang. extracellular
signaling- regulated kinase), szczeg6lnie znaczacy w 5 minucie rozciggania. Fosforylacje
bialek w tym eksperymencie mierzono z pomocg techniki Western blot. Zgodnie
z przeprowadzonymi obserwacjami ERK stanowi czynnik pobudzajacy wydzielanie
biatka z grupy chemokin, Interleukiny 8 (11-8), ktorej ekspresja jest szczegdlnie wyrazna

w czasie menstruacji [110].
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Rysunek 9. Wzory strukturalne a) nitrocelulozy oraz b) polifluorku winylidenu.

Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR, ang. Polymerase chain reaction) jest
technikg stuzacg do identyfikacji tancuchow DNA w oparciu o $ladowg ilos¢ DNA
w probcee. Technika ta opiera si¢ o amplifikacje czyli powielanie wybranych fragmentow
DNA, w celu uzyskania wystarczajacej do analizy liczby kopii (Rys. 10). Pierwszym
etapem metody PCR jest izolacja materialu DNA z probki, ktorg mogg stanowié zarbwno
zywe jak 1 martwe tkanki, w tym krew, fragmenty skory lub organdw, czy tez wlosow,
atakze wydzieliny takie jak np. §lina lub mocz. Matryca, czyli fragment tancucha
polinukleotydowego, ktory ma zosta¢ poddany powielaniu, musi by¢ oczyszczona
Z bialek 1 inhibitorow enzymow w celu uzyskania wysokoczasteczkowego DNA.
Kluczowym etapem reakcji PCR jest synteza DNA Kkatalizowana poprzez enzym,
polimeraz¢ DNA, i polegajaca na wbudowaniu do nici matrycy nukleotydow, zgodnie
z zasadg komplementarnosci. Powielana sekwencja jest uzalezniona od starterow-
krotkich, jednoniciowych tancuchow DNA znajdujgcych sie¢ w mieszaninie reakcyjnej,

a dobranych do badanej sekwencji roéwniez w oparciu o zasad¢ komplementarnosci.
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Rysunek 10. Schemat ideowy techniki PCR. Na podstawie: [133].
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Startery przylaczaja si¢ na obu koncach tancuchow, ktore majg by¢ przedmiotem
powielania. Kolejne etapy reakcji PCR definiowane s3 poprzez zmiany temperatury,
kontrolowane dzieki prowadzeniu reakcji w termocyklerach, pozwalajgcych na zmiane
temperatur w $cisle okreslonych sekwencjach. W czasie reakcji tancuchowej polimerazy
nastepuje cykliczne, najczeéciej 30-krotne, powtarzanie denaturacji, przylaczania
starterow oraz elongacji. Denaturacja jest procesem prowadzonym w 95°C, podczas
ktorego pekaja wigzania wodorowe odpowiedzialne za stabilizacj¢ podwdjnej helisy
DNA, w wyniku czego powstaja dwa pojedyncze tancuchy. Kolejny etap zachodzi
W nizszej temperaturze, dobranej odpowiednio do rodzaju starterow, ktére maja zostac
przylaczone do matrycy i konczy si¢ powstaniem komplekséw starter-matryca.
Elongacja, przebiegajaca w temperaturze 72 °C przy udziale polimerazy, polega na
wybudowaniu komplementarnych nukleotydow i stanowi wlasciwg synteze¢ DNA [131-
132].

Odmiang PCR jest reakcja lancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja
(RT-PCR ang. reverse-transcription polymerase chain reaction). W metodzie tej
wykorzystuje si¢ enzym, odwrotng transkryptaze, ktory pozwala na przepisanie
jednoniciowego RNA matrycg, na dwuniciowe cDNA (komplementarne do RNA)
w procesie odwrotnej transkrypcji. Kolejne etapy przebiegajg jak w technice PCR.
Modyfikacja techniki PCR pozwala na analizowanie niewielkich ilosci RNA w probce
[132]. Technika ta znajduje zastosowanie w porownywaniu ekspresji mRNA WT1
u kobiet zdrowych i z PCOS. W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano
obnizong, w porownaniu ze zdrowymi kobietami, ekspresje genu WT1 w czasie okna
implantacyjnego u pacjentek z zespotem policystycznych jajnikow. Zaburzenia poziomu
WT1 regulowanego poprzez hormony plciowe, stanowiag wazny czynnik mogacy
przyczynia¢ si¢ do problemoéw z receptywnoscia [109]. RT-PCR zostata wykorzystana
takze w analizie zmian w ekspresji genu MUC-1 w wyniku dziatania progesteronu.
Zaobserwowano, ze poziom MUC-1 wzrasta analogicznie do biatka MUC-1, ktoérego

poziom analizowano technikg Western blot [108].

Inny wariant techniki PCR, ilosciowa analiza PCR w czasie rzeczywistym ( real-
time PCR, lub gPCR, ang. quantitative polymerase chain reaction) polega na
monitorowaniu, w czasie rzeczywistym, przyrostu kopi analizowanego fragmentu,
w oparciu o pomiary z zastosowaniem technik fluorescencyjnych. W tym celu

wykorzystywane jest znakowanie fluoroforami reagentow, najczesciej fragmentow DNA,
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ktérych poziom fluorescencji zmniejsza si¢ po przytaczeniu do nici DNA, a takze moze
rozni¢ si¢ w zaleznosci od przytaczenia do jedno- lub dwuniciowego DNA [134]. gPCR
znajduje zastosowanie W pomiarze ckspresji gendw w trakcie przebiegu proceséw
biologicznych, podczas ktorych istotne sg ilosciowe zmiany poziomdw genow na réznych
ich etapach. Przykladem zastosowania tej techniki jest analiza poziomu genu EGFR,
ktérego zmiany znaczaco ro6znig si¢ podczas trwania decidualizacji oraz gdy proces ten
nie zostaje zainicjowany [20]. PCR w czasie rzeczywistym pozwolit takze na
monitorowanie ekspresji mMRNA 11-8, ktora wzrasta podczas mechanicznego rozciggania

komorek endometrium [110].

Powszechnie stosowana w diagnostyce technika ELISA (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay) umozliwia wykrywanie bialek, w szczeg6lnos$ci antygendw
0 charakterze biatkowych oraz przeciwcial. W metodzie tej detekcja zachodzi w oparciu
0 wytworzenie barwnego kompleksu pomiedzy antygenem i przeciwcialem wraz ze
skoniugowanym z nim enzymem. Zmiana barwy, ktorej natgzenie jest zwigzane
bezposrednio z liczbg tworzacych si¢ wigzan pomiedzy antygenem i przeciwciatem, jest
mierzona spektrofotometrycznie i umozliwia zarowno jako$ciowe jak i ilosciowe
oznaczenie bialek w badanej probce. Testy prowadzone s3 w ukladzie dwufazowym,
z udziatem fazy statej stanowiacej no$nik do ktoérego wigzany jest 0znaczany antygen lub
przeciwciato. Najczesciej jako nosnik wykorzystywane sa ptytki wielodotkowe, a badane
zwigzki sg immobilizowane w dolkach, do ktorych dodawane sg kolejne roztwory
reagentow. W przypadku wykrywania antygendow, w pierwszej kolejnosci do dotka
dodawany jest roztwor zawierajacy przeciwciala, natomiast podczas oznaczania
przeciwcial, roztwor z antygenami. Przed dodaniem kolejnego roztworu, zawierajacego
znakowane enzymem przeciwciata, konieczne jest usunigcie nieprzereagowanych
reagentow poprzez przeptukanie Srodowiska reakcji. Niezwigzane przeciwciala sg
usuwane podczas kolejnego przemywania Srodowiska reakcji. Nastgpnie do dotka
dodawany jest substrat, najczeSciej kwas 2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-
sulfonowy) (ABTS) lub 3,3°,5,5’-Tetrametylobenzydyna (Rys. 11), ktéry reaguje
Z enzymem zwigzanym z odpowiednim przeciwcialem, czego skutkiem jest zmiana

barwy [135-136].
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Rysunek 11. Wzory strukturalne a) kwasu 2,2'-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-
sulfonowego oraz b) 3,3°,5,5’-Tetrametylobenzydyny.

b

W badaniach nad komodrkami endometrium test ELISA znajduje zastosowanie
W oznaczaniu biatek w medium pohodowlanym. Przyktadem wykorzystania tej techniki
Immunoenzymatycznej jest wykrywanie biatka 11-8 podczas obserwacji rozciggania
komorek w badaniach nad kurczliwoscig endometrium. W wyniku przeprowadzonych
badan zaobserwowano stopniowy wzrost ekspresji 11-8 w czasie rozciggania komorek.
Obserwacje te pozwalaja na stwierdzenie, Ze energiczne skurcze macicy w czasie
miesigczki prowadza do regulacji fizjologii macicy poprzez wydzielanie 11-8 przez
komorki endometrium. Jednoczesnie wyniki tych badah sugeruja mozliwy zwigzek
ruchow macicy z rozwojem endometriozy, w patogenezie ktorej rowniez uczestniczy
[1-8 [110]. Test ELISA wykorzystano takze do detekcji markerow decidualizacji,
prolaktyny oraz IGFBP-1, ktorych stgzenie stopniowo wzrasta po zainicjowaniu
decidaulizacji. Technika ta pozwolita wigc na kontrole oraz potwierdzenie wystgpienia

przejscia decidualnego [20].

Inng grupg technik opartych o barwienie wybranych zwigzkéw chemicznych
obecnych w tkance, mozliwych do zobrazowania przy uzyciu mikroskopu, sa techniki
histochemiczne i immunohistochemiczne. Pierwszym typem oznaczen histochemicznych
jest barwienie oparte o reakcje wybranych sktadnikow komorki np. cytoplazmy lub
tkanki o okreslonych whasciwosciach np. tkanki tacznej z barwnikiem, w celu okreslenia
charakteru badanych tkanek. Drugim typem tych reakcji jest oznaczanie produktow
aktywnosci enzymu, poprzez dodatek odpowiedniego dla niego substratu. Produkt tej

reakcji ~ jest uwidaczniany przy pomocy barwnika [137]. Barwienie
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immunohistochemiczne jest wykorzystywane do wykrywania antygenow poprzez
wigzanie ich z odpowiednim przeciwcialem wraz z zwigzanym z nim enzymem,
umozliwiajacym uzyskanie barwnej odpowiedzi. Techniki te pozwalajg nie tylko na
detekcje wybranych substancji, ale takze okreslenie ich lokalizacji w obrebie komorki lub
tkanki [137-138]. W praktyce techniki immunohistochemiczne moga by¢ wykorzystane
np. do $ledzenia aktywnosci ectonukleotydaz CD39 oraz CD73 in situ w tkance
endometrium. Ektonukleotydazy sg enzymami, ktore odpowiadajg za regulacje poziomu
zewnatrzkomorkowego adenozyno-5'-trifosforanu (ATP), bedacego nosnikiem energii.
Wykazano, ze aktywnos$¢ tych enzymdéw zmniejsza si¢ u pacjentek z endometrioza,
szczegblnie w przypadku najci¢zszego podtypu tej choroby [111]. Z kolei w badaniach
dotyczacych nowotworéw endometrium stwierdzono wysokie poziomy obydwu
enzymow, zwlaszcza zwigkszong ekspresje nukleotydazy CD39 w przypadku nowotworu

surowiczego o wyzszym stopniu zaawansowania [112].

Cytometria przeptywowa jest technikg stuzaca przede wszystkim do jako$ciowej
I ilociowej oceny komorek w oparciu 0 analize $wiatta rozproszonego przez komorki.
Pomiar w cytometrze przeptywowym polega na wprowadzeniu zawiesiny komorek do
zwezajacego si¢ kanatu, przez ktéry, na skutek ogniskowania hydrodynamicznego,
komorki przeplywaja ze stala predkoscia. Przeptywajace komorki zostaja o$wietlone
wigzka laserowa, a rozproszone na nich promieniowanie jest rejestrowane przez
fotodetektory. Waznych danych dostarcza takze pomiar fluorescencji zwigzanej
Z naturalnie wystgpujacymi fluoroforami lub uZzytymi do znakowania barwnikami
fluorescencyjnymi. Barwienie, podobnie jak w przypadku technik histochemicznych oraz
ELISA, umozliwia oznaczenie antygenow poprzez przytaczenie do nich znakowanych
fluorescencyjnie przeciwciat. Opracowanie otrzymanych w czasie pomiaru widm
pozwala na identyfikacj¢ zwigzkéw znajdujacych si¢ na powierzchni komorek [139],
np.w celu identyfikacji markerow powierzchniowych $wiadczacych o fenotypie
komorek. W przypadku analizy komorek endometrium uzyskano w ten sposob
informacje 0 obecnosci markerow wystepujacych w komoérkach macierzystych oraz
szpiku kostnym. Zaobserwowano réwniez, ze komorki zrgbu wykazuja zdolno$¢ do
réznicowania si¢ do komorek macierzystych. Poczynione obserwacje sa kolejnym
krokiem do zrozumienia patogenezy chor6b endometrium, a takze stanowig podstawe do

zastosowania macierzystych komorek endometrium w inzynierii tkankowej [113].
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4.3. Analiza skladu chemicznego

Identyfikacja zwigzkow chemicznych obecnych w probce mozliwa jest takze
poprzez analiz¢ wystepujacych w nich wigzan i grup funkcyjnych w oparciu o pomiar
oscylacji wybranych czastek. W tym celu mozna zastosowacé spektroskopi¢ oscylacyjna,
do ktorej zalicza si¢ spektroskopie Ramana oraz spektroskopi¢ w podczerwieni (IR,
ang. infrared spectroscopy). Techniki te s3 komplementarne co oznacza, ze drgania,
ktore sg aktywne w podczerwieni nie daja sygnatu w widmie Ramana i odwrotnie. Pelna
charakterystyka zwigzkéw wymaga wigc czgsto lgcznego stosowania obydwu tych
metod. Spektroskopia oscylacyjna wykorzystuje zjawisko drgan atomow w czasteczce,
wsérod ktorych wyrdznia sie drgania rozciagajace i zginajace. Energia czgsteczek
zwigzana z drganiami wlasnymi czastki, stanowi, obok energii zwigzanej z ruchem
elektrondw oraz energii wynikajacej z rotacji czasteczki w catosci, sktadowa catkowitej
energii czasteczki. Zarowno spektroskopia Ramana jak réwniez spektroskopia
W podczerwieni wykorzystuja obserwacje przejs¢ oscylacyjnych wywotanych
o$wietleniem probki promieniowaniem elektromagnetycznym o okreslonej dtugosci fali.
Absorpcja promieniowania mozliwa jest tylko gdy zostanie spetlniona reguta wyboru, co
oznacza, ze fotony promieniowania padajacego musza posiada¢ odpowiednia energig.
Metody te r6znig si¢ pochodzeniem rejestrowanego w nich widma, a takze energia, ktora

muszg posiada¢ padajace fotony.

W przypadku techniki Ramana widmo ma swoje zrodlo w polaryzacji
elektronowej, bedace; odpowiedzia na oddziatywanie z elektryczng skladowa
promieniowania ultrafioletowego (UV, ang. ultraviolet, 2=10-400 nm) lub bliskiej
podczerwieni (near IR, ang. near infrared, A=700-1000 nm). Polaryzowalnos¢ jest
parametrem, ktory okresla w jakim stopniu pole elektryczne moze zmieni¢ chmure
elektronowa, a co za tym idzie, orbital molekularny czasteczki. Zjawisko Ramana polega
na oddzialywaniu elektrycznej sktadowej promieniowania elektromagnetycznego
Z czasteczka bedaca zbiorem dodatnich i ujemnych fadunkow elektrycznych, co prowadzi
do indukcji momentu dipolowego. Drgania wywotane obecnoscig momentu dipolowego
przyczyniaja si¢ do emisji trzech typow promieniowania: rozproszenia Rayleigha
0 czgstoSci rownej czgsto$ci  promieniowania padajgcego oraz  stokesowskiego
I antystokesowskiego rozproszenia Ramana, ktorych czestosé jest odpowiednio mniejsza
lub wigksza o warto$¢ czgstosci drgania przejScia wibracyjnego od czestosci

promieniowania padajacego (Rys. 12). Promieniowanie stokesowskie jest emitowane
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przez czasteczke, ktora poczatkowo znajduje si¢ w podstawowym stanie wibracyjnym,
apo emisji promieniowania wraca do wzbudzonego stanu rotacyjnego. Odwrotna
sytuacja ma miejsce w przypadku promieniowania antystokesowskiego, w ktorym
z pierwotnie wzbudzonego stanu rotacyjnego, w wyniku rozproszenia czasteczka wraca
do stanu podstawowego [140]. Roznica pomigdzy rozproszeniem Rayleigha i Ramana
nazywana jest przesunieciem Ramana. Wielko$¢ ta odpowiada czestotliwosci drgan
w analizowanej czgsteczce, ktora w przypadku kazdego wigzania jest inna, CO pozwala

na identyfikacje wystepujacych w niej wigzan [114].

Energia
A
SI
Stany B e
wirtualne [ ——-——4—7—————— —— — — — L
hvg-hvyp hvg + hy
hvo hvg hvg hv,
1 \ 4
a A
Vvib { lAv Avﬂi ||
S - . .
®  Podczerwien Rozprogzeme Rozproszeme Rozproszenie ‘
Rayleigha stokesowskie anty-stokesowskie

Rysunek 12. Diagram Jablonskiego. Wykres energii przedstawia przej$cia pomiedzy
poziomami energetycznymi towarzyszace  absorpcji  promieniowania
w podczerwieni oraz polaryzacji elektronowej. So i Si- podstawowy i wzbudzony
stan energetyczny, wvib- czestotliwo§¢é wibracji, h- Stata Planca, hvo- energia
poczatkowa lasera, hwi,- energia wibracyjna, Av- przesuniecie Ramana. Na
podstawie: [141].

W spektroskopii w podczerwieni probka jest o$wietlana polichromatycznym
(obejmujacym szeroki zakres czestotliwosci) promieniowaniem podczerwonym (A=700
nm- 1 mm). Absorpcja promieniowania przez czgsteczke mozliwa jest gdy spetniona jest
reguta wyboru, czyli energia promieniowania odpowiada energii niezbednej do przejscia
czasteczki z wibracyjnego stanu podstawowego do stanu wzbudzonego, a wiec roznicy
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energii wibracyjnych pomigdzy poziomami energetycznymi. Dodatkowo, podobnie jak
w przypadku techniki Ramana, w spektroskopii IR widoczne w widmie sg przejscia,
ktorym towarzyszy zmiana momentu dipolowego zwigzana z drganiami.
Promieniowanie, ktoére nie zostalo pochtonigte przez probke trafia do detektora. We
wspotczesnych urzadzeniach doprowadza sie interferencji tego zarejestrowanego
promieniowania z wigzka z tego samego zrodia, ktore nie przeszto przez probke.
Otrzymane widmo w postaci intensywnosci w funkcji dtugos$ci przeksztalca si¢ stosujgc
matematyczng operacj¢, transformate Fouriera, w celu otrzymania widma w postaci
intensywnosci w funkcji czgstotliwosci (liczby falowej). Technika ta nosi nazwe
spektrofotometrii w podczerwieni z transformacja fourierowska (FTIR, ang. Fourier

Transform Infrared Spectroscopy) [140].

Spektroskopia ramanowska znajduje zastosowanie jako nieinwazyjna technika
stuzaca do oznaczania biomarkeréw, charakterystyki struktur chemicznych, a takze
monitorowania przebiegu reakcji w komorkach i tkankach. Mozna ja wykorzystaé jako
narzgdzie do oznaczania sktadu chemicznego probek, np. krwi w diagnostyce
endometriozy, bez koniecznosci wykonywania laparoskopii stanowigcej obecnie
standardowg procedure medyczng. Analiza widma Ramana w zakresie 1729-790 cm
pozwolita na opisanie pasm mogacych stanowi¢ marker endometriozy. Wykorzystano
w tym celu metod¢ analizy sktadowych glownych (PCA, ang. Principal Component
Analysis) pozwalajaca na redukcje liczby zmiennych, w celu wskazania zmiennych
majacych najwigkszy wptyw na poszczegolne sktadniki gtowne. Zmiany w widmie, ktore
uznano za potencjalnie charakterystyczne dla endometriozy, zaobserwowano przy
pasmach 1156 i 1520 cm-1, przypisanych odpowiednio drganiom wigzan C-C oraz C=C
beta karotenu. Moga by¢ one powigzane ze zmianami metabolizmu kwasu retinowego
u pacjentek z endometriozg [114]. W badaniach nad endometrioza wykorzystano takze
faczenie techniki spektroskopii Ramana z IR wraz z technika analizy danych PCA.
Przeprowadzono w ten sposob analiz¢ grup polarnych (IR) oraz polaryzowalnych
(spektroskopia Ramana) wystepujacych w komoérkach Granulosa, ktore regulujg rozwoj
oocytu dajacego poczatek komodrce jajowej. Probki otrzymano z obydwu jajnikow
pacjentek z endometrioza zlokalizowang w obrgbie jednego jajnika oraz kobiet ze
zdiagnozowang nieptodnoscia o r6znym podtozu (grupa kontrolna). Réznice w widmach
pochodzacych od komérek z jajnika objetego endometriozg oraz z jajnikoOw pacjentek

nieptodnych zaobserwowano w catym zakresie liczb falowych. Szczegélnie istotne
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réznice dotyczyly wzrostu intensywnos$ci drgan rozciggajacych grup =CH i ugrupowan
estrowych C=0O oraz spadku intensywnosci drgan grup CH: w jajnikach objetych
endometriozg w stosunku do grupy kontrolnej, Co przypisano zachodzagcemu w jajnikach
kobiet z endometrioza utlenianiu (peroksydacji) lipidow. Nie stwierdzono natomiast
réznic w widmach pochodzacych od komorek z jajnika z endometriozg i drugiego,
teoretycznie zdrowego jajnika, co moze sugerowaé, ze zaburzenia peroksydacji lipidow
obejmujg obszar wickszy niz zmiany chorobowe zdiagnozowane standardowymi

metodami [115].

4.4. Analiza oddzialywan miedzykomérkowych i komérka-podloze

Niezwykle waznym aspektem badan jest pomiar adhezji pomi¢dzy komorkami,
a takze komorkami 1 podtozem, ktora jest kluczowa w procesie implantacji. Zaburzenia
adhezji towarzysza czesto roznym chorobom, w tym endometriozie [142]. Do technik
umozliwiajacych tego typu pomiary nalezy mikroskopia sil atomowych, ktora pozwala
na pomiar wtasciwosci mechanicznych. Mozliwosci AFM wykorzystano do wyznaczenia
adhezji oraz modutu Younga podczas decidualizacji. Chociaz pomiary te nie wykazaty
zasadniczych, bedacych nastgpstwem decidualizacji zmian w elastycznos$ci i adhezji,
w przypadku komorek po decidualizacji zaobserwowano wzrost deformacji, ktory
wskazuje na zmigkczenie komorek [20]. Pomiar sity oddziatywan miedzykomorkowych
z wykorzystaniem AFM, a w przypadku analizy zjawiska adhezji podczas procesu
implantacji komorek trofoblasty oraz nabtonka endometrium, jest osiagalny dzigki
mozliwosci funkcjonalizacji ostrza pomiarowego komodrkami trofoblasty. Przebadano
dwie linie komorkowe nablonka macicy, RL95-2 oraz HEC-1-A. W przypadku linii
RL95-2 stwierdzono zdolnos¢ do przytaczania komorek trofoblastu, natomiast linia HEC-
1-A tej zdolnos$ci nie wykazywata. Obserwacja ta wskazuje mozliwy kierunek dalszych

badan dotyczacych mechanizmu implantacji [53].

4.5. Techniki o potencjalnym zastosowaniu w badaniach nad endometrium

Oprdcz metod najczescie] wykorzystywanych w badaniach nad endometrium oraz
tych, ktorych zastosowanie jest rozwijane, istnieje szereg technik, ktorych zastosowanie
do analizy endometrium nie zostato dotad opisane (Tabela 2). W oparciu o publikacje
dotyczace innych materialdow biologicznych mozna przypuszczaé, ze ich potencjat
I mozliwo$¢ dostarczenia kluczowych informacji o wilasciwosciach endometrium sg

duze.
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Tabela 2. Wybrane metody analizy komorek wraz z przyktadami zastosowania.

Przeznaczenie Technika Pf)dstawa Przyklad zastosowania
fizyczna
Deformacja Pomiar,wartoéci modutu Younga
. Komorki komorek raka prostaty [143]
Zasysanie
mikropipeta poprz.ezd Opracowanie metody pomiaru
Zasysanie do  , dhezji komoérek $rodblonka do
L S powierzchni [144]
Analiza wptywu sasiadujacych
Zastosowanie komérek na wiasciwosci
wigzki mechaniczne
Szczypce laserowej do komorek raka piersi [145]
: wychwytu
optyczne i manipulacji Obserwacja oddzialywan
Pomiar obiektow migdzykomodrkowych na
wlasciwosci biologicznych przyktadzie nabtonkowych
mechanicznych komorek zarodka [146]
Pomiar elastycznos$ci réznych
typow komorek [147]
Analiza Przyporzadkowanie
Mikroskopia ~ oddziatywan poszczegolnym punktom
sit pomiedzy powierzchni odpowiednich
atomowych ostrzem wlasciwo$ci mechanicznych
(AFM) pomiarowym komorek [24] i tkanek [26]
a probka
Ocena stadium nowotworu
W oparciu 0 pomiary
elastycznosci i lepkosci [148]
Wzmocnienie
1
ram:ziailﬁie 0 Przyporzadkowanie
Spektroskopia onr767 g poszczegdlnym punktom
Ramana Pop . powierzchni odpowiedniego
Poprawa : zastosowanie ) :
. . . wzmocniona sktadu chemicznego np. detekcja
rozdzielczos$ci na ostrzu ostrza o )
spektroskopii pomiarowego peptydow 1 _pohsacl_l_arydow na
R sondy powierzchni bakterii [149] lub
amana Lo AFM . . . .
skanujacej okrviedo analiza powierzchni lipidowej
(TERS) POKTY'CY modyfikowanej biatkiem [150]
metalem
(Ag, Au, Pt)
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Wiasciwosci mechaniczne komorek, a co za tym idzie, rowniez tworzonych przez
nie tkanek stanowig istotng ceche warunkujaca pelnienie odpowiednich funkcji
w organizmie. Podobnie w przypadku komorek endometrium odgrywaja one wazng role,
co potwierdzaja m.in. badania dotyczace zmian w zdolnosci komoérek do migracji
w rozwoju endometriozy [31], oraz obserwacje zaburzen kurczliwosci macicy [110].
Wsrod technik, ktore mozna zastosowaé w analizie wlasciwos$ci mechanicznych, ale
takze pomiaru adhezji mozna wyrdzni¢ zasysanie mikropipeta (MPA, ang. micropipette
aspiration), pomiar z wykorzystaniem szczypiec optycznych (OT, ang. optical tweezers),

jak rowniez mikroskopie sit atomowych (AFM).

Rysunek 13. Sekwencja fotografii typowych dla eksperymentu z uzyciem
mikropipety. Zdjecia wykonane w odstgpie 3-4 minut przedstawiajg zasysanie
komorki towarzyszgce wzrostowi cisnienia ssgcego. Na podstawie: [143].

Mikropipeta uzywana do zasysania komorek jest mikrokapilarg o srednicy zwykle
mniejszej od pojedynczej komorki. Pomiar nastgpuje w wyniku wytworzenia sity ssacej,
bedacej nastepstwem jednostronnie wytworzonego podcisnienia [151] (Rys. 13).
Zwigkszanie ci$nienia powodujacego zasysanie komorek do mikropipety skutkuje
rozciggnieciem lub calkowitym weciaggnigciem komoérki do kapilary. Przedmiotem
obserwacji jest deformacja komoérki [143]. IloSciowe wyznaczanie parametroOw
mechanicznych komorki jest mozliwe, gdy znane sa wlasciwosci mikropipety takie jak

jej $rednica, oraz inne parametry pomiaru, w tym sita zasysania, a zachowanie komorki
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jest monitorowane przy uzyciu mikroskopu [144]. Technika MPA pozwala na pomiar
napigcia powierzchniowego btony komorkowej oraz elastycznosci komodrek [151],
w postaci modutu Younga wyznaczonego np. dla komorek raka prostaty [143].
Przyktadem zastosowania metody MPA jest rowniez pomiar adhezji komorek srodbtonka
aorty bydlecej do podtoza. Okre§lono w ten sposob korelacje pomiedzy sitg niezbedna do
oderwania komorki i powierzchnig adhezji, a takze wykazano, ze sita oderwania nie jest
stala i zalezy od sposobu przytozenia sity. Pomiary MPA pomogly tez okresli¢ w jaki
sposob naprezenie przy oderwaniu komorki od podtoza zalezy od wewnetrznych

parametrow komorki oraz od predkosci zasysania [144].

Inng technika umozliwiajaca rozcigganie 1 przemieszczanie — struktur
biologicznych w celu wyznaczenia ich wiasciwosci mechanicznych [151], w tym
wiskoelastycznych [146], oraz oddzialywan migdzykomorkowych jest urzadzenie
nazywane szczypcami optycznymi, jak roéwniez pulapka optyczng. Manipulacja
obiektami biologicznymi takimi jak komorki, ale rowniez czgsteczki biatka oraz nici
DNA [151] przy pomocy szczypiec optycznych opiera si¢ na uzyskaniu rownowagi
pomiedzy dwoma oddzialujacymi na badang strukture sitami. Sily te pochodza od
skupionej wiazki laserowej, najczg$ciej promieniowania bliskiej podczerwieni. Na
analizowang strukture dziataja sity rozpraszania, ktore odpychaja obiekt wzdhuz kierunku
propagacji $wiatla oraz sily gradientowe, ciaggnace obiekt wzdluz przestrzennego
gradientu natezenia $§wiatla. Gdy w uktadzie przewazaja sily gradientowe obiekt jest
przyciagany w kierunku punktu o najwigkszej intensywnosci $wiatla. Znalezienie si¢
obiektu w tym punkcie oznacza uniemozliwienie ruchu we wszystkich trzech kierunkach,
co stanowi stabilng putapke. W praktyce sily optyczne sg najczesciej niewystarczajace do
manipulacji obiektami biologicznymi [152], a zwigkszenie intensywno$ci wigzki
laserowej skutkuje uszkodzeniem probki [146]. NajczeSciej rozwigzaniem jest
zastosowanie materiatow dielektrycznych, charakteryzujacych sie wysoka czutoscia na
dzialanie wigzki §wiatta, np. polistyrenowych kulek. Przytaczenie ich do analizowanych
struktur biologicznych nie tylko pozwala na chwytanie i poruszanie pozadanych
obiektow, ale takze ulatwia obserwacj¢ dokonywanych w uktadzie zmian, poprzez
detekcje potozenia przytaczonych dielektrycznych kulek. [152]. Szczypce optyczne moga
by¢ wykorzystane do analizy sztywnosci komoérek oraz zmiany tej wlasciwosci w wyniku
interakcji sasiadujacych komorek. Badania te, prowadzone na liniach komoérkowych raka

piersi, pomagaja w zrozumieniu zmian zachodzacych w komodrka nowotworowych
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podczas oddzialywania z otoczeniem [145]. Poprawa efektywnos$ci putapki optycznej
mozliwa jest rowniez poprzez zastosowanie podloza z krysztalu fotonicznego, ktory
wptywa na ruch fotonow, analogicznie do krystalicznych potprzewodnikow
umozliwiajgcych ruch elektronow. Materiat ten posiada fotoniczng przerwe wzbroniona,
w ktorej fale w pewnym zakresie dlugosci fali nie moga si¢ rozchodzi¢. Pozwala to na
ukierunkowanie sygnalu §wietlnego. Tego typu podloze przebadano na przykladzie
komorek nablonkowych zarodka, bedacych komorkami macierzystymi, pod katem
zastosowania go do pomiaru adhezji oraz kontrolowanej organizacji komoérek. Pokrycie
podtoza hydrofobowa powloka polimerowa z parylenu C umozliwitlo zbadanie
mechanizmu antyadhezyjnego, istotnego w tworzeniu potaczen migdzykomorkowych

w nerkach [146].

Niezwykle obiecujaca, zarowno ze wzgledu na mozliwos¢ obrazowania
powierzchni, charakterystyki struktury powierzchniowej, ale rowniez pomiaru
wlasciwosci mechanicznych takich jak elastycznos¢, oraz adhezji zar6wno komorek jak
I tkanek jest mikroskopia sit atomowych bedaca przedmiotem kolejnego rozdziatu.
Pomiar, polegajacy na skanowaniu powierzchni w kolejnych punktach, umozliwia
tworzenie map, odzwierciedlajacych wiasciwosci badanych materiatow z wysoka,
rozdzielczo$cig. Zalety tej metody mozna wykorzysta¢ taczac jej elementy z inng
technikg. Przyktadem takiej kombinacji jest technika spektroskopii Ramana
wzmocnionej na ostrzu sondy skanujacej (TERS, ang. Tip-enhanced Raman

spectroscopy).

Wzmocnienie sygnatu w spektroskopii Ramana jest waznym zagadnieniem
zuwagi na stosunkowo niewielka wydajnos$¢ tej techniki. Skutkuje to ograniczona
mozliwo$cig pomiaru probek o niskim st¢zeniu analizowanych substancji. Jedng ze
stosowanych modyfikacji spektroskopii Ramana jest powierzchniowo wzmocniona
spektroskopia Ramana (SERS, ang. Surface Enhanced Raman Spectroscopy). W tej
technice wykorzystuje si¢ zjawisko wzmocnienia sygnatlu ramanowskiego, bedace
efektem naniesienia analizowanych czgsteczek na chropowatg powierzchni¢ metalu.
Wzmocnienie rozpraszania Ramana jest wynikiem dwoch mechanizméw: wzmocnienia
chemicznego oraz wzmocnienia elektromagnetycznego, ktore jest dominujace [149,153].
Technika TERS jest innym wariantem spektroskopii Ramana, rowniez chrakteryzujagcym
si¢ wysoka rozdzielczos$cig. Tak jak w przypadku SERS, poprawa rozdzielczosci

osiggana jest poprzez wzmocnienie sygnatu ramanowskiego, wynikajace z obecnos$ci
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Rysunek 14. Zastosowanie techniki TERS do analizy skladu chemicznego
biomembrany. a) schemat mozliwych ustawien probnika AFM wzgledem molekut
tworzacych membrang. b) Obraz AFM topografii membrany wraz
z wyszczegoOlnieniem elementow budulcowych zidentyfikowanych w oparciu
o widma Ramana. Na podstawie: [150].

metalu. Jednak w przypadku TERS, metal jest naniesiony na sondg¢, takg jak stosowana
jest w technice AFM. Pokryte odpowiednim metalem ostrze pomiarowe o0 $rednicy
ponizej 50 nm pozwala na uzyskanie wzmocnienia rozproszenia ramanowskiego na
bardzo malym obszarze. Jednoczesnie mikroskopia AFM umozliwia analize struktury
powierzchniowej probki [149]. Kombinacja tych dwoch metod daje mozliwos¢ tworzenia
map powierzchni przedstawiajacych topografie, przy jednoczesnym analizowaniu
obecnych na nich zwigzkow chemicznych (Rys. 14). Obserwacja kolejno rejestrowanych
widm pozwala na okres$lenie budowy chemicznej powierzchni w poszczegdlnych
punktach pomiarowych, np. substancji obecnych na komoérce baterii Staphylococcus

epidermidis. Informacje te sg kluczowe dla zrozumienia takich procesow jak adhezja
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komorki bakteryjnej, tworzenie biofilméw, czy tez patogeneza bakteryjna [149].
Technike TERS mozna wykorzysta¢ takze do wykrycia modyfikacji biatkowych na
powierzchni lipidowej. Takie badania maja duze znaczenie w kontekscie analizy budowy
blony komoérkowej, gdyz doktadna znajomos¢ jej struktury jest niezbedna m.in. do
zaplanowania procesu dostarczania substancji farmaceutycznych, ktérych wnikanie do
komorki wigze si¢ z konieczno$ci interakcji ze sktadnikami btony, w szczego6lno$ci

biatkami [150].
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5. Mikroskopia sit atomowych AFM

Mikroskop sit atomowych nalezy do grupy mikroskopéw z sonda skanujgca
(SPM, ang. Scanning Probe Microscopy). Rozwdj tego typu urzadzen zapoczatkowal,
uzyty po raz pierwszy w 1982 roku, skaningowy mikroskop tunelowy (STM,
ang. scanning tunneling microscope), stuzacy do analizy materialow przewodzacych prad
elektryczny. Opisany w 1986 r., a powszechnie dostepny od roku 1989 AFM pozwala na
wykonywanie pomiaréw juz bez wzgledu na wlasciwosci elektryczne materiatu [154].
Ponadto budowa mikroskopu umozliwia prowadzenie pomiaru zardwno w powietrzu jak
rowniez w srodowisku ciektym [155]. Zasada dziatania mikroskopu sit atomowych opiera
si¢ na zastosowaniu sondy skanujacej, ktorej ruch mozna precyzyjnie kontrolowaé
poprzez zastosowanie skanera piezoelektrycznego [156]. Chociaz AFM byt pierwotnie
przeznaczony do analizy potprzewodnikow w skali nanometrycznej [157] szybko znalazt
zastosowanie w badaniach nad topografia powierzchni réznych materiatow, w tym

w analizie chropowatosci [158-159] umozliwiajagc uzyskanie obrazu zteoretyczng

Laser

Dzwignia
w ksztalcie litery V

Fotodetekto:\

Ostrze
omiarowe

Skaner
piezoelektryezny

Rysunek 15. Budowa mikroskopu sit atomowych.
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rozdzielczo$cig 1-2 nm [160], chociaz w praktyce osiggane sg rozdzielczo$ci w zakresie
5-100 nm [161]. AFM stal si¢ rowniez waznym narzgdziem w analizie materialow
biologicznych, m.in. biatek [162], DNA [163] oraz zardwno preparatow utrwalonych jak
i zywych komorek, umozliwiajgc badania budowy zewngtrznej, a takze wewngtrznej
komorek [157]. AFM pozwala réwniez na analiz¢ In situ wigkszych probek takich jak
tkanki [164]. Mikroskop sit atomowych stuzy jednak nie tylko do obrazowania, ale

umozliwia dodatkowo pomiar wtasciwosci biomolekut w trybie spektroskopii sit [165].

5.1. Budowa i zasada pomiaru

Kluczowym elementem budowy mikroskopu (Rys. 15) jest elastyczna [165]
dzwignia w ksztalcie litery V (Rys. 16a) lub belki (Rys. 16b), zakonczona ostrzem
pomiarowym (Rys. 16c¢) [156]. Kazdy ruch dzwigni jest rejestrowany, zazwyczaj przy
pomocy uktadu optycznego skladajacego si¢ z lasera, ktorego $wiatlo po odbiciu od
dzwigni trafia do fotodetektora [165]. Detektor podzielony jest na cztery obszary: gorne
sektory A i B oraz dolne C i D [156]. W przypadku braku interakcji pomigdzy ostrzem

Rysunek 16. Najczestsze ksztatty dzwigni i probnikow. a) dzwignia w ksztakcie litery
V, b) belka, c¢) ostrze pomiarowe w ksztalcie piramidy, d) kulka krzemionkowa
przyklejona do dzwigni z ostrzem. Na podstawie [156] (a,b,c) oraz [167] (d).
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pomiarowym i powierzchnig probki promien lasera odbity od dzwigni trafia w §rodek
fotodetektora. Nawet najmniejsze oddzialywanie ostrza pomiarowego z badang
powierzchnia powoduje wychylenie rejestrowanej wigzki laserowej z potozenia
rownowagi [165]. Analiza rdéznic w intensywnos$ci S$wiatla trafiajacego do
poszczegblnych sektorow fotodetektora wykorzystywana jest do utworzenia obrazu
topografii probki (réznica pomigdzy goérnym i dolnym obszarem), a takze pozwala na
odzwierciedlenie sit tarcia poprzez analize bocznych i skretnych ugie¢ dzwigni (réznica
pomiedzy lewym i prawym sektorem) [156]. Rozdzielczo$¢ pomiaru wynosi ok 10 nN

I jest ograniczona stalg sitowg oraz szumem termicznym dzwigni [166].

Szczegdlnie istotng w pomiarze AFM role odgrywaja wiasciwosci dzwigni
z ostrzem pomiarowym. Sonda ta 0 wymiarach wynoszacych zazwyczaj 100-200 pm
dhugos$ei, 10-40 um szerokosci i 0,3-2 um grubosci [168] oraz promieniu krzywizny
ostrza w przedziale 5-60 nm i kacie potdowkowym stozka wynoszacym 35° [169], jest
wykonana najczgsciej z krzemu lub azotku krzemu [156]. Mozliwe jest utworzenie ostrzy
0 mniejszym kacie potdwkowym, np. z zastosowaniem nanorurek weglowych, jednak,
zuwagi na krucho$¢, ich praktyczne zastosowanie jest ograniczone [169]. Dobor
materiatow do otrzymania sond podyktowany jest ich wiasciwosciami mechanicznymi,
w tym modutem sprezystosci oraz granicg plastycznosci, ktore determinuje z kolei sposob
prowadzenia pomiaru, w szczegolnosci wielko$¢ sity z jaka ostrze oddziatuje z probka.
Stata sitowa oraz modut sprezystosci opisujace wlasciwosci probnikow, sg wielkosciami
okreslajacymi wielko$¢ odksztatcenia w wyniku rozciggania oraz $ciskania. Znajomo$¢
tych parametrow, wyznaczonych osobno dla kazdej dzwigni, jest niezbedna w celu
doboru odpowiednich sond do pomiaru, a takze do wyznaczenia. wtasciwosci badanych
materiatdéw [170]. Pomiary wykonywane z uzyciem duzej sity wymagaja zastosowania
odpornych na odksztatcenia, sztywnych probnikéw (o duzej stalej sitowej), podczas gdy
analizy, w ktorych wykorzystywane sg niewielkie sity lub badana probka moze tatwo ulec
uszkodzeniu muszg by¢ prowadzone przy pomocy migkkich sond (o matej stalej sitowe;).
Nie bez znaczenia jest rowniez geometria ostrza, od ktorej zalezy mozliwosé
zdefiniowania szczegotow topograficznych powierzchni. Od ksztaltu ostrza, promienia
jego krzywizny zalezy powierzchnia kontaktu pomiedzy sondg i probka oraz deformacja
probki podczas nacisku. Struktury powierzchniowe o rozmiarach mniejszych niz
powierzchnia kontaktu nie sg rejestrowane w trakcie pomiaru. W przypadku pomiaréw

powierzchni o duzej chropowatosci ostrze o rozmiarze wigkszym niz rozmiar szczelin
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I zaglebien probki nie pozwala na zobrazowanie rzeczywistej powierzchni (Rys. 17a),

a uzyskany obraz odzwierciedla nie tylko topografie powierzchni, ale rowniez ksztalt

sondy [156] (Rys. 17Db).

a)
............. Trajektoria ruchu
v L e WiETZC hONKA OSETZA
Przekrdj B
powierzchni % W
W Wi L¥
b) Wierzcholek
ostrza
Ostrze / . k
AFM

Szeroki obiekt

Rysunek 17. Ograniczenia pomiaru wynikajgce z geometrii ostrza:
a) zglebienia powierzchni, do ktdrych nie zmiesci si¢ ostrze nie zostaja
zobrazowane, b) wystajace ponad powierzchni¢ elementy zostaja
odwzorowane poprzez ksztalt probnika. W 1 W*- szerokos$¢ zaglebien
W powierzchni oraz odpowiadajace im glebokosci L oraz L* na jaka probnik
moze wsungc¢ si¢ do zaglebienia w powierzchni. Na podstawie: [173].
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W celu poprawy obrazowania stosowane sg modyfikacje ostrza, ktore moga
obejmowaé¢ utworzenie powloki refleksyjnej, magnetycznej lub przewodzacej [171].
Najczgsciej stosuje si¢ powlekanie ostrza zlotem, i1 chociaz opisywane jest réwniez
modyfikowanie powierzchni sondy wolframem lub chromem, ich stosowanie nie jest
popularne. Dodatkowo ostrza moga by¢ poddawane funkcjonalizacji, czyli modyfikacji
chemicznej, ktora ma na celu umozliwienie oddziatywania z molekutami znajdujacymi
si¢ powierzchni probki, np. przeciwciatami [169]. W przypadku niektorych badan,
zwlaszcza materialéw biologicznych, korzystne okazuje si¢ zwigkszenie powierzchni
kontaktu realizowane przez przyklejenie w miejsce ostrza szklanej kulki o $rednicy
wynoszacej najczgsciej 10-40 pum (Rys. 16d). Zastosowanie kulki pozwala na
zwigkszenie powierzchni kontaktu o okoto rzad wielkos$ci, zmniejsza si¢ natomiast, takze
w przyblizeniu o rzad wielko$ci, wglebienie sondy w probke. Dzigki temu zmniejsza si¢
ryzyko uszkodzenia probki w czasie pomiaru. Ponadto mozliwa jest funkcjonalizacja
przyklejonych do dzwigni kulek, co umozliwia pomiar odziatywan pomig¢dzy
molekutami, zwigkszajac jednoczesnie, o rzad wielkosci, liczbe wigzan tworzacych si¢

pomiegdzy probnikiem i powierzchnig probki [172].

Pomiary wymagajace precyzyjnego zblizania i oddalania ostrza od powierzchni
(0§ z), a takze przesuwania si¢ ostrza wzgledem powierzchni (osie x-y) sg realizowane
poprzez zastosowanie elementéw piezoelektrycznych wykonanych z tytanianu
olowiowo- cyrkonowego (Pb,Zr)TiO3 [168]. Zastosowany w skanerach odwrotny efekt
piezoelektryczny [174] polega na zmianie rozmiaru elementow utworzonych
z materialtow  wykazujagcych  whasciwosci  piezoelektryczne w  wyniku  zmian
przytozonego napigcia [156]. Wynika on z rozsunigcia jonow, z ktoérych zbudowany jest
krysztal piezoelektryczny, pod wplywem sit elektrostatycznych, a obserwowane
odksztatcenie jest proporcjonalne do przylozonego napigcia [175]. Krysztaly
piezoelektryczne moga by¢ umieszczone zarowno w glowicy skanujacej, z umieszong na
niej sondg, jak rowniez w obrgbie stolika skanujgcego, na ktorym umieszcza si¢ probke.
Skanowanie, jest wiec mozliwe poprzez poruszanie zarowno gtowicg jak i probka. Skaner
moze przyjmowac ksztatt walca, ktéry moze rozciagac si¢ zgodnie z osig z badz wyginac
w kierunkach x i y. Uktady piezoelektryczny moga rowniez stanowic¢ osobne dla kazdego
kierunku krysztaty [156] tworzace konstrukcje okreslane angielska nazwa tripod
(ang. statyw, trojndg) (ruch w trzech wymiarach), elementy typu stot (ruch
dwuwymiarowy) i podobne [176].
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Probka oraz znajdujace si¢ W jej bliskiej odleglosci ostrze pomiarowe wykazuja
liczne oddziatywania na poziomie atomowym [166]. Sita dziatajaca w czasie pomiaru na
probnik jest wypadkowa przyciagajacych oraz odpychajacych sit, ktorych dziatanie
zalezne jest od odlegtosci ostrze-probka, jak roéwniez od srodowiska pomiaru (Rys. 18).
Sity jakim podlegaja ostrze oraz probka moga mie¢ m.in. charakter oddziatywan
dipolowych, kapilarnych, dalekiego zasiggu, wigzan chemicznych, w tym interakcji
przeciwcialo-antygen i receptor-ligand, a w srodowisku ciektym takze sit wynikajgcych
z obecnosci podwojnej warstwy elektrycznej, hydratacji i solwatacji lub oddziatywan
hydrofobowych. W praktyce jednak najistotniejsza role w interakcjach rejestrowanych
W czasie pomiaru odgrywaja dalekozasiggowe sily  elektrostatyczne  oraz
krotkozasiggowe oddziatywania van der Waalsa [155]. Sity odpychania wynikajg
gléwnie z naktadania si¢ orbitali elektronowych atomoéw ostrza 1 probki. Dominujace sity
przyciggania sa natomiast zwigzane z oddzialywaniami van der Waalsa bgdacymi

nastepstwem indukowania oddziatywan dipolowych [177].

Sita
oddziatywania

Sity odpychajace

Wypadkowa sita
oddziatywan

Odlegtosc¢
ostrze-powierzchnia

Rysunek 18. Odziatywania ostrze-powierzchnia.

Ze wzgledu na odlegtos¢ ostrza od probki w trakcie trwania pomiaru wyrdznié
mozna tryb kontaktowy, bezkontaktowy oraz przerywanego kontaktu. Poza sposobem

prowadzenia pomiaru tryby te rdznig si¢ rodzajem mierzonych oddziatywan (Rys. 19).
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Rysunek 19. Tryby pracy AFM: kolor pomaranczowy- tryb kontaktowy, kolor
z06tty- tryb przerywanego kontaktu, kolor zielony- tryb bezkontaktowy.

W trybie kontaktowym sonda znajduje si¢ w bezposrednim kontakcie z powierzchnig
probki [156,165]. Wyroznia si¢ dwie mozliwosci prowadzenia pomiarow W trybie
kontaktowym: ze stalg sila oraz ze zmienng sita. W trybie statej sity ugigcie dzwigni,
a przez to rowniez sity utrzymywane jest na stalym poziomie. W tym celu wykorzystuje
si¢ mechanizm sprzezenia zwrotnego, ktory porownuje sygnat z fotodetektora z pewna
warto$cig zadang 1 dobiera warto$¢ napigcia przytozonego do skanera piezoelektrycznego
zmieniajgc odleglos$¢ ostrza od probki (wysokosé z), tak aby zapewni¢ statg warto$¢ sity.
Zmiana warto$ci napigcia z jest monitorowana i jako funkcja pozycji w kierunkach osi x
iy wykorzystana do zobrazowania topografii badanej powierzchni. Tryb pracy ze
zmienng silg nie wymaga stosowania mechanizmu sprzezenia zwrotnego. Wowczas
odlegtos¢ z ostrza od probki pozostaje stala, rejestrowane sg natomiast wychylenia
dzwigni, bedace podstawg stworzenia obrazu topografii probki. Tryb pomiaru ze zmienng
sifa mozna zastosowaé jedynie w analizie stosunkowo gladkich powierzchni, jednak
umozliwia on pomiar z lepszg rozdzielczoScig niz w tryb statej sity [156]. Podczas
pomiaru w trybie kontaktowym dominujaca role petnig oddziatywania odpychajace. Gdy
pomiar jest prowadzony w powietrzu, na powierzchni badanej probki dochodzi do

absorpcji wody, co prowadzi do powstania dodatkowej, silnej sity przyciagajace;j,
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wynikajacej z oddziatywan van der Waalsa. W czasie pomiaru w cieczy wypadkowe sity
van der Waalsa sa nizsze, co wynika z obecnosci dielektryka pomiedzy probka a ostrzem.
Bardziej znaczacy staje si¢ wowczas wklad oddziatywan elektrostatycznych [177].
Natomiast w przypadku gdy w srodowisku pomiaru znajduje si¢ elektrolit, dochodzi do
ekranowania sit kulombowskich, ze wzglgdu na obecnos¢ jonow w roztworze [155]. Tryb
kontaktowy umozliwia szybki 1 stosunkowo prosty pomiar, dajacy wynik
charakteryzujacy si¢ dobrym stosunkiem sygnatu do szumu. Wiagze si¢ on jednak
z szeregiem trudnosci, zwigzanych zryzykiem uszkodzenia probki poprzez jej
zarysowanie, badz usunigcie stabo zwigzanych z podtozem obiektéw, co moze prowadzié

do zanieczyszczenia lub uszkodzenia ostrza pomiarowego [165].

W metodzie bezkontaktowej odlegto$¢ pomigdzy ostrzem i probka wynosi
1-10 nm, a dzwignia sondy oscyluje z amplituda rzedu kilku nanometréw. Dzwignia
wzbudzana jest do sinusoidalnych drgan o czgstotliwosci zblizonej do jej wilasnej
czestosci rezonansowej [177]. Zblizanie si¢ ostrza do powierzchni skutkuje pojawieniem
si¢ oddzialywan dalekiego zasiegu, w tym elektrostatycznych oraz van der Waalsa [156].
Sity te powoduja zmiany w czestotliwosci, amplitudzie oraz fazie drgan dzwigni, ktore
moge by¢ mierzone i przeksztalcone na informacje o topografii [177]. W celu
zapewnienia braku kontaktu pomiedzy ostrzem i probka prowadzona jest analiza
przesunig¢cia w fazie drgania dzwigni w stosunku do czgstotliwosci poczatkowej i na tej
podstawie dokonywana jest korekta wartoSci z przy pomocy ukladu sprzezenia
zwrotnego. Tryb bezkontaktowy pozwala na pomiar delikatnych i tatwo odksztatcalnych
probek. Ograniczeniem w tej metodzie jest duza wrazliwos¢ na absorbujace si¢ na
powierzchni probki czasteczki, w szczegdlnosci czasteczki wody, ktore stanowigc
artefakty mogg znacznie ogranicza¢ rozdzielczo$¢ pomiaru. Tryb ten nie umozliwia

prowadzenia pomiaru w cieczy [156].

W przypadku trybu przerywanego kontaktu, tzw. tapping mode, dzwignia,
podobnie jak w przypadku trybu bezkontaktowego, zostaje wzbudzona do czgstotliwosci
zblizonej drganiom wtasnym dzwigni [156], jednak w metodzie tej amplituda drgan moze
wynosi¢ nawet okoto 100 nm. W ten sposdb podczas drgan dochodzi do krotkotrwatego
kontaktu ostrza z probka, ktéremu towarzyszy zmiana amplitudy drgan. Zmiana
amplitudy jest rejestrowana przy pomocy uktadu sprz¢zenia zwrotnego w celu dobrania
odpowiedniej, zapewniajace] jak najmniejsze oddziatywania ostrza z powierzchnia,

czestotliwosci drgan [177]. W trybie przerywanego kontaktu nie dochodzi do ,,drapania”
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probki, dzigki czemu nie jest ona niszczona, a ostrze nie ulega zniszczeniu badz
zanieczyszczeniu. Ponadto pomiar kontrastu fazowego pozwala na uzyskanie
szczegdlowych informacji o powierzchni probki. Pomiar tg metodg jest jednak bardziej
wymagajacy pod wzgledem umiejetnosci operatora, a kolejne pomiary wymagaja wiecej

czasu w poréwnaniu z trybem kontaktowym [165].

5.2. Spektroskopia sil

W kontekscie badan nad wilasciwosciami materiatbw wazng rolg odgrywaja
pomiary AFM prowadzone w trybie spektroskopii sit. Odksztatcenie probki podczas
nacisku probnikiem wptywa bezposrednio na powierzchni¢ kontaktu. Deformacja probki
jest natomiast zwigzana z wilasciwosciami mechanicznymi badanego materiatu,
W szczegdlnosci jego elastyczno$cia. Jednoczesnie podczas odsuwania si¢ ostrza
pomiarowego od powierzchni dziatajg sity, ktére przeciwdziataja temu ruchowi. Sita
niezbedna do oderwania probnika od probki odpowiada sile adhezji [178]. Wynikiem
pomiaru w trybie spektroskopii sit sg krzywe sitowe, ktore odzwierciedlajg ugiecia
dzwigni w wyniku oddzialywania z powierzchnig probki (Rys. 20). Dzwignia
poczatkowo niepodlegajacej oddziatywaniom z powierzchnia sondy znajduje si¢
w pozycji 1. Gdy ostrze znajdzie si¢ w polu dziatania sit przyciggajacych nastepuje
gwaltowne zblizenie ostrza do powierzchni, tzw. jump-to-contact, czyli skok do punktu
kontaktu (pozycja 2.). Dalszy ruch glowicy pomiarowej w kierunku probki prowadzi do
osiggnigcia stanu, w ktorym ostrze przestaje zblizaé si¢ do powierzchni, natomiast

dzwignia ulega ugigciu (pozycja 3.). W wyniku dziatania sit przyciagajacych, w tym
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Rysunek 20 Ugiecia dzwigni podczas pomiaru AFM. Na podstawie: [181]



o
p——_

o
p——

90

72

— 4- \

£ Z

< 2. - 2.

.g 21< _ § 2

E 04jump to g 14

% _1 {-contact/ nagle g

% -24 oderwanic _E 0 powolne
34 ' ' ' ' ' v odrywanie

0 100 200 300 400 500 -1 5 300 200 o0
Odleglose [nm] Odleglosé [nm]

Rysunek 21. Krzywe sitowe przedstawiajgca zalezno$¢ wychylenia dzwigni od
odleglosci ostrza od powierzchni probki. a) Material twardy. Nachylenie
krzywej jest réwne statej sitowej (k=30 N/m). W przebiegu krzywej
rejestrowanej podczas dojezdzania (linia pomaranczowa) widoczny jest
charakterystyczny skok do punktu kontaktu, a oderwanie ostrza od powierzchni
(linia zielona) nastgpuje nagle. b) Material migkki, posiadajacy zdolno$¢ do
odwracalnej deformacji. Odchylenie krzywej od linii bazowej (linia przerywana)
symbolizujacej zerowa deformacje, obrazuje obserwowang deformacje probki.
Zblizanie ostrza (linia pomaranczowa) nastgpuje bez skoku do powierzchni,
natomiast jego odrywanie (linia zielona) jest powolne. Na podstawie: [182].
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adhezji, pomimo oddalania si¢ glowicy pomiarowej, ostrze nie odrywa si¢ od razu od
powierzchni, dochodzi natomiast do wygigcia dzwigni (pozycja 6.). Dalsze odsuwanie
glowicy skutkuje oderwaniem ostrza od powierzchni, tzw. jump-off-contact czyli
odskoczeniem od punktu kontaktu [166,179]. Obserwacja przebiegu i nachylenia
krzywych oraz analiza potozenia punktu kontaktu pozwala na wyznaczenie wlasciwosci
mechanicznych materiatéw (Rys. 21) [165]. Ugigcia dzwigni rejestrowane w kolejnych,
potozonych blisko siebie punktach powierzchni pozwalajg na tworzenie map rozktadu sit
(Rys. 22), odpowiadajacych m.in. elastycznosci. Mapy te sa niezwykle przydatne
w analizie materialdéw biologicznych, gdyz umozliwiaja np. ustalenie potozenia jadra

w komorce W oparciu o zmiang¢ sztywnosci [180].

5.3. Mikroskop sil atomowych w analizie elastyczno$ci komérek i tkanek

Jak juz wspomniano, jedng z cech warunkujacych prawidtowe funkcjonowanie
organizmu sg wlasciwosci mechaniczne komorek, a co za tym idzie rowniez tkanek. Za
strukture oraz elastycznos$¢ komorki, odpowiedz komoérki na bodzce zewnetrzne, a takze
zdolnos¢ do przemieszczania si¢ odpowiada cytoszKielet. Jest to sie¢ zbudowana z biatek:
aktyny tworzacej filamenty aktynowe, tubuliny, be¢dacej materialem budulcowymi
mikrotubuli oraz biatek tworzacych filamenty posrednie (Rys. 23). Stabilno$¢ komorki
zapewnia ponadto btona cytoplazmatyczna [185] zbudowana z lipidow tworzacych
dwuwarstwe, oraz biatek [186]. Obserwacja cytoszkieletu komorki jest mozliwa poprzez
barwienie fluorescencyjne poszczegélnych jego elementow oraz obrazowanie
z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej [187-188].

Parametrem opisujgcym elastyczno$¢ komorek jest modut Younga, nazywany
rowniez modutem elastycznosci, ktory okresla wielkos¢ sity niezbednej do odksztatcenia
materiatu. Z fizycznego punktu widzenia modut Younga opisuje liniowe odksztalcenie
jednorodnego materiatu. W przypadku ukladéw zlozonych z wielu komponentow
0 roznych wiasciwosciach, w tym modutach Younga, mozna mowi¢ o module
elastycznosci catego obiektu. W praktyce okreslenia te s3 uzywane czesto w obydwu
kontekstach. Z tego wzgledu rowniez w tej pracy okreslenia te beda uzywane zamiennie,
przyjmujac oznaczenia stosowane w wigkszosci przytaczanych publikacji oraz
omawianych modelach. Modut Younga E w zakresie stosowalnosci prawa Hook’a, czyli

w zakresie oddzialywan sprezystych jest dany wzorem:
g
E==, 1)
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Aktyna (zielona),

Aktyna SZCZeg(’Jb’ struktury B tubulina tubu]jn.a (czerwona) oraz
tworzonej przez aktyne DNA w jadrze komérkowym
(niebieskie)

Rysunek 23. Struktura wewngtrza komorki zobrazowana przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego. Barwienie wykonano przy pomocy odpowiednio pepytydu
pozyskiwanego z muchomora Amanita phalloides dla aktyny, przeciwciat
tubuliny [EPR1330] dla tubuliny oraz barwnika fluorescencyjnego Hoechst,
wybarwiajacego DNA. Poprzez barwienie w strukturze komorki wyszczegolniono:
a) filamenty aktnynowe (kolor zielony), szczegétowo przedstawione w czgsci b),
prezentujacej kwadratowy obszar o boku 10 um, ¢) mikrotubule (kolor czerwony)
oraz d) jadro komérkowe (kolor niebieski). Powickszenie 100-krotne, linia skali
odpowiada dtugosci 10 um. Na podstawie: [188].

gdzie: o = % -przytozone naprezenie,
F- sita zewnetrzna,
A- pole przekroju,

dl o o . L .
£€=—- odksztatcenie liniowe, odpowiadajace zmianie dtugosci materiatu dl do

poczatkowej dtugosci 1. Jednostka modutu Younga jest paskal (Pa): [1Pa =1 %] [166].

W rzeczywistosci odpowiedz komorki na stres, zwigzany np. z przytozeniem
zewngtrznej sity ma charakter wiskoelastyczny, czyli lepkosprezysty. Oznacza to, ze
parametrami charakteryzujacymi zachowanie komorki sa zaréwno elastycznos$¢ jak
rowniez lepkos¢. Lepkos¢ komorki zwigzana jest z biologicznymi procesami
zachodzacymi w jej wnetrzu 1 wynika z tarcia wewnetrznego bedacego nastgpstwem
przeplywow ptyndéw w obrebie komorki. Wérdd metod umozliwiajacych pomiar lepkosci
wyr6zni¢ moze te same techniki, ktére pozwalaja na wyznaczenie elastycznosci, w tym
szczypce optyczne, mikroskopie sit atomowych oraz zastosowanie mikropipety.
Trudno$¢ wyznaczenia lepkosci zwigzana jest ze specyfika tych pomiaréw, ktore
wywotujac stres w komoérce powoduja jednoczesnie zmiany w jej wlasciwosciach, takze

lepkosci, stad tez otrzymany wynik moze by¢ nieprawidtowy [189].
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Zachodzace w komorkach przemiany dotyczace elastycznosci sg zwigzane
zZ reorganizacjg biatek tworzacych strukture komorki [180,185,190]. Zmiany wtasciwosci
mechanicznych towarzyszg fizjologicznym procesom w komorce, jak np. decidualizacji
komorek endometrium [20], ale sa rowniez nastepstwem patologicznych przemian
zachodzacych podczas rozwoju chordb. Zmiany modutu elastyczno$ci sa wystarczajgco
jednoznaczne, aby mogly stanowi¢ marker m.in. choréb nowotworowych. Liczne badania
wskazuja, ze komorki nowotworowe wykazuja wickszg podatno$¢ na deformacje,
W porownaniu z komorkami zdrowymi (Rys. 24) [22-25]. Co ciekawe, przeciwne
zjawisko ma miejsce w przypadku tkanek, w ktorych postepuje rozwdj nowotworu. Dla
zmienionych procesem chorobowym tkanek zaobserwowano wzrost warto$ci modutu
Younga w odniesieniu do tkanek niezmienionych przez nowotwor (Rys. 25) [26-28].
Stwierdzono ponadto, ze zmiana modutu Younga jest zalezna od stopnia zaawansowania
nowotworu. Wartosci modutu elastycznosci wyznaczone dla poszczegdlnych stadiow
nowotworu w komorkach nabtonkowych jajnika myszy przedstawiono w tabeli 3. Dane

te pokazuja, ze wraz z rozwojem choroby elastyczno$¢ komorek spada. Podobng

£ zdrowa
=g
= rak
¢ zdrowa
=S
L, rak
zdrowa
i<
2 rak gruczolowy
a,
rak
o zdrowa
(48]
k= rak przerzutoéw do wezta chtonnego
a , L.
rak gruczolowy z przerzutow do kosci
_{2 zdrowa
[B)
=

ztosliwy rak gruczotowy

0 2 4 6 8 10
Modut Younga [kPa]

Rysunek 24. Wartosci modulu Younga wybranych komorek zdrowych
i nowotworowych, w oparciu o dane literaturowe [22-25].
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tendencje zaobserwowano w przypadku lepkosci komorek. Obrazowanie z uzyciem
mikroskopu konfokalnego wykazato, ze koncentracja wtokien aktynowych w komorkach
wczesnego stadium  jest wyzsza, w poroOwnaniu z bardziej zaawansowanymi

nowotworami, co jest jedng z hipotez ttumaczacych to zjawisko [148].

X endometrioza
[
5, dojrzaty potworniak
7 zdrowy
& fagodny gruczolakowtokniak
<
Q
2 zdrowa
N
[
i, rak
o

0 2 4 6 8 10 12 14
Modut Younga [kPa]

Rysunek 25. Wartosci modulu Younga wybranych tkanek zdrowych
i nowotworowych, w oparciu o dane literaturowe [26-28].

Tabela 3. Wiasciwosci lepkosprezyste komorek nablonkowych mysiego jajnika w réznych
stadiach rozwoju nowotworu [148].

Stadium wczesne Stadium posrednie  Stadium pézne

Modut elastycznosci E~ 1,097 £ 0,682 kPa 0,796 + 0,441 kPa 0,549 + 0,281 kPa

E przy max histogramu 0,652 kPa 0,477 kPa 0,382 kPa
Lepkos¢ p 144,7+102,4Pa's 103,1 + 53,76 Pa-s 50,74 £29,72 Pa-s
| przy max histogramu 69,69 Pa's 60,40 Pa-s 25,53 Pas
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6. Modelowanie komputerowe komeérek

Jak omowiono w poprzednim rozdziale, wlasciwosci mechaniczne komorek
I tkanek odgrywaja istotna role w prawidlowym funkcjonowaniu organizmu, jak réwniez
W rozwoju zmian patologicznych. Techniki pozwalajace na analize¢ struktury
| wlasciwo$ci mechanicznych komoérek 1 tkanek dostarczajg wielu informacji
umozliwiajgc lepsze zrozumienie ich funkcji i zachodzacych w nich zmian. Inng metodg
zrozumienia wilasciwosci komorek 1 tkanek jest modelowanie komputerowe.
Modelowanie jest oparte o wiedz¢ o wiasciwosciach komorek pozyskang w oparciu
o dane eksperymentalne pozyskane w wyniku badan przeprowadzonych na zywych
komorkach [191]. Pozwala ono na analiz¢ zachowania komoérek, np. podczas indentacji
odpowiadajacej pomiarowi AFM [192-193], bez konieczno$ci pozyskiwania duzej liczby
komorek. Do obliczen wykorzystuje si¢ modele, ktoére w pewnym uproszczeniu
odzwierciedlajag budowe i wiasciwosci komorki [22,194]. Modelowanie pozwala na
opisanie m.in. rozprzestrzeniania si¢ przylozonego naprg¢zenia i przenoszenia go na
wybrane komponenty komorki, m.in. cytoszkielet [194]. Jedna z metod wyznaczania
pozadanych danych jest zastosowanie metody elementéw skonczonych (FEM, ang. finite

element method) [192-193,195].

6.1. Modele matematyczne komoérek

Uproszczenie w odniesieniu do budowy i wlasciwosci komorki, stosowane w celu
utworzenia modelu jest niezbedne, aby komorka mogla zosta¢ opisana konkretnymi,
mozliwymi do rozwigzania rownaniami. Czg¢sto jednak moze si¢ ono okaza¢ zbyt duze,
aby opisa¢ rzeczywiste zachowanie komorki, gdyz nie uwzgledniaja wszystkich jej
elementow 1 W Ograniczony sposob opisuja wlasciwosci, np. pomijajac lepkos¢ komorki
[22]. W literaturze naukowej opisanych jest wiele modeli, ktore zarowno w bardzo prosty

jak 1 bardziej skomplikowany sposob opisujg komorke (Rys. 26).

Jednym z mozliwych podejs¢ do opisu komorki jest opisanie jej jako
jednorodnego obiektu, o dobrze zdefiniowanej granicy, charakteryzujacego si¢ pewnym
modutem elastycznosci. W zalezno$ci od ksztaltu probnika, ktérym przeprowadza si¢
teoretyczng indentacje, mozna wyrozni¢ model Hertza (Rys. 26a) dla prdobnika
sferycznego, oraz model Sneddona (Rys 26b) odpowiedni dla stozkowego indentera.
Réwnania dla tych modeli wiaza przylozong sitle z modulem elastycznosci oraz

glebokoscig indentacji:
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gdzie:
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dla modelu Hertza:

Fol6p \/ Rprébnika Riomsrki o3/2

9 RprebnikatRromérki
dla modelu Sneddona:
8 2
F=—F - -tana -6
3T

F- przytozona sila,
E- modut elastycznosci,
- gleboko$¢ indentacji,

Rprobnika- promien sferycznego probnika,

Rkomorki- promien semisfery stanowigcej komorke,

b)

probnika

)

©)

l:EE:I

Faza stala [ Faza cickla

Rysunek 26. Schematyczna budowa komorki w wybranych modelach: a) model
Hertza: potsfera 0 promieniu Riomeri indentowana na glebokosé & sferycznym
probnikiem 0 promieniu Rywsinike; D) model Sneddona: powierzchnia indentowana
na glebokos¢ & stozkowym probnikiem o kacie potdwkowym a; c) liniowy
wiskoelastyczny model brytowy: bryla wiskoelastyczna gdzie state elastycznosci
(e1ie2) sg przedstawione jako sprezyna, a stata lepkosciowa n, jako ttok; d) model
dwufazowy z elastyczng fazg stalg (cytoszkielet, biatka) oraz faza ciekta o pewnej
lepkosci (cytozol sktadajacy si¢ z wody oraz rozpuszczonych w niej biatek

i jonow).



a- kat potowkowy stozkowego probnika. W obydwu modelach przyjeto wartosé
wspotczynnika Poissona wynoszaca 0,5. Poczynione w tych modelach uproszczenia sg
duze, dlatego modele te moga by¢ zastosowane tylko gdy spetniony jest warunek
niezaleznosci modutu elastycznosci od glebokosci indentacji. Zaleta stosowania tych

modeli jest mozliwos$¢ uwzglednienia ksztattu indentera [22].

Innym modelem zakladajacym jednorodno$¢ komorki, umozliwiajac
jednoczesnie uwzglednienie jej lepkosprezystych — wilasciwosci, jest liniowy
wiskoelastyczny model brylowy (Rys. 26¢). Komorka jest modelowana jako jednorodna
bryta charakteryzujaca si¢ elastycznos$cia oraz lepkoscig. Rownanie dla tego modelu

przyjmuje postac:
T Lt = ey + (1_|_e_1)'.. 4
1j+ e, lj = lyl] n e, VL] ( )

gdzie: tij-chwilowe naprezenie przytozone w danym punkcie obiektu,
e1, €2 — stale elastycznosci,
n- stala lepkosciowa,
vij- chwilowe napiecie w danym punkcie obiektu,

Tij, Yij- wartosci $rednie dla danego punktu.

Powyzsze modele, opisujac komorke jako jednorodny obiekt, catkowicie pomijaja
budowe komorki, ktorej blona oraz jadro charakteryzujg si¢ znaczaco innymi
wlasciwo$ciami niz cytoplazma, ktora jednakze rowniez nie jednorodna. Potraktowanie
komorki jako materiatu zbudowanego ze statych, elastycznych elementéw oraz z ptynu
charakteryzujacego si¢ okreslong lepkoscia doprowadzilo do utworzenia modelu
dwufazowego (Rys. 26d). Matematycznie model ten opisuja dwa rownania, jedno

odnoszace si¢ do fazy statej (s):

o5 = —®Spl + Atr(e)l + 2M e (5)
a drugie do fazy ptynnej (f):

of = —-d/pI (6)

gdzie: o- tensor napr¢zen Cauchy’ego wazny w kontek$cie wyznaczenia wektora

naprezenia
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®- objetos¢ frakcji odpowiednio statej (s) lub ciektej (f),

p- ci$nienie ptynu,

I- tensor identyczno$ci (tozsamosci),

M, A- state Lamego czyli state materialowe materiatu izotropowego, odpowiednio
statego (s) i ciektego (),

&- nieskonczenie maty tensor odksztatcenia Cauch’ego [196],[194].

Istnieje rdwniez wiele bardziej skomplikowanych modeli, ktore uwzgledniaja
obecnos¢ poszczegdlnych elementow komorki. Prowadzone symulacje wykazuja, ze
jadro komorkowe ma znaczacy wplyw na elastyczno$¢ catej komorki. W celu
przedstawienia tej zaleznos$ci, komorke mozna przedstawic jako hiperelastyczny obiekt
0 dlugosci 1000 nm i wysokosci 255 nm, umieszczony na sztywnym podiozu
i indentowany sztywnym, sferycznym probnikiem. Wewnatrz komorki umieszczone jest
sferyczne, elastyczne jadro o srednicy 100 nm. Do opisu jadra oraz elementow sztywnych

wykorzystano model elastyczny, natomiast hiperelastyczna cytoplazma opisana zostata
prawem Neo-Hook’a. W obydwu modelach rzeczywiste napr¢zenie Cauchy’ego G dane

jest wzorem:
o = oapg(I + Vr) @)

gdzie: opk- drugie naprezenie Pikola-Kirchoffa w konfiguracji odniesienia,

I- tensor identycznosci (tozsamosci),

Vr — gradient przemieszczenia. Podczas gdy naprezenie Pikola-Kirchoffa
w modelu elastycznym jest opisane jako zalezne od tensora deformacji Cauchy’ego-
Greena, wektora rozszerzalno$ci cieplnej oraz temperatury, w przypadku modelu

hiperelastycznego wykazuje ono zalezno$¢ od funkeji energii odksztatcenia [197].

Uwzglednienie wigkszej liczby elementow komorki, pozwala na zamodelowanie
wiekszej liczby wlasciwosci. Model, w ktérym komorka posiada elastyczng btong
komorkows, cytoszkielet utworzony z lepkospr¢zystych elementéw oraz zbudowane
zZ lepkosprezystych elementdéw jadro pozwala na symulacje zard6wno morfologii komorki
I jej wewnatrzkomorkowej budowy, jak rowniez wzrostu, podziatu czy tez ruchu. Ponadto
podzielenie btony komoérkowej na segmenty Umozliwia obserwacje oddzialywania

komorki z otoczeniem i innymi komoérkami [198].
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Waznym elementem komorki jest korteks komorkowy. Jest on zbudowany
z filamentéw aktynowych, ktére tworza sie¢ znajdujaca si¢ bezposrednio pod biong
komorkows. Korteks ma duze znaczenie w podziale, migracji oraz rdéznicowaniu
komorek [199]. Ponadto odpowiada on za napiecie komorki, w istotny sposob wptywajac
na wlasciwosci mechaniczne komoérki [200]. Za mechaniczng aktywnos$¢ korteksu
odpowiadajg migdzy innymi miozyna (biatko) oraz czynniki kontrolujace polimeryzacje
aktyny. Zmiany w korteksie mozna zaobserwowa¢ m.in. w komorkach nowotworowych,
ktore cechujg si¢ spadkiem sztywnosci [199]. Pomimo znaczenia korteksu, ten element

komorki nie jest powszechnie uwzgledniany podczas modelowaniu indentacji komorek.

6.2. Metoda elementéw skonczonych

Rozwigzania modeli matematycznych, ktére pozwolg m.in. na zobrazowanie
deformacji czy rozkladu sil podczas indentacji wymagaja zastosowania metod
obliczeniowych. Jedng z mozliwosci jest zastosowanie modelu elementu
subkomorkowego (SEM*, ang. Subcellular Element Model), w ktérym komorka jest
zlozona z tysigcy fragmentdw powigzanych krotkozasiegowymi oddziatywaniami
wiskoelastycznymi. Metoda ta pozwala na analize trojwymiarowych uktadoéw
sktadajacych si¢ z wielu komoérek o okre§lonym ksztalcie [201]. Najczgsciej
w modelowaniu indentacji przy uzyciu AFM wykorzystuje si¢ metode elementow
skonczonych. W metodzie FEM obszar komorki dzielony w procesie tzw. dyskretyzacji
na wiele podobszarow, 0 wybranym ksztalcie, liczbie oraz gestosci upakowania
elementow (Rys. 27). Kazdy z elementéw, o prostej, ulatwiajacej obliczenia geometrii
jest opisany funkcjami rozniczkowymi charakteryzujacymi jego stan fizyczny. Technika
FEM umozliwia wigc modelowanie obiektow o skomplikowanym ksztalcie. Wigksza
liczba elementéw pozwala na otrzymanie dokladniejszych wynikéw, wymagajac
jednakze wigkszej mocy obliczeniowej [202]. Zastosowanie metody elementow
skonczonych umozliwia okreslenie wptywu elementow strukturalnych komorki na jej
stabilizacj¢ [203], sztywnos¢ [204], a takze pozwala uzalezni¢ jej zachowanie od
glebokosci indentacji [205-206] oraz rozmiaru [207] i ksztattu uzytego probnika [192].
FEM umozliwia ponadto wyznaczenie napigcia powierzchniowego [207] oraz ci$nienia
turgorowego bedacego odpowiedzig $ciany komorkowej komorki roslinnej na nacisk
[206,208]. Symulacje FEM pozwalajg jednak nie tylko na analize geometrycznych
I mechanicznych wiasciwosci komorki, ale réwniez biochemicznych sygnatéw [209]

I kinetyki reakcji oraz dyfuzji [210], umozliwiajac $ledzenie ruchliwosci komorki.
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Technika FEM moze stanowi¢ wsparcie technik eksperymentalnych potwierdzajac

uzyskiwane dane [211], pozwalajac jednoczesnie na przewidywanie przebiegu krzywych

sitowych uzyskiwanych przy réoznych parametrach indentacji [207,212].

a) siatka na

powierzchni komorki, b) siatka w przekroju komorki. Rozmiar elementow
zmniejsza si¢ w obszarze kontaktu z probnikiem, zwigkszajgc tym samym gestos¢

Dyskretyzacja obszaru modelowanej komorki:
upakowania elementow siatki.

Rysunek 27.
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7. Cze$¢ doswiadczalna
7.1. Materialy badawczy

Materiat badawczy stanowily tkanki pobierane od pacjentek Oddziatu
Klinicznego Endokrynologii Ginekologicznej i Ginekologii Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie, podczas planowo przeprowadzanych zabiegow. Analizy wlasciwosci
mechanicznych wykonano w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego
Habera Polskiej Akademii Nauk. Badania zostaty przeprowadzone za zgoda Komisji

Bioetycznej na podstawie opinii nr 1072.6120.180.2019 z dnia 27.06.2019.

Do badania zostaty zakwalifikowane pacjentki w wieku od 27 do 64 lat, przy czym
wiek 13 z 17 pacjentek wynosit ponizej 40 lat. Warunkiem koniecznym udziatu
w badaniu bylo wyrazenie pisemnej zgody na pozyskanie fragmentu endometrium do
badania. Pacjentki podzielono na dwie grupy: grupe pacjentek ptodnych, ktore posiadaja
naturalnie poczgte potomstwo oraz grupe pacjentek nieplodnych, nieposiadajacych
potomstwa. Wsrdd pacjentek nieptodnych wyszczegoélniono nieptodno$¢ pierwotna,
a takze poronienia nawykowe. Dodatkowo wyrdzniono jedng pacjentke z nieplodno$cia
wtorng jako nieptodna, ale w przesztosci posiadajaca potomstwo. Ze wzgledu na zmiany
patologiczne stwierdzone w wyniku badania histopatologicznego przeprowadzonego
w Zaktadzie Patomorfologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie, w obrgbie macicy
wyrdzniono grupe pacjentek z polipami oraz grupe pacjentek z innymi, niepolipowatymi
zmianami. Z uwagi na uzyskane wyniki z grupy pacjentek z polipami wyodrgbniono
grupe z mikropolipami. Charakterystyka pacjentek biorgcych udziat w badaniu zostata

przedstawiona w tabeli 4.

Probki do badania pobierano technikg biopsji aspiracyjnej. Z pobranej tkanki
uzyskiwano fragment przekazywany do badania histopatologicznego w celach
diagnostycznych. Pozostaly material dzielono na dwie cze¢$ci 1 umieszczano
w probowkach Eppendorfa. Proboéwki wypelniano zréwnowazonym roztworem soli
Hanka (HBSS, ang. Hanks' Balanced Salt Solution), niezawierajacym jonow wapnia
Ca?*, jonéw magnezu Mg?" oraz czerwieni fenolowej (barwnika). HBSS jest
powszechnie stosowanym w hodowlach komoérkowych roztworem soli, pozwalajacym na
utrzymanie fizjologicznego pH oraz ci$nienia osmotycznego probki. Eppendorfy
Z probkami mrozono w temperaturze -80°C i w tej postaci przewozono do Instytutu

Katalizy i Fizykochemii Powierzchni. Probki rozmrazano w temperaturze pokojowej
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bezposrednio przed pomiarem. Fragment tkanki przyklejano do polistyrenowej szalki
Petriego przy pomocy kleju cyjanoakrylanowego. W celu zapewnienia podczas pomiaru
srodowiska bliskiego rzeczywistemu otoczeniu tkanki, a takze aby unikng¢ wysuszenia
probki, szalke wypeliano roztworem HBSS w ilosci niezbednej do catkowitego
zanurzenia probki i glowicy pomiarowej. Pomiary prowadzono w temperaturze

pokojowe;j.

Tabela 4. Charakterystyka pacjentek wiaczonych do badania

Grupa Pacjentka Zdiagnozowana zmiana Plodnos¢
pl Metaplazja endometrium Ptodna
§ p8 Adenomioza Ptodna
E p10 Zrost pokrywajacy ujScie maciczne Nieptodno$¢ pierwotna
§ p18 Loza w bliznie po cc Nieptodno$¢ wtorna
p20 Loza w bliznie po cc Ptodna
p3 Polipowato uformowana btona Poronienia nawykowe
p4 Polipowato uformowana btona Nieptodno$¢ pierwotna
p5 Polip endometrium Nieptodno$¢ pierwotna
§ p7 Polip endometrium Niepotwierdzona
& p9 Polip endometrium Nieptodnosé pierwotna
pl2 Polip endometrium Nieptodno$¢ pierwotna
p13 Polip trzonu macicy Ptodna
pl4 Polip endometrium Ptodna
p21 Polip endometrium Niepotwierdzona
. pll Mikropolipy Poronienia nawykowe
;:D § p19 Adenomioza, w przesztosci mikropolipy — Nieplodnos¢ pierwotna
5 8 p24 Loza w bliznie po cc, polip i mikropolipy Plodna

7.2. Metody badan

Pomiary wiasciwosci mechanicznych tkanek, w szczegdlnosci modutu Younga
wykonano przy uzyciu mikroskopu sit atomowych Ntgra Vita NT-MDT z odwréconym
mikroskopem optycznym Olympus, model IX71. Zastosowano dwa rodzaje probnikow.
Pierwszy z nich stanowito krzemowe ostrze o ksztalcie $cietej piramidy, nazywane dalej
ostrzem. W tym celu wykorzystano komercyjnie dostgpne probniki CSGO1 z serii Golden
Silicon firmy NT-MDT. Do tego typu probnikow przyklejano, przy pomocy

dwusktadnikowego kleju epoksydowego, szklane kulki o $rednicy o 3 rzedy wielko$ci
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wigkszej od promienia krzywizny ostrza. Otrzymywano w ten sposob drugi typ indentera,
okreslany dalej jako kulka. Rezonansowa czestotliwo$¢ wlasna dzwigni oraz zwigzana
Znig stata sitowa stanowig wielko$§¢ warunkujgcg zastosowanie danego probnika
w analizie probek o okreslonej sztywnosci. Warto$¢ czestotliwosci do jakiej wzbudza si¢
dzwignia z ostrzem pomiarowym wynika m.in. z dlugosci dzwigni oraz jej masy.
Przyklejenie kulki o stosunkowo duzej masie znaczaco zmienia mas¢ probnika.
Jednoczes$nie nawet niewielka ilo$¢ uzytego kleju ma wplyw na elastyczno$¢ dzwigni.
Na podstawie wyznaczonej dla kazdego probnika czgstotliwosci rezonansowej
stwierdzono, ze przyklejenie kulki prowadzi do zmiany jego wtasciwosci, jednak réznica
ta nie wptywa znaczaco na mozliwos$¢ zastosowania otrzymanych indenterow w analizie
miegkkiej tkanki. Wybrane parametry stosowanych probnikéw przedstawiono w tabeli 5.
Podczas pomiaru w $rodowisku ciektym, przy przej$ciu pomigdzy osrodkami, wigzka
laserowa odbijajaca si¢ od dzwigni ulega zatamaniu. Aby zniwelowa¢ ten efekt probnik

umieszczano na odpowiednio $cietym krysztale, zapewniajac wymagany kat nachylenia.

Tabela 5. Charakterystyka stosowanych probnikow

Ostrze Kulka
Ksztatt probnika Scieta piramida Kulka
Parametr opisujacy Promien krzywizny Srednica:
geometri¢ probnika ostrza:max 10 nm 10 um
Dhugos¢ dzwigni 350 pm 350 um
Czestotliwos$¢ rezonansowa  11,88-20,10 kHz 6,76-11,88 kHz
Stata sitowa 0,08-0,16 N/m 0,03-0,08 N/m

Pomiary prowadzono z r6znymi predkosciami skanowania, wynoszacymi 0,5; 1;
1,8 oraz 2 um/s. Sit¢ nacisku z jaka ostrze pomiarowe dojezdza do powierzchni probki
ustawiono, poprzez parametr setpoint, na poziomie 0,1-0,5. Dobor niskiej wartoSci
setpoint miat na celu uniknigcie uszkodzenia probnika, poprzez uniemozliwienie zbyt
duzego zaglebienia ostrza w tkanke. Gtowica pomiarowa moze odsuna¢ ostrze od probki
o 1,8 um. W przypadku probek o nieregularnej strukturze powierzchniowej, do ktorych
naleza tkanki, wysoko$¢ ta moglaby by¢ niewystarczajaca, co prowadzitoby do braku
mozliwos$ci oderwania ostrza od powierzchni probki podczas pomiaru i tym samym do
nieuzyskania prawidtowych krzywych. Krzywe sitowe rejestrowano przy pomocy

oprogramowania Nova w wersji 1.1.0.1902 (2010).
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Rysunek 28. Procedura przyklejania kulki do dZzwigni probnika. Probnik
umieszczony jest na glowicy AFM, jak podczas pomiaréw, natomiast zblizanie
i oddalanie od powierzchni realizowane jest manualnie i kontrolowane za pomocg
mikroskopu optycznego. Klejenie kulki przebiega wedlug nastepujacych etapow:
a) Naniesienie minimalnej ilo$ci kleju na koncowke dzwigni, poprzez dotknigcie
cienkiej warstwy kleju rozprowadzonego na szkietku mikroskopowym; b) Wybor
kulki 0 pozadanym rozmiarze sposrod kulek umieszczonych na szkietku
mikrometrowym z podziatka. Wybrana kulka musi by¢ oddalona od pozostatych,
aby unikna¢ przypadkowego przyklejenia wiekszej liczby kulek; ¢) Dotknigcie
wybranej kulki dzwignig z klejem; d) Czas procedury klejenia jest ograniczony
czasem zastygania kleju i wynosi maksymalnie 7 minut. Po przyklejeniu kulki
i niewielkim odsunieciu gtowicy konieczne jest pozostawienie probnika w pozycji
uniemozliwiajacej jego uszkodzenie na czas ok. 5 minut.

Uzyskane krzywe opracowano przy uzyciu programu atomicJ w wersji 1.7.2,
umozliwiajacego wyznaczenie wlasciwosci skanowanych materiatbw w oparciu
0 przebieg krzywych oraz parametrow wilasnych probnika. W matematycznej
interpretacji wynikow wykorzystano, wyznaczony dla kazdej krzywej zarejestrowanej
podczas dojezdzania do powierzchni, punkt kontaktu, ustawiony w punkcie przegiecia
krzywej, a takze punkt przejscia odpowiadajacy glebokosci indentacji, wyznaczany
W miejscu usztywniania probki (Rys. 29) [213]. Parametrem definiowanym dla probki
jest wspotczynnik Poissona wynoszacy 0,5. Probniki scharakteryzowano przez warto$¢

stalej sitowej oraz geometri¢ opisang, w przypadku kulki, poprzez jej srednice, natomiast
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w przypadku ostrza katem potldowkowym oraz promieniem jego krzywizny. Dla krzywych
uzyskanych  przy pomocy kulki  wykorzystano model sferyczny JKR
(Johnson—Kendall-Roberts). Model ten jest rozwinigciem modelu Hertza
I W przeciwienstwie do niego uwzglednia adhezje [214]. Opisuje on indentacje
sferycznym probnikiem o promieniu R miekkiej i elastycznej probki, charakteryzujacej
si¢ modutem Younga E oraz wspolczynnikiem Poissona u. Przytozona podczas indentacji

sita F zwigzana jest z modutem Younga wzorem:

F=202(5-2) (8)

gdzie: a- promien kontaktu,
d- glebokos¢ indentacji [215]. Do analizy krzywych zarejestrowanych przy
pomocy ostrza wykorzystano model indentacji piramidg o kacie potéwkowym ostrza 9.

Sita F w tym przypadku dana jest wzorem:

_3_E 2
F = 4(1_u2)tan66 [216]. 9)

Czutos¢ dla kazdej serii krzywych (skanowanie w 25-100 punktach) wyznaczono
jako nachylenie krzywej w obszarze maksymalnej deformacji probki. Opracowanie
uzyskanych danych, w szczegdlnosci wykonanie i analiz¢ histogramow przeprowadzono
stosujac program SciDAVis. Dopasowanie rozktadu do otrzymanych wynikéw

wykonano przy uzyciu programu Statistica.

W modelowaniu komputerowym wykorzystano metodg elementow skonczonych.
Siatka wyznaczona w procesie dyskretyzacji zostata utworzona z elementow o ksztalcie
czworo$cianu i charakteryzowala si¢ wigkszym zageszczeniem elementow w obszarze
styku probnika z powierzchnig komoérki. W promieniu 0,7 um od miejsca kontaktu ostrza
z komorka krawedz elementu siatki wynosita 0,12 pm, natomiast w promieniu 1,6 pm
dochodzita do 0,3 um. Zageszczenie to zostato dobrane w oparciu o symulacje, zgodnie
z ktorymi wigksze zageszczenie siatki nie prowadzito do uzyskania istotnie zmienionych
wynikow. Prébnik zostat zamodelowany jako obiekt sferyczny, ktéry oddziatuje
z komoérka bez udzialu sily tarcia. W przeprowadzonych symulacjach sprawdzono
zgodnos¢ uzyskanych wynikow z modelem Hertza, w ktorym sit¢ deformacji podczas

indentacji opisano wzorem:
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F=2_L_\Rs32, (10)

T 31-u?

gdzie: 6- glebokos¢ indentacji,

u- wspoétezynnik Poissona,
E- modut Younga,

R- promien indentera, natomiast komorka traktowana jest jako obiekt ptaski

W miejscu indentacji, stagd tez promien komorki zostal pominiety. Modelowanie

przeprowadzono przy uzyciu programu ANSYS Workbench. Do wykonania wykresow

wykorzystano program Origin.

iy

" WA
Punkt kontaktu ! WiA‘

l‘ v
dhezja
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Rysunek 29. Przyktad opracowania krzywej sitlowej. Krzywa fioletowa:
dojezdzanie, krzywa zielona: odjezdzanie, punkt czerwony: punkt kontaktu, punkt
niebieski: punkt przejscia, czerwona linia pionowa: adhezja. Krzywa wykonana
ostrzem dla pacjentki p1.

7.3. Wyniki badan i dyskusja
7.3.1. Spektroskopia sil tkanki

Moduty Younga wyznaczone w poszczeg6lnych miejscach tkanki przyjmuja

wartos$ci kilku do kilkuset kilopaskali. Uzyskane wyniki odpowiadaja wiec, co do rzedu

wielkosci, warto$ciom uzyskiwanym przez innych badaczy [26],[27],[28]. Wyznaczone

dla kazdej probki dane przedstawiono w postaci histogramow (Rys. 30). Rozktad

88



40

35

30

Liczba zliczen
[\ N
o w
| |

—_
w
L

10

A1 m 3
0 500 1 000
Wartos¢ modutu Younga [kPa]

-~
o

b)

o on )]
o o o

Q)
o

Illlll]llIllll]lIIllll]llIlll]lllll

Liczba zliczen

ny
o

—
o

o

T T T T q_._l
100

o

S0
Warto$¢ modutu Younga [kPa]

Rysunek 30. Przyktadowy histogram przedstawiajacy uzyskane wyniki: probka p1,
a) ostrze, b) kulka.

wynikdéw moze odpowiada¢ rozkladowi wartosci ekstremalnej lub rozktadowi
lognormalnemu. Jego cecha charakterystyczng jest tzw. ogon, wydtuzajacy si¢ wraz ze

wzrostem liczby uwzglednionych wynikow. Wigkszo$¢ wynikdéw zawiera si¢ w pewnym
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przedziale niskich warto$ci, natomiast ogon zawiera mniejszg liczbe wyzszych wynikow.
Srednia w tego typu rozktadzie jest silnie zwiazana z liczbg wynikow dla ktorych jest
wyznaczana. Wraz ze wzrostem liczby danych warto$¢ sredniej przesuwa si¢ w kierunku
wyzszych wartosci. Wyznaczenie §redniej dla tego rozktadu wigzatoby si¢ z zawyzeniem
jej wartosci, dlatego dla otrzymanych danych nie przedstawiono danych statystycznych
opartych $rednig. Z tego wzgledu do analizy zostaly uzyte warto$ci wyznaczone dla
maksimum histogramu. Uzyskany dla kazdej pacjentki wynik, nazywany dalej modutem
Younga E dla danej probki, oznacza najczesciej uzyskiwang podczas skanowania
powierzchni warto§¢ modutu Younga. Wyniki uzyskane przy pomocy ostrza (Eo)
(Rys. 30a) charakteryzuja si¢ wigkszym zroéznicowaniem W poréwnaniu z kulka (Ex)

(Rys. 30b), dla ktorej ,,ogon” duzych warto$ci jest znaczaco krotszy.

450
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L. dlllllml l
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Inne zmiany | | Mikropolipy
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Modut Younga [kPa]
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Rysunek 31. Wartosci modutu Younga wyznaczone przy pomocy ostrza i kulki dla
poszczegolnych probek; kolor niebieski- ostrze, kolor czerwony- kulka.
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Warto$ci modutu Younga uzyskane przy uzyciu ostrza oraz kulki zostaty
zaprezentowane graficznie na rysunku 31. Uzyskane przy pomocy ostrza wyniki sg
kilkukrotnie wyzsze w poréwnaniu z odpowiadajacymi im wartosciom dla pomiardéw
kulka. Ponadto wyniki pomiaréw prowadzonych ostrzem wykazuja duzy rozrzut wartosci
(Eomin=10 kPa, Eomax=420 kPa), podczas gdy warto$ci mierzone kulkg sg stosunkowo
jednorodne (Exmin=2,3 kPa, Exmax=24 kPa). Chociaz prezentowane dane pozwalajg na
zaobserwowanie wptywu ksztaltu probnika na uzyskiwane warto$ci modutu Younga, nie

umozliwiajg one zaobserwowania roznic pomig¢dzy grupami badawczymi.

Pomiar prowadzony przy pomocy duzej, w stosunku do wielkosci elementow
tworzacych strukture tkanki, $rednicy dostarcza informacji o globalnej elastycznos$ci
tkanki (Rys. 32a). Indentacja probki przy pomocy ostrza o znacznie mniejszym promieniu
Krzywizny w poréwnaniu z promieniem kulki pozwala na punktowe wyznaczenie
wlasciwo$ci materiatu, co umozliwia rejestracje réznic pomiedzy potozonymi blisko
siebie punktami, ktdre zostaja pomini¢te podczas pomiaru kulka (Rys. 32b). Wyjasnia to
wigksze zroznicowanie wynikow uzyskiwanych ostrzem, zaro6wno w obrebie jednej

tkanki, jak rowniez pomigdzy probkami.

a) 1 pm b) 10 nm

Obszar

oddziatywania
z probnikiem /

Rysunek 32. Schemat pomiaru kulkg oraz ostrzem o ksztalcie piramidy.
Powierzchnia kontaktu probnika z probka jest znacznie wigksza w przypadku
pomiaru kulka (a), natomiast gtebokos¢ indentacji jest wicksza w przypadku ostrza
o ksztalcie piramidy. Na podstawie: [217].

W przypadku pomiaréw prowadzonych przy pomocy ostrza dla probek od
pacjentek z polipami oraz mikropolipami uzyskane wyniki nie zawsze przyjmuja rozktad
zblizony do przestawionego na rysunku 30. W niektoérych rozkladach mozna

zaobserwowaé wystepowanie wiekszej liczy pikow bedacych lokalnymi maksymami
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Rysunek 33 Histogramy obrazujgce niejednorodno$¢ analizowanych tkanek
u pacjentek z polipowato uformowang btona: a) p3, oraz polipem b) p12.
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Rysunek 33. Histogramy obrazujace niejednorodnos¢ analizowanych tkanek
u pacjentek z polipem: ¢) p21 oraz mikropolipami d) p24.
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histogramu. Rozktady moga przyjmowac posta¢ dwoch dobrze rozdzielonych pikow, jak
w przypadku pacjentek p3 (Rys. 33a) lub p12 (Rys. 33b) lub by¢ gorzej rozdzielone jak
w przypadku pacjentki p21 (Rys. 33c). W konteksécie obecnosci polipow pik przy
nizszych warto$ciach modutu Younga interpretowac¢ mozna jako pochodzacy od zdrowe;j
tkanki, natomiast pik przy wyzszych warto$ciach jako sztywno$¢ tkanki zmienionej przez
polipa. Rozktad wynikéw dla pacjentki p24 ze zdiagnozowanymi mikropolipami
charakteryzuje si¢ duza niecjednorodnoscia (Rys. 33d). Histogram ten jest
prawdopodobnie ztozony z wigkszej liczby pikow, ktére mozna zinterpretowac jako

wartosci dla tkanki zdrowej oraz zmienionej przez polipy w réznym stadium rozwoju.

W celu zaobserwowania réznic pomigdzy badanymi grupami wyznaczono
warto$¢ stosunku modulu Younga wyznaczonego przy pomocy ostrza do wielkosci
uzyskanej przy pomocy kulki. Warto$ci wyznaczone przy uzyciu kulki stanowig w tym
przypadku tlo, natomiast uzyskane ostrzem 1 odniesione do globalnego modutu Younga
wyniki pozwalaja na zréznicowanie probek pod wzgledem witasciwosci mechanicznych.
Otrzymane w ten sposob wartosci wielkoSci nazywanej dalej stosunkiem (S) ostrze/kulka
przedstawiono na rysunku 34. Zastosowane przeksztatcenie doprowadzito do uzyskania
danych wskazujacych na istnienie znaczacych roznic pomiedzy analizowanymi grupami.
Uwzgledniajac wszystkie otrzymane wyniki uzyskano nastepujace $rednie: dla grupy
z innymi zmianami 5;=11,48339, dla grupy z polipami 5,=13,569268, oraz dla grupy
z mikropolipami §m=32,42162.

W obrgbie grupy z innymi zmianami zaobserwowano znacznie odbiegajacy od
pozostatych wynik (sp18=33,48837) dla pacjentki p18. U kobiety tej, podobnie jak
U pacjentki p20 zdiagnozowano nisz¢ po cesarskim cigciu, jednak wynik dla pacjentki
p20 jest trzykrotnie nizszy (sp20=10,28571). Powodem tej rozbiezno$ci moze by¢
pobranie od pacjentki p18 podczas zabiegu biopsji fragmentu bezposrednio ze zrostu.
Zwldkniony obszar zrostu charakteryzuje si¢ mniejszg elastycznoscia, co thumaczy duzy
wzrost warto$ci modutu Younga. W $redniej dla grupy pacjentek z niepolipowatymi

zmianami pominig¢to warto$¢ dla probki p18 otrzymujac wynik §i=5,982143.6

W grupie pacjentek z polipami znajdujg si¢ dwie kobiety (p3 oraz p4)
Z polipowato uformowang btong. Wyniki uzyskane dla pobranych od nich probek r6znig
si¢ znaczgco i podczas gdy stosunek ostrze/kulka dla pacjentki p3 odpowiada wartosciom

uzyskiwanym dla polipéw, w przypadku probki p4 wyznaczona warto$¢ jest znaczaco
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nizsza 1 mozna by ja przypisa¢ do grupy niepolipowatych zmian. Obserwacj¢ t¢ mozna
zinterpretowa¢ uwzgledniajac, ze obecno$¢ polipowato uformowanej blony oznacza
wystepowanie ognisk polipa, bez zdefiniowania stopnia zaawansowania jego rozwoju.
Przypuszczalnie u pacjentki p3 rozwoj polipa jest na tyle zaawansowany, ze doszto juz

do zmiany elastycznos$ci tkanki, czego nie zaobserwowano jeszcze u pacjentki p4.
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Rysunek 34. Stosunek ostrze/kulka wartosci modutu Younga dla grupy pacjentek
Z niepolipowatymi zmianami (stupki zielone), pacjentek z polipami (stupki
pomaranczowe) oraz pacjentek z mikropolipami (stupki czerwone). Linie
oznaczaja $rednig wartos¢ odpowiednio dla grupy innych zmian (zielona), polipow
(pomaranczowa) i mikropolipow (czerwona).

Pacjentka pl9 byla poczatkowo zakwalifikowana do grupy innych zmian
W obrebie macicy, gdyz w wyniku przeprowadzonego badania histopatologicznego
zdiagnozowano u niej adenomioze. Uzyskany podczas pomiardéw spektroskopii sit wynik
znaczgco odbiegatl zardéwno od wartos$ci uzyskiwanych dla zmian niepolipowatych jak
réwniez dla polipow. W celu wyjasnienia otrzymanego wyniku przeanalizowano histori¢
choroby pacjentki. W wywiadzie pacjentka wymienita trzykrotne usuwane mikropolipy
(w 2018 oraz dwukrotnie w 2019 roku). Chociaz w badaniu histopatologicznym nie
stwierdzono wystgpowania mikropolipéw ani polipéw, pod wzgledem mechaniki tkanka
wykazywata wtasciwosci odpowiadajace mikropolipom. Uzyskany wynik sugeruje, ze

tkanka mogta nie wréci¢ do pierwotnych wlasciwosci pomimo usunigcia mikropolipow,
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badz powstaly nowe ogniska na tyle mate, ze nie byly widoczne w badaniu

histopatologicznym.

Srednie stosunki ostrze/kulka dla grup badawczych przedstawiono graficznie na
rysunku 35., w przypadku grupy innych zmian pomijajac pacjentke p18. Na wykresie
zaznaczano réwniez najnizszy i najwyzszy wynik uzyskany w kazdej z grup. Srednia
warto$¢ stosunku ostrze/kulka jest najnizsza w przypadku grupy pacjentek ze zmianami
niepolipowatymi. Dla grupy pacjentek z polipami $rednia ta jest w przyblizeniu
dwukrotnie, natomiast w przypadku mikropolipow pigciokrotnie wyzsza niz w przypadku

grupy innych zmian w obrebie macicy.
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Rysunek 35. Sredni stosunek ostrze/kulka wraz z minimalnym i maksymalnym
wynikiem uzyskanym dla poszczego6lnych grup. W grupie innych zmian pominig¢to
probke pl8.

Warto$ci modutu Younga przeanalizowano takze w konteks$cie plodno$ci
pacjentek. Wykres uzyskanych wynikéw w grupach wyrdznionych w oparciu o ptodnosé
przedstawiono na rysunku 36. Sredni stosunek ostrze/kulka w grupie pacjentek ptodnych
WYNOSI Spiodne=14,36024. W grupie poronien nawykowych $rednia warto$¢ S wynosi
Sporonienia=18,719436, natomiast warto$¢ S ostrze/kulka dla pacjentki z nieptodnoscia
wtorna jest rowna Swisma=25,714286. Sredni stosunek ostrze kulka w grupie pacjentek
Z nieptodnos$cia pierwotng WYNOSi Spierwong=11,976615. Do tej grupy nalezy jednak
pacjentka pl9 u ktorej zdiagnozowano adenomiozg, a w przeszioSci usuwano

mikropolipy 1, pomimo tych zabiegéw, jej endometrium wykazuje wlasciwosci
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charakterystyczne dla mikropolipow. Wysoka warto$¢ s dla tej pacjentki znaczaco
podnosi $rednig. Pominiecie tego wyniku skutkuje uzyskaniem wartosci $redniego S,
Wynoszacej  Spierwona=5,8005095. Sredni  stosunek ostrze/kulka dla pacjentek
Z nieptodnoscig pierwotng jest wiec ponad dwukrotnie nizszy niz w pozostatych grupach.
Z uwagi na niewielka liczbe przebadanych probek, szczegdlnie w grupie z nieptodnoscia
wtorng, oraz biorac po uwage duze zrdéznicowanie pod wzgledem zdiagnozowanych
zamian patologicznych wilaczonych do badania pacjentek, prezentowane wyniki nie
pozwalaja na jednoznaczng interpretacje. Utrudnienie stanowi rowniez definicja
ptodnosci, zgodnie z ktérg pacjentki posiadajagce naturalnie poczete potomstwo sg
klasyfikowane jako ptodne, chyba zZe istnieja podstawy do stwierdzenia nieptodnosci
wtornej. Z tego wzgledu do grupy pacjentek ptodnych zaliczone zostaja posiadajace
dzieci pacjentki z polipami, ktore rozwingty si¢ najprawdopodobniej juz po urodzeniu
dzieci. Polipy stanowig jedng z przyczyn ograniczenia ptodnosci, stad tez ptodnosé tych
kobiet pozostaje niepewna. Otrzymane wyniki stanowig jednak podstawe, aby

przypuszczaé, ze istnieje zwigzek wartosci modutu Younga z ptodnoscia.

40
35
30
25

20

s ostrze/kulka

15

10

pl p8 pl3 pld p20 p24 p3 pll pl8 pd p5 p9 pl0 pl2
Oznaczenie pacjentki

Rysunek 36. Stosunek ostrze/ kulka w zaleznosci od ptodnosci pacjentek: grupa
pacjentek ptodnych (stupki zielone), pacjentki po poronieniach nawykowych
(stupki zotte), pacjentka z nieptodno$cig wtorng (stupek pomaranczowy), pacjentki
z nieplodnoscia pierwotna (stupki czerwone), srednia dla pacjentek ptodnych (linia
zielona), §rednia dla pacjentek po poronieniach nawykowych (linia z6lta), Srednia
dla pacjentek z nieptodnoscia pierwotng (linia czerwona).
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Pomimo duzego zréznicowania wieku pacjentek nie zaobserwowano zwigzku
warto$ci modulu Younga z wiekiem, natomiast mata liczba pacjentek, szczegdlnie
w wieku powyzej 40 lat uniemozliwita przeprowadzenie rozszerzonej analizy

statystycznej w tym zakresie.

7.3.2. Model komorki

Komoérka w proponowanym modelu jest trojwymiarowym, stalym obiektem
0 ksztalcie semisfery o promieniu 13,2 um, Komoérka jest zbudowana z nastepujacych
elementéw: korteksu stanowigcego zewnetrzng warstwe komorki, cytoplazmy
wypelniajacej wngetrze komorki oraz znajdujgcego si¢ w niej jadra (Rys. 37). W modelu
nie uwzgledniono obecnosci btony komoérkowej gdyz, jak wykazaty przeprowadzone
symulacje, jej wktad w mierzone wiasciwosci mechaniczne jest niewielki. Rowniez
zmiany modulu Younga jadra nie wplywaja znaczaco na obserwowang deformacjg.
Komorke umieszczono na statym podtozu, analogicznie jak to ma miejsce w pomiarach
AFM. Komponenty komorki potraktowano jak liniowe, izotropowe, a wigc jednakowe
we wszystkich kierunkach materialy elastyczne. Skutkuje to brakiem efektow
nieliniowych w modelu, w znaczacy sposob utatwiajac obliczenia. Parametry opisujace
poszczegolne elementy modelowej komorki przedstawiono w tabeli 6. Zmiennymi
parametrami w modelowaniu byly stosunek grubosci korteksu do promienia komorki,
oraz moduty Younga korteksu oraz cytoplazmy. W indentacji wykorzystano poruszajacy
si¢ jedynie w kierunku pionowym sferyczny probnik, ktoérego Srednica zmieniala sie

w zakresie 1-5 pm.

probnik

korteks
—
cytoplazma
o

jadro
"""H—

0 45 9,0 um

Rysunek 37. Geometria komorki w symulacji.
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Tabela 6. Charakterystyka elementow modelowej komorki

Wartos¢ Wartosé
Parametr ini

minimalna maksymalna
Grubos¢ korteksu tkorteks 0,1 um 0,6 um
Modut Younga korteksu Exorteks 1 kPa 10 kPa

Modut Younga cytoplazmy Ec¢yto 0,125 kPa 1 kPa

Podczas modelowania przeprowadzono ok. 750 symulacji, w ktorych
wykorzystano liczne kombinacje parametréw, w zakresie mozliwych do zaobserwowania
w rzeczywistosci wartosci. Uzyskane wyniki odniesiono do wartosci przewidywanych
w oparciu 0 model Hertza. Dopasowane réwnanie jest funkcjg typu Hertza (11), w ktorej
zwykle staly i przyjmujacy wartos¢ 1,5 wyktadnik indentacji n jest parametrem, ktory
moze mie¢ dowolng warto$¢. Jednoczesnie, w celu uproszczenia rownania wprowadzono

parametr swobodny A.

F = A" 11)

Poczynione obserwacje pozwolily na stwierdzenie, ze wplyw czynnikow
geometrycznych na glebokosé indentacji moze by¢ przyblizony jako §%2 (n=1,5), gdyz
warto$¢ ta spelnia réwnanie w najwigkszym zakresie wartosci stosunku promienia
probnika do grubosci korteksu (Rys. 38). Wykonane eksperymenty pozwolity na
okreslenie wptywu czynnikow geometrycznych na uzyskiwane wyniki. W modelowaniu
rozwazono zarOwno zmiany $rednicy probnika (Rys. 39), jak rowniez wpltyw grubosci
korteksu (Rys. 40) i rozmiaru komorki (Rys. 41). Zgodnie z modelem Hertza sita
deformacji F podczas indentacji jest zalezna od pierwiastka kwadratowego promienia
probnika, jednak funkcja speilniona jest jedynie przy cienkiej warstwie korteksu
(Rys. 40). Wyniki uzyskane poprzez przeskalowanie rozmiaru komoérki wskazuja na
niewielki wptyw rozmiaru komorki na jej odpowiedz (Rys. 41). Rysunek 42. prezentuje
zaleznos¢ sity odpowiedzi komoérki w zaleznosci od glebokosci indentacji w pseudo dwu-
I trojwymiarowej komorce wraz z dopasowaniem funkcji Hertza. W modelu pseudo
dwuwymiarowym korteks zostal przedstawiony jako niezwykle cienki obiekt 3D, ktorego
sztywno$¢ mozna poming¢. Wyniki te uzyskano przy parametrach: tiorteks=0,3 pm,

Rprobnik=3,5 um oraz Ekorteks=5 KPa 1 Ecyto=0,25 kPa. Réznice pomigdzy modelami 2D
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i 3D, szczegélnie istotne przy niewielkich glebokosciach indentacji oznaczajg, ze

sztywnos¢ korteksu nie moze zosta¢ pominigta.

7

Wykladnik n

1,12
1,21
1,30
1,39
1.48
1,58
1,67

1,76
- 1,85

Promien probnika [um]

0,1 0.2 0.3 0.4 0.5 0,6 0,7 0.8
Grubosc korteksu [pum ]

Rysunek 38. Zaleznos¢ wartosci wyktadnika n indentacji od grubosci korteksu oraz
promienia probnika.
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Rysunek 39. Wptyw zmiany rozmiaru probnika na zalezno$¢ warto$ci parametru
swobodnego A od grubosci korteksu.
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Promien probnika [um]
Rysunek 40. Wptyw zmiany grubos$ci korteksu na zalezno$¢ wartosci parametru
swobodnego A od promienia probnika.

Sita odpowiedzi [nN]
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Rysunek 41. Wptyw zmiany rozmiaru komorki na zalezno$¢ wartosci sity odpowiedzi

od gtebokos$ci indentacji.
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Rysunek 42. Zaleznos¢ sity odpowiedzi na glgbokos¢ indentacji dla korteksu
bedacego obiektem pseudo dwuwymiarowym i trojwymiarowym.

Opracowany model postuzyt do analizy parametréw opisujacych wiasciwosci
mechaniczne komorki w kontekscie uzyskiwania wynikow zgodnych z modelem typu
Hertza. Analiza jakosci dopasowania w oparciu o warto$§¢ R? (Rys. 43) pozwolita na
zaobserwowanie, ze odpowiednie wartosci modutu Younga mieszczg si¢ w przedziatach
2-8 kPa dla korteksu oraz 0,2-0,5 kPa dla cytoplazmy. Zachowanie komorki
scharakteryzowano niezaleznymi od geometrii parametrami E* oraz p, ktore zwigzano

Z sitg deformacji rownaniem:
1
F =E*(Rz+p - t?>)d?/?, (12)

gdzie: t- grubos¢ korteksu,

p, E*- parametry niezalezne. Warto§¢ parametrow E* ip w odniesieniu do
warto$ci modutu Younga korteksu oraz cytoplazmy przedstawiono na rysunkach,
odpowiednio 44 i 45. W oparciu o najlepsze dopasowanie wyznaczono wartosci tych

parametrow otrzymujac roOwnanie dobrze opisujace obserwowane zaleznosci:

1

_ 2 : 3 ( Ekorteks 3/2 . +2\43/2
F=0,041-E2, (R: + 2 (Zerteks) © . 42)g3/2, (13)

cyto Ecyto
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Rysunek 43. Warto$¢ wspolczynnika dopasowania R? w zaleznos$ci od warto$ci modutu
Younga cytoplazmy i korteksu.
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Rysunek 44. Warto$¢ parametru E* w zaleznosci od warto$ci modutu Younga korteksu oraz
cytoplazmy.
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Rysunek 45. Warto$¢ parametru p w zaleznosci od wartosci modutu Younga korteksu
oraz cytoplazmy.
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8. Podsumowanie i wnioskKi

W niniejszej rozprawie doktorskiej opisano eksperymenty z wykorzystaniem
mikroskopu sil atomowych pracujacego w trybie spektroskopii sit do pomiaru modutu
Younga tkanek endometrium, pobieranych od pacjentek ze zdiagnozowanymi zmianami
W obrebie macicy. Zastosowanie W pomiarach dwoéch typow probnikéw pozwolito na
wykazanie wplywu ksztattu indentera na uzyskiwane wartosci modutu Younga. Wyniki
otrzymane podczas pomiardw kulka potraktowano jako wartosci odniesienia dla
wynikow uzyskanych przy uzyciu ostrza. W ten sposob zaobserwowano zwigzek
sztywnosci tkanki z obecnoscig polipa lub mikropolipéw. Rozwdj polipa wplywa na
srednio dwukrotny wzrost wartosci Stosunku modulu Younga wyznaczonego przy
pomocy ostrza do wartosci uzyskanej przy pomocy kulki, podczas gdy w przypadku
mikropolipéow zaobserwowano $rednio pigciokrotny wzrost tej wielkos$ci. Obecnosé
polipow 1 mikropolipéw w obrgbie macicy manifestuje si¢ rOwniez poprzez zmiang
rozktadu uzyskiwanych wynikéw. Niniejsze badania wskazuja wiec na potencjal
zastosowania mikroskopii sit atomowych jako techniki uzupetniajacej standardowsg
diagnostyke. Pomiary AFM mogg okazaé si¢ szczegdlnie przydatne w przypadku
pacjentek dla ktérych obserwacje histopatologiczne nie umozliwiaja doktadnego
okreslenia stopnia zaawansowania polipa np. gdy zdiagnozowana zostaje polipowato
uformowana btona. Ponadto AFM umozliwia kontrolg regeneracji tkanki, pod wzgledem

jej wlasciwosci mechanicznych, po usunig¢ciu zmian polipowatych.

Dodatkowo w oparciu o uzyskane wyniki zaobserwowano, ze $rednia wartos$¢
modulu Younga dla pacjentek z nieptodnoscia pierwotng jest kilkukrotnie nizsza
W poréwnaniu z pacjentkami ptodnymi, z nieptodno$cia wtérng oraz poronieniami
nawykowymi. Uzyskany wynik sugeruje, ze obnizona warto§¢ stosunku ostrze/kulka
moze by¢ cechg charakterystyczng dla kobiet u ktoérych, czgsto z niewyjasnionych
przyczyn, nie dochodzi do zaptodnienia. Wyzsza warto$¢ s ostrze/kulka odnotowano
u kobiet, u ktorych doszto w przesztosci do poczecia, bez wzgledu na to czy pacjentka
urodzita dziecko, czy tez poronita. Mikroskopia sit atomowych moze wigc okazac¢ si¢
narzedziem, ktére moze wspomagaé diagnostyke nieptodnosci, rowniez w przypadku

nieptodnosci o niewyjasnionej etiologii.

Probki pobrane w celu przeprowadzenia badania AFM mogg by¢ zréznicowane

W obrebie grupy, gdyz pochodza z zywego organizmu. Kazda tkanka podlega szeregowi
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czynnikow, indywidualnych dla kazdej pacjentki, ktore w r6zny sposéb moga wyptywac
na wlasciwosci endometrium. Do czynnikow tych nalezag mi.in. przebyte choroby,
stosowane leki, a takze wiek czy tez BMI. Postawienie jednoznacznych wnioskéw
dotyczacych zalezno$ci stosunku ostrz/kulka od ptodnosci oraz zmian patologicznych
W obrebie macicy wymaga przeprowadzenia dalszych badan wigzacych si¢ z analizg
wigkszej liczby probek. Niewatpliwie jednak prezentowane wyniki potwierdzaja hipotezg

0 istnieniu zatozonych zaleznoSci.

Modelowanie komputerowe stanowi narzedzie pozwalajace na uzupetnienie
danych uzyskiwanych eksperymentalnie, a jednocze$nie opiera si¢ na uzyskanych
podczas pomiaréw wynikach. Prezentowany model indentacji komoérki miat na celu w jak
najlepszym stopniu odzwierciedli¢ zachowanie komoérki podczas nacisku probnikiem.
Zaobserwowano, ze odpowiedz mechaniczna komorki na indentacji nie zalezy od
obecnosci btony komorkowej, jak roéwniez od wiasciwosci mechanicznych jadra,
natomiast kluczowym elementem komorki jest korteks. Sita indentacji jest zwigzana
zalezno$cig kwadratowa z grubos$cig korteksu, a takze zalezy od wielko$ci prébnika.
Przeprowadzone symulacje z zastosowaniem opracowanego modelu doprowadzity do
otrzymania danych spetniajacych zalezno$ci opisane w modelu Hertza.
Sparametryzowane réwnanie pozwala na lepsze scharakteryzowanie wlasciwosci
mechanicznych komorki, podczas gdy pierwotne rownanie Hertza nie uwzglgdnia
wlasciwosci materialowym obiektu. Poczyniona modyfikacja nie polegata na
zwigkszeniu zlozonos$ci modelu, a jedynie na uwzglednieniu najwazniejszych danych
opisujacych wilasciwosci mechaniczne. Wynikoéw uzyskanych podczas pomiarow AFM
nie mozna odnie$¢ bezposrednio do danych z modelowania, gdyz model dotyczy
pojedynczej komorki. Jest to jednak pierwszy etap modelowania uktadu komorek, ktory

mogtby odpowiadac tkance.
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Streszczenie

Choroby endometrium dotykaja wielu kobiet na catym $wiecie, stanowigc jeden
z czynnikow istotnie ograniczajacych ptodnos$¢. Zaburzeniom funkcjonowania macicy
towarzysza zar6wno zmiany strukturalne jak i hormonalne, jednocze$nie mogg si¢ one

wigza¢ ze zmianami wlasciwosci mechanicznych tkanki endometrium.

Niniejsza rozprawa ma na celu zaprezentowanie wynikow badan dotyczacych
modyfikacji elastyczno$ci tkanki endometrium w kontekScie zmian patologicznych
wystepujacych w obrebie tkanki endometrium, jak réwniez ich zwiazku z ptodnoscia.
Przedmiotem badan byly fragmenty endometrium pochodzace od pacjentek ze
zdiagnozowanymi chorobami endometrium, w tym nieptodnoscig. Technika
spektroskopii sit, wykorzystana do pomiaru wiasciwosci mechanicznych tkanek,
dostarczyta informacji pozwalajacych na wykazanie powigzania zmian warto$ci modutu
Younga z rozwojem polipdw i mikropolipéw w macicy. Stwierdzono ponadto mozliwo$¢

wystepowania zalezno$ci wartosci modutu Younga od ptodnosci.

Opracowano réwniez model indentacji komoérki opisany zmodyfikowanym
rownaniem Hertza, ktory uwzglednia obecnos¢ korteksu komorkowego. Rozwigzanie
modelu metoda elementdow skonczonych umozliwitlo uzyskanie wynikow

odzwierciedlajacych odpowiedz komorki na nacisk sferycznym indenterem.

Mikroskopia sit atomowych jest technikg o duzym potencjale wykorzystania jej

jako metody uzupetiajacej diagnostyke chordb endometrium.
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Title in English

Atomic Force Microscopy in the diagnosis of uterine diseases based on the
mechanical properties of endometrial tissue.

Abstract

Endometrial diseases affect many women around the world. It is one of the
significantly limiting fertility factors. Uterine dysfunctions are related to structural and
hormonal changes, but they may also be associated with changes in the mechanical

properties of the endometrial tissue.

This dissertation aims to present the research results on the endometrial tissue
elasticity modification in the context of pathological changes occurring within the
endometrial tissue and their possible relationship with fertility. The research material,
a fragment of endometrial tissue, was taken from patients who suffer from different
endometrial diseases, including infertility. Force spectroscopy was applied to measure the
mechanical properties of tissues. This technique allowed the correlation between changes
in the value of Young's modulus and the development of polyps and micropolyps in the
uterus determination. Moreover, it was found that the value of Young's modulus may

depend on fertility.

A cell indentation model was developed to describe a cell with a cortex by
a modified Hertz equation. The solution of this model obtained with the finite element
method allowed for getting the results reflecting the cell's response to spherical indenter

exerting pressure.

Atomic force microscopy has a great potential to use as a complementary

diagnostic method for endometrial diseases.
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