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RECENZJA rozprawy doktorskiej
Mgr Magdaleny Giergiel pt.

“Badanie komorek $rédblonka metodami spektroskopii sil atomowych”
( “The study of endothelial cells by means of atomic force microscopy”)

Ciekawos¢ niemal kazdego urodzonego badacza zaczyna si¢ od pytania ,,A co jest w srodku”. Metody
fizyczne od lat skutecznie pozwalajg znalez¢ odpowiedzi na to wazne pytanie w odniesieniu do wielu
materiatdw. Szczegdlne znacznie maja dla nas informacje o zawarto$ci ludzkiego ciata 1 komorek je
tworzacych. Lekarze potrafig dotykiem wykrywaé grozne guzy. Technika mikroskopii sit atomowych
(AFM), opracowana z latach 80-tych ( PRL 1986 ) i doceniona nagroda Nobla, opiera si¢ na podobnej
zasadzie: delikatne ostrze bedace zwykle w kontakcie w powierzchniag badanej probki zdaje sprawe z jej
topografii oraz, przy spehlieniu pewnych warunkow, elastyczno$ci. Przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska pani mgr Magdaleny Giergiel dotyczy badan tg ultraczula technika AFM waznych
medycznie obiektow jakimi sg komorki srodbtonka ssakow. U czlowieka $rédbtonek stanowi okoto 1%
masy ciala i obejmuje obszar 5000 mZ. Pomiary iloSciowe elastycznosci komodrek $rdédbtonka moga
wnies¢ wazne informacje, fundamentalne do zrozumienia proceséw fizjologicznych i patologii, a takze,
mamy nadzieje, doprowadzi¢ w przysztosci do nowych metod diagnostycznych.

Idea AFM jest bardzo prosta, niestety pomiary ilo§ciowe na materiale biologicznym sg wysoce
nietrywialne. Doktorantka w swojej rozprawie przedstawita dwa ciekawe pomysty, ktore moim zdaniem
wnosza zauwazalny wklad do nauk fizycznych w tym stosunkowo waskim obszarze: (1) zaproponowata
wykorzystanie pewnego ulepszonego modelu opisu elastycznosci komorek, dajacego nowe mozliwosci
interpretacji wynikéw pomiarow tzw. widm sitowych AFM (2) Opracowata oparta na sztucznej
inteligencji metod¢ do niemal automatycznego interpretowania obrazow AFM w waznej klasie tkanek.
Badania, w mojej ocenie, majg charakter interdyscyplinarny, dotycza bardzo aktualnej i wazkiej tematyki,
zatem dobor probleméw badawczych uwazam za bardzo trafny. Swoje prace prowadzace do powstania
rozprawy pani mgr M. Giergiel realizowata pod opieka prof. dr hab. Jerzego Koniora i dr Barttomieja
Zapotocznego (promotor pomocniczy) na Wydziale Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej UJ.
Wktad doktorantki polegat gléwnie na opracowaniu metod analizy danych z AFM, ale przeprowadzila
Ona tez samodzielnie szereg pomiarow, m.in. na mikroskopie AFM JPK.



Praca doktorska napisana jest w jezyku angielskim (b. dobrym), sktada si¢ z Oswiadczenia, Streszczen
(PL, ENG), Wykazu trzech publikacji z doktoratu, 5 krotkich rozdzialdow w przystepny sposob
omawiajacych poszczegélne zagadnienia (R2 — podstawowe pojecia, R3 — opis celu badan, R4
streszczenie gtoéwnych wynikow, R5 podsumowanie i przedstawienie glownych wnioskow). Wykaz
literatury do tej czes$ci obejmuje 96 pozycji, cze$¢ ,,autorska” ma 23 strony. Za nim mamy dwustronicowy
wykaz dodatkowych osiggnie¢ doktorantki oraz zasadniczg cze$¢: Reprinty trzech publikacji wraz
suplementami.

P1. Application of a layered model for determination of the elasticity of biological systems
M Rusaczonek (Giergiel), B Zapotoczny, M Szymonski, J Konior
Micron (2019) 124, 102705 ( 7 pp)

P2. Endothelial glycocalyx detection and characterization by means of atomic force spectroscopy:
Comparison of various data analysis approaches

M Giergiel, KE Malek-Zietek, J Konior, M Targosz-Korecka

Micron (2021) 151, 103153 (9pp)

P3. AFM image analysis of porous structures by means of neural networks
M Giergiel, B Zapotoczny, | Czyzynska-Cichon, J Konior, M Szymonski
Biomedical Signal Processing and Control (2022) 71, 103097 (9pp)

Kazdy artykul poprzedzony jest opisem wktadu doktorantki do danego dzieta. W oparciu o te dane
mogtem do$¢ wyraznie oceni¢ co wniosta pani mgr M.Giergiel, a co inni autorzy. Musze jednak
zauwazy¢, ze w innych ostatnio recenzowanych doktoratach ztozonych w opublikowanych artykutow
naukowych zalgczano rowniez os$wiadczenia gloéwnych wspotautorow prac (wzorem procedury
habilitacyjnej). Nie mam watpliwosci, ze wklad doktorantki byl dominujacy, we wszystkich trzech
pracach jest ona pierwszym i korespondujagcym autorem.

Streszczenia rozprawy sg konkretne 1 dobrze napisane, wlasciwie zdaja sprawe z jej zawartosci.

Dobrym pomystem jest podanie na wstepie opisu struktury rozprawy. Rozdziaty R2-R5 s3 napisane jasno,
zwigzle 1 koncentruja si¢ na sprawach faktycznie zwigzanych z istota prowadzonych badan. Przeglad
literatury jest stosunkowo obszerny (96 pozycji), ale wg mnie moglby by¢ obszerniejszy i tym samym
bardziej przydatny nowym pokoleniom studentow zajmujacych si¢ AFM. Np., poza poz. [57] nie
zauwazylem zadnego komentarza na temat pionierskich badan elastycznosci komorek nowotworowych
metodami AFM prowadzonych w Krakowie na UJ/IF] zainicjowanych m.in. przez prof. M. Lekka (praca
,Elasticity of normal and cancerous human bladder cells studied by scanning force microscopy”, M
Lekka, P Laidler, D Gil, J Lekki, Z Stachura, AZ Hrynkiewicz; European Biophysics Journal 28 (4)
(1999), 312-316 ma ponad 700 cytowan). W opisie glioxalu wazny nowy przeglad to ,,Nanomechanics of
the Endothelial Glycocalyx From Structure to Function”, Ziilfii Cem Cosgun et al. (The American
Journal of Pathology, Vol. 190, No. 4, April 2020), ze starszej literatury warto byloby wg mnie
zacytowac tez prace : Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 301: L353-L360, 2011 na temat pomiarow
sztywnosci srodblonka.



Opisy modeli teoretycznych krzywych sita-wydtuzenie, opis metody sieci neuronowych w zastosowaniu
do analizy obrazéw AFM czy ogolna dyskusja wynikdw sa moze troche skrétowe, ale wg mnie
odpowiednie. Dowodza rozumienia tematu i dobrego opanowania warsztatu badawczego zwigzanego z
sieciami neuronowymi i modelowaniem danych AFM. Wtasciwe jest tez dodanie uwag podkreslajacych
ograniczenia stosowanych modeli oraz pewnego szerszego kontekstu — do czego mogg si¢ przydac
opracowane programy.

Wada tego opisu jest calkowite pominigcie (przynajmniej ja nie zauwazylem) faktu, ze w przypadku
komorek musimy tez uwzgledni¢ lepkos¢ materiatu przy badaniu ich wtasciwosci mechanicznych przy
pomocy nanoindentacji. W literaturze czgsto stosowane sg nie tylko proste modele Hertza czy Sneddona
ale tez modele Kelvina-Voighta-Maxwella (zob. np. Shada Abuhattum et al., “An explicit model to extract
viscoelastic properties of cells from AFM force-indentation curves”, iScience 25, 104016, April 15, 2022)

Ponizej przedstawiam krytyczne omowienie publikacji P1,P2,P3 tj. zasadniczej czgsci rozprawy.
P1.
W pracy P1 zawarta jest stuszna teza, iz zrozumienie tkanek i ich znaczenia fizjologicznego wymaga
poprawnego (ilosciowego) okreslenia ich wiasciwosci mechanicznych. Czesto stosowany model Hertza
(jeszcze z XIX wieku) opiera si¢ na ostrych zalozeniach, w zasadzie niemozliwych do catkowitego
spelnienia w materiatach biologicznych, ktore np. sg silnie niejednorodne. Jasno przedstawiona jest
konieczno$¢ wyjscia poza ten model w przypadku biofizycznych badan AFM komorek. Oryginalnym
pomystem jest wykorzystanie do charakteryzacji materialu biologicznego tzw. modelu Kovaleva, ktory
ma wigcej parametrow i lepiej oddaje mechanike ztozonego obiektu badan. Model ten wprowadzono w
roku 2004 do opisu warstw polimerowych, zaktada si¢ ze majg one ré6zne moduty Younga Eq | Ej, za$ sa
potaczone strefg o zmiennym E. Przedmiotem badan byty mysie komorki zatokowe $rodbtonka z watroby
(Liver sinusodal endotheliel cells), ktora sg delikatne (ok 2 mikrometry grubosci), czesciowo pokryte
okienkami (porami, fenestrations) i poznanie ich nanomechaniki moze mie¢ duze znaczenie medyczne.
Autorzy opracowali mapy (8x8) parametréw elastycznosci EO i El i pokazali, ze nowe podejscie
pozwala zauwazy¢ te zmienne cechy materialu, ktére sg niewidoczne w przypadku uzycia modelu
Hertza/Senddona. Elastycznosci glgbszych warstw (obszar jadra) w przypadku komorek myszy
hodowanych na diecie wysokottuszczowej 1 normalnej byty rozne.
Publikacja ta jest moim zdaniem napisana bardzo ,,zgrabnie”, dobrze osadzona w literaturze. Liczba
wynikow nie jest imponujaca, zauwazone efekty mozna by krytykowac¢ (czy w ogoéle sa, zwazywszy na
duze oszacowane przedzialy bledow (rys. 9), ale to ma by¢ z zatozenia tylko ilustracja pomystu
wykorzystania modelu Kovaleva w biologii.

W tracie obrony bytbym ciekaw opinii doktorantki w nastepujacych kwestiach:

1) Czy fakt, ze pierwotny model zostal opracowany dla ultracienkich warstw, a tutaj mamy jednak

znacznie grubsze obiekty, nie wprowadza jakiego$ zaburzenia?
2) Jak mozna wytlumaczy¢ silne odstepstwo wynikOw pomiardw zaleznosci parametru E od
glebokosci indentacji (dla matych wartosci & ) przedstawione na rys. 4 pracy P1?

P2.
Publikacja P2 dotyczy zblizonej tematyki. Technika AFM zostala wykorzystana przez autorow do
pomiarow glikokaliksu — warstwy weglowodanowej (proteoglikany, glikozaminoglikany, glikoproteiny,
itp. zwiazki) pokrywajacej $rodblonek (dalej - eGlx). Warstwa ta jest niezmiernie wazna do
prawidlowego funkcjonowania, m.in., naczyn krwionosnych i jelit, tutaj badano komorki z ludzkiej aorty.
Intuicja podpowiada, ze ,,najezone” cukry o grubosci warstwy ok 0.5-0.7 mikrometra, majg inng
sztywno$¢ niz same komorki $rodbtonka. Doktorantka et al. poréwnali cztery modele elastycznosci
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przyjete do analizy danych uzyskanych dla 3 zestawdéw komorek — z pelnym eGlx, z czgsciowo
usunig¢tym, i niemal pozbawionych enzymatycznie eGlx. W zasadzie wszystkie modele wychwytuja silng
zmian¢ wiasciwosci materiatu biologicznego poddanego modyfikacji glikokaliksu. W publikacji nie ma
rekomendacji, ktory model powinien by¢ stosowany w rutynowych i masowych badaniach, Ciekawe, czy
sa moze nowe 1 niepublikowane dane, ktére przemawiaja za wybraniem jednego z nich (? Koveleva)? W
publikacji nie ma tez zadnego komentarza na temat lepkosci tak ciekawego srodowiska jak glikokaliks,
czy jest ona we wszystkich trzech probkach stala? Czy nie ma wplywu na przebiegi krzywych sita-
glebokos¢ indentacji? Nie zauwazylem tez informacji o tym, czy wyniki tej publikacji P2 — porownanie
modeli- mogg zaleze¢ o rodzaju przyjetej do pomiarow sondy AFM.

Publikacja ta dla srodowiska fizykéw zajmujacych si¢ nanomechanikg jest z pewno$Cig wazna i ciekawa.
Zastosowano cztery do§¢ popularne modele elastycznosci do spojnych danych zebranych w tym samym
laboratorium. To, ze jakosciowo wyniki sa zgodne, nie bylo takie oczywiste przed wykonaniem tych
analiz. Teraz nasz arsenal metod badawczych, dzigki, m.in., wysitkom doktorantki, jest lepiej
rozpoznany. Nalezy zaznaczy¢, ze same (nietatwe) pomiary 1 eksperymenty wykonywaly inne osoby,
jednak analizy w modelu dwuwarstwym oraz porownanie modeli wykonata pani mgr M. Giergiel.

P3.

Mam wrazenie, ze publikacja P3 poswigcona analizie obrazow AFM wykonanych dla materiatow
porowatych w dluzszym okresie zdobedzie najwigcej cytowan. Praca ta, opublikowana w
specjalistycznym czasopismie Biomedical Signal Processing nad Control (IF=5.6 ), prezentuje metodg
automatycznego wykrywania i w pewnym stopniu charakteryzowania okienek/porow (fenestrations)
obecnych na powierzchni niektérych komoérek. Metoda ta, oparta na rozpoznawaniu obrazow przy
pomocy algorytmu opartego na sieci neuronowej ma bardzo dobrg skuteczno$¢ (na poziomie 90%) i
zastepuje ucigzliwe ,,reczne” liczenie ,,dziurek w catym” zlecane zwykle mlodszemu personelowi
naukowemu. Liczenie do dziesigciu barandw przed snem moze by¢ nawet przyjemne i pozyteczne, ale
liczenie tysigcy porow w obrazach AFM komorki juz niekoniecznie. Dlatego z uznaniem odnoszg si¢ do
pomyshu i opracowania programu automatyzujgcego skutecznie t¢ pozyteczna dla nauki prace. W tej
publikacji silnie rysuje si¢ interdyscyplinarnos¢ badan prowadzonych przez doktorantke. Badane sg
obrazy waznych obiektow biologicznych — czyli komoérek srodbtonka (biologia). Badane sg pory, poprzez
obrazowanie AFM (fizyka), ktore moga by¢ wskaznikiem stanéw patologicznych (medycyna). Stosowane
sg zaawansowane algorytmy sztucznej inteligencji (informatyka). Szersze wykorzystanie opracowanych
programow przyniesie 0szczednos¢ ludzkiego czasu i podniesie wydajnos¢ badan (ekonomia).
Oczywiscie mozna dyskutowaé, czy nie da si¢ zrobi¢ jeszcze efektywniejszej architektury sieci (da si¢)
czy zbiory treningowe nie byty za mate (byly male) i czy nie zachodzi zjawisko ,,przeuczenia” — trudne
do uniknigcia. Mnie do wysokiej oceny tej akurat publikacji przekonuje duzy wktad intelektualny —
wysitek w wymyslanie takich warstw czy funkcji kary, ktore najlepiej stuzg zadanemu celowi. Tego typu
badania nie sg niestety ,,black-boxowe” i trzeba si¢ niezle natrudzi¢ i poeksperymentowaé, by otrzymac
przyzwoita sprawnosci Systemu rozpoznawania cech na obrazie. Tutaj, niestety, nie widzg wisienki na
torcie, tj. informacji, ze opracowana metoda jest na tyle stabilna, ze mozna wystawi¢ program do domeny
publicznej po to, by kazdy mogt sprobowaé swoich sit w liczeniu ,,0tworéw” w blonach czy innych
materiatach porowatych.



Od strony redakcyjnej recenzowana rozprawa robi b. dobre wrazenie. Nie ma w zasadzie literowek.
Jakos¢ rysunkow jest bardzo dobra. Przydalby si¢ moze osobny wykaz skrotow, np. w omowieniu
rozprawy eGlx pojawia si¢ ,,znikad”.

KONKLUZJA

Pani mgr Magdalena Giergiel przedstawita bardzo dobra, interdyscyplinarng rozprawg doktorska.
Zastosowata po raz pierwszy ulepszony model elastycznosci komorek i zastosowata go do interpretacji
elastycznos$ci waznej czesci organizmow zywych — srodbtonka. Wykazata si¢ duzg biegloscig w analizie
numerycznej obrazéw biologicznych z AFM, opracowata narz¢dzie oparte na sieciach neuronowych
utatwiajgce analiz¢ danych 1 otwierajace nowe mozliwosci badawcze. Wyniki doktorantki sg
wartosciowe, moga by¢ podstawg dalszych publikacji. Doktorantka prezentowata rezultaty badan na
wielu konferencjach i ma solidne dos$wiadczenie w prowadzeniu badan naukowych na wysokim
poziomie.

Stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr. Magdaleny Giergiel stanowi
rozwigzanie problemu naukoweqo zwigzanego z naukami fizycznymi. Rozprawa i dorobek publikacyjny
dowodza, ze doktorantka potrafi samodzielnie prowadzi¢ badania naukowe w wykorzystaniem technik
AFM i programowania, umie pracowa¢ w interdyscyplinarnych zespotach naukowych.

Recenzowane dzielo spelnia ustawowe (tj. Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki, Dz. U. z 2016 poz. 882) oraz zwyczajowe wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. Wnosze 0 dopuszczenie pani magister Magdaleny Giergiel do dalszych
etapéw postepowania prowadzacego do uzyskania stopnia naukowego doktora w dyscyplinie nauki
fizyczne.

Wiestaw Nowak, prof. zw.



		2022-09-02T11:07:36+0200




