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Streszczenie

Celem pracy byta analiza wtasnosci fizycznych pecherzykéw lipidowych w nanoskali.
Aby to osiagnaé¢ opracowano metodologie badan pecherzykow zewnatrzkomoérkowych
na mikroskopie sit atomowych (AFM) i poréwnano te wyniki z danymi otrzymanymi
metodg analizy Sledzenia nanoczastek (NTA). Badania tego rodzaju moga by¢ przy-
datne ze wzgledu na zastosowanie pecherzykow zewnatrzkomorkowych w procedurach
diagnostycznych jak i do wykorzysta ich jako nosnikéw lekow.

Dane i metodologia. Badano pecherzyki zewnatrzkomoérkowe z hodowanych w
Zaktadzie Fizyki Biomedycznej UW komorek nowotworu prostaty PC3 oraz odtwo-
rzone liofilizowane pecherzyki zewnatrzkomoérkowe z tej samej linii komoérkowej. Dodat-
kowo poréwnano wyniki ze sztucznie utworzonymi nanopecherzykami — liposomami.
Przeprowadzono eksperymenty z uzyciem AFM oraz NTA oraz poréwnano wyniki eks-
perymentalne z modelowaniem komputerowym. Wykorzystano dwa modele kompute-
rowe: Pierwszy z nich, stworzony wspolnie przez nasz zespot, stuzyt do opisu ksztattu i
sztywnosci pecherzyka osadzonego na powierzchni miki i bazowal na teorii Canhama-
Helfricha. Drugi opisywal osadzanie sie pecherzykéw na podtozu, bazujac na teorii ru-
chéw Browna w kropli cieczy.

Wyniki. Opracowano procedure obrazowania pecherzykow zewnatrzkomorkowych
na AFM w cieczy, w szczegolnosci efektywny sposob uzyskiwania pozbawionego zanie-
czyszczen podloza mikowego o dodatnim tadunku powierzchniowym. Badano réwniez
kat przylegania pecherzykéw do podloza i zaobserwowano jego malejaca zaleznosé od
srednicy pecherzyka. Zapostulowano nowa metode badania btony lipidowej w opar-
ciu o parametry geometryczne nanopecherzykow, z wykorzystaniem modelowania. Za-
obserwowano wzrost §rednich $rednic pecherzykow zewnatrzkomorkowych w czasie od
naltozenia probki na podtoze. Poréwnanie wielkosci pecherzykéw uzyskanych réznymi
metodami pokazalo, ze wieksze sg $rednice hydrodynamiczne (z NTA) niz geometryczne
(z AFM).

Zasadnicze osiggniecia i nowatorskie rezultaty uzyskane podczas pracy nad dokto-
ratem obejmowaly: ustalenie metodologii obrazowania pecherzykow zewnatrzkomorko-
wych na AFM, zaobserwowanie i zamodelowanie zwickszania sie $rednic geometrycz-
nych wraz z czasem od natozenia probki na podtoze, zaproponowanie wspotczynnika
skalowania AFM-NTA jako cechy charakteryzujacej dany typ pecherzykéw, zauwazenie

i modelowe potwierdzone zaleznosci zwickszania kata przylegania i powigzanego z nim



wspolezynnika wysokosé / promien krzywizny (H/R,.) dla mniejszych pecherzykow oraz
zaproponowanie szybkiej procedury szacowania modutu zginania na podstawie geome-
trii pecherzykow i ograniczonej liczby spektroskopii sit. Mozna liczy¢, ze praca przyczyni
sie zarowno do wzbogacenia metodologii badari nanopecherzykéw za pomoca AFM i

NTA, jak i postuzy lepszemu poznaniu wtasnosci pecherzykéw zewnatrzkomorkowych.

Stowa kluczowe: pecherzyki zewnatrzkomorkowe, liposomy, mikroskopia sit atomo-

wych, AFM, analiza $ledzenia nanoczastek, NTA, modutl zginania



Abstract

The aim of this work was to analyze the physical properties of lipid vesicles at the
nanoscale. To achieve this, a methodology was developed to study extracellular vesicles
using atomic force microscopy (AFM) and to compare these results with data obtained
by nanoparticle tracking analysis (NTA). This type of research may be useful for the
application of extracellular vesicles in diagnostic procedures and for their use as drug
carriers.

Data and Methodology. Extracellular vesicles from PC3 prostate cancer cells
cultured at the Department of Biomedical Physics, University of Warsaw, were stu-
died, as well as reconstituted, lyophilized extracellular vesicles from the same cell line.
In addition, results were compared with those for artificially created nanovesicles—
liposomes. Experiments were conducted using AFM and NTA, and the experimental
results were compared with computational modeling. Two computational models were
used: the first, developed by our team was used to describe the shape and stiffness of
a vesicle attached to a mica surface and was based on Canham-Helfrich theory. The
second described the settling of vesicles on a substrate, based on the theory of Brownian
motion in a liquid droplet.

Results. A procedure for imaging extracellular vesicles by AFM in liquid was de-
veloped, including an effective method for obtaining a contaminant-free mica substrate
with a positive surface charge. The vesicle-substrate contact angle was also studied
and it was observed to decrease with increasing vesicle diameter. A new method for
studying lipid membranes was proposed, based on the geometric parameters of nano-
vesicles and informed by computational modeling. An increase in the average diameter
of extracellular vesicles was observed over time after the sample was deposited on the
substrate. A comparison of vesicle sizes obtained by different methods showed that the
hydrodynamic diameters (from NTA) were larger than the geometric diameters (from
AFM).

The principal achievements and innovative results obtained during my doctoral work
included: establishing a methodology for imaging extracellular vesicles with AFM, ob-
serving and modeling the increase in geometric diameters over time after sample de-
position on the substrate, proposing an AFM—-NTA scaling factor as a characteristic of
a given vesicle type, observing and modeling the relationship between the increasing

contact angle and the related height / radius of curvature (H/R,) ratio for smaller



vesicles, and proposing a rapid procedure for estimating the bending modulus based on
vesicle geometry and a limited number of force spectroscopy measurements. It is hoped
that this work will contribute to enriching the methodology for studying nanovesicles
using AFM and NTA and to a better understanding of the properties of extracellular

vesicles.

Keywords: extracellular vesicles, liposomes, atomic force microscopy, AFM, nano-

particle tracking analysis, NTA, bending modulus
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Czes¢ 1
Wstep

1 Skroécony opis pracy nad pecherzykami

W naszym zespole, i z tego co wiem roéwniez na Uniwersytecie Warszawskim, nikt wcze-
$niej nie zajmowal sie mikroskopig sit atomowych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych.
Pierwsze badania wtasnosci fizycznych nanopecherzykow z wykorzystaniem AFM i NTA
wymagaly opracowania metodologii od podstaw. Okazaly sie duzo trudniejsze w prak-
tyce niz poczatkowo sie wydawalo — $wiat nano na pograniczu biologii, chemii i fizyki
kryje mnostwo zagadek, ktére naukowcy probuja rozwiazywaé, jednak bardzo czesto
bez uzyskania konsensusu co do sposobu prowadzenia badan i interpretacji wynikow.
Dlatego — wbrew pierwotnemu pomystowi — catosé¢ swojej pracy nad doktoratem po-

Swiecitam zagadnieniom metodologicznym.

Wybranie odpowiedniej linii komérkowej do badani

Pierwotnym zatozeniem pracy byto to, zeby opisa¢ wtasnosci fizyczne pecherzykow ze-
wnatrzkomorkowych z komoérek nowotworu prostaty. Miato to stuzyé rozréznieniu pe-
cherzykow z komorek zdrowych i nowotworowych. Zdecydowatam sie w pierwszym kroku
zajaé pecherzykami z komorek nowotworowych, gdyz byto to zwigzane z badaniami ze-
spotu, ponadto byty one tatwiejsze w hodowli (komoérki nowotworowe niestety lubia
podzial) oraz z tego wzgledu, ze w przypadku nowotworu komorki produkuja wiecej
pecherzykéw od komorek zdrowych. Wtasnie ze wzgledu na uzyskanie odpowiedniej
koncentracji pecherzykéw wybrano linie nowotworu prostaty PC3, a nie Dul4b, ktore
rowniez sprawdzaliSmy w naszym zespole, ale koncentracja ich byta za mata do badania

pod mikroskopem sit atomowych.

Opanowanie technicznych aspektéw sprzetu

Procz zagadnien metodologii badan samych pecherzykow zewnatrzkomorkowych istotne
byto réwniez opanowanie techniki pomiaréw mikroskopem sit atomowych i poznania
wielu jego technicznych aspektéw. W poréwnaniu z mikroskopami optycznymi jest to
bardziej wymagajacy i czasochtonny sprzet. Badanie wtasnosci fizycznych nanopeche-

rzykow jest trudne i wymagajace duzej interdyscyplinarnosci, dlatego niewiele grup na
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Swiecie zajmuje sie tym tematem, zwlaszcza na tle wielkiej liczby grup badajacych ich

wlasnosci biochemiczne.

Przygotowanie podloza do badan AFM

Zaczetam wiec obrazowaé pecherzyki z komorek PC3, okazalo sie jednak, ze byto wida¢
mato tych pecherzykéw, a obrazowanie nie miato zbyt dobrej rozdzielczosci. Wydawato
sie, ze sonda ciggnie troche pecherzyki, co powodowato, ze mialy one nienaturalnie
wydtuzone ksztalty. Aby temu przeciwdziala¢ zastosowatam modyfikacje podloza (3-
aminopropylo)trietoksysilanem (APTES-em). Dzieki temu pecherzyki chetniej przycze-
pialy sie do podltoza i mocniej sie na nim trzymatly.

Potem jednak odkrytam, ze czes¢ obiektéw obrazowanych to nie sa pecherzyki po-
chodzace z probki. Dlatego wprowadzitam do procedury za kazdym razem przed nato-
zeniem probki obrazowanie podtoza celem weryfikacji jego czystosci. Szukatam réznych
sposobow, aby uzyskac czysta mike pokryta APTES-em. Po wielu prébach doprowadzito
to do opracowania procedury pozwalajacej w bardzo szybki sposéb uzyska¢ podtoze do
obrazowania pozbawione zanieczyszczen, co niestety mozna byto wykorzysta¢ dopiero

w ostatniej czesci moich badan.

Wplyw czasu obrazowania AFM na jego wynik

Kolejnym pytaniem w opracowaniu metodologii byto: jaki wptyw ma czas miedzy nato-
zeniem probki a obrazowaniem AFM? W literaturze mozna spotkaé¢ rézne podejscia do
tego zagadnienia. Aby odpowiedzie¢ sobie na to pytanie postanowitlam wykonaé¢ dwu-
krotne obrazowanie tej samej probki po krotszym i dtuzszym czasie. Za kazdym razem
mozna bylo zobaczyé¢, ze $rednia szerokos¢ pecherzykow rosnie z czasem. Czy jest to
wynik ich rozptaszczania na podtozu? Zaczelam przelicza¢ jaka miatyby s$rednice pe-
cherzyki swobodnie ptywajace w cieczy przy zalozeniu stalej powierzchni i okazato sie,
ze ta wielko$é rowniez rosnie w czasie. Pojawito sie wtedy kolejne pytanie badawcze:

czemu te $rednice rosng w czasie?

Parametry geometryczne roslty z czasem. Czemu?

Dla wyjasnienia zaobserwowanego zjawiska postawitam dwie hipotezy: pierwsza byto
rozcigganie btony, a druga, ze moze wieksze pecherzyki docieraja p6zniej do podloza.

Wprowadzitam modelowanie numeryczne, aby sprobowaé¢ odpowiedzie¢ na te pytania.
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Zaproponowalam model komputerowy wplywu ruchéw Browna na osadzanie si¢ peche-
rzykéw na podtozu, ktory pozwolit wyjasnié¢ zjawisko poprzez potaczenie obu hipotez.

Wynik ten opublikowatam w artykule naukowym.

Hipoteza o skalowaniu liniowym miedzy srednicami z NTA i AFM, zaleznym

od wlasnosci fizycznych.

Jednoczesnie, aby dokladniej zbadac¢ pecherzyki zewnatrzkomorkowe z komorek PC3
wraz z zespolem zrobilismy badanie przy uzyciu analizy Sledzenia nanoczastek. Sred-
nice z AFM (dalej zwane geometrycznymi) okazaly sie mniejsze od $rednic z analizy
sledzenia nanoczastek (Srednice hydrodynamiczne). Zaproponowatam dopasowanie roz-
ktadéw log-normalnych do rozktadu srednic, co pozwolito zauwazyé, ze pomimo dwu-
krotnej réznicy miedzy medianami tych rozktadow, wspotczynniki ksztaltu rozktadu
mialy podobne wartosci. Postawitam hipoteze, ze jeden rozktad pochodzi z drugiego
przez skalowanie liniowe, ktérego wspotczynnik prawdopodobnie zalezy od wtasciwo-
Sci fizycznych pecherzykow. Byl to drugi z wynikéw opublikowanych we wspomnianym

wczesniej artykule.

Czy na podstawie obrazowania AFM mozna wnioskowaé o wlasno$ciach fi-

zycznych pecherzykow?

Dostepne oprogramowanie mikroskopu Dimension Icon pozwala bezposrednio w ciagu
obrazowania na uzyskanie obrazow wielkosci nanomechanicznych (np. modut Younga,
adhezja). Poczatkowo chciatam uzyé¢ wtasnie tych obrazéow do okreslenia wlasnosci me-
chanicznych, jednak okazalto sie to nie przynosi¢ pozadanych rezultatow. Wobec tego
zaczetam zastanawia¢ nad tym, czy z uzyskanych geometrycznych parametrow (kto-
rych miatam zebrana odpowiednia dla statystyki ilos¢) da sie bezposrednio wnioskowaé
np. o sztywnosci pecherzykow. Takie podejscie zaprezentowal w swojej pracy Ridolfi
badajac kat przylegania do podtoza. Postanowitam sprawdzi¢, czy dla moich danych
rowniez widaé staly kat przylegania. Zaobserwowatam pewna zaleznosé: kat przylega-
nia dla mniejszych pecherzykow byt wiekszy. Nie byto statego kata przylegania. Czemu
kat przylegania rosnie dla matych pecherzykow? Czy to kwestia zanieczyszczenia (jak
postulowat Ridolfi i in. (2020)))? Czy moze to zaleznosé, ktéra mozna potwierdzi¢? Taki
efekt byt widoczny réwniez dla liposoméw. Wraz z Promotorem stworzyliSmy model
komputerowy bazujacy na modelu Canhama—Helfricha pecherzykow, ktore osadzaja sie

na podtozu. Model potwierdzit obserwacje pochodzace z eksperymentu, ze mniejsze pe-
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cherzyki moga mie¢ wiekszy kat przylegania. Niezwtocznie po ztozeniu pracy doktorskiej

postaram sie opublikowa¢ ten wynik w artykule naukowym.

Mozliwosci wyznaczenia modulu zginania na podstawie poréwnania wyni-

kow spektroskopii sit na AFM z ich symulacjag komputerowa.

Kontynuujac szukanie wlasnosci fizycznych pecherzykéw cheiatam opracowaé sposob
ustalania modutu zginania pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, ktory w literaturze
uchodzi za wielkos¢ charakterystyczna dla okreslonego ich rodzaju. Istnieje metodologia
wyznaczania modutu zginania opracowana przez Vorselena, ktora bazuje na wykonaniu
bardzo wielu pomiaréw spektroskopii sit. Podjetam probe uzyskania wielu pomiaréw
spektroskopii sit, jednak okazalo sie to bardzo czasochtonne i niejednoznaczne. Stwo-
rzony przez nas komputerowy model pecherzyka daje mozliwo$¢ wyznaczenia na pod-
stawie geometrii duzej liczby pecherzykoéw wartosci modutu zginania (wraz z ci$nieniem
osmotycznym i wspotezynnikiem adhezji) z doktadnoscia do przemnozenia przez stata
skalujaca. Zaproponowatam procedure szacowania modulu zginania przez poréwnanie
spektroskopii z eksperymentu z jej symulacja, na co réwniez pozwala opracowany model
komputerowy. Metoda ta pozwala wykorzysta¢ geometrie pecherzykéw z obrazowania
oraz niewielka liczbe udanych pomiaréw spektroskopii do szacowania modutu zgina-
nia, zwlaszcza w sytuacji, gdy dysponujemy matymi pecherzykami. Artykul naukowy

opisujacy ten wynik jest w przygotowaniu.

2 Pecherzyki lipidowe

2.1 Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe

W pracy badane beda pecherzyki produkowane przez komorki, tzw. pecherzyki zewna-
trzkomorkowe. Wyrézniamy wiele roznych typow tych pecherzykow takich jak egzosomys,
ektosomy, mikropecherzyki (ang. microvesicles), czy ciatka apoptotyczne (Grzybowska
iin.; 2019; Liu i Wang, 2023; Kumar i in., 2024). Wydzielanie ich przez komorki jest
powszechnym zjawiskiem i zachodzi zaréwno u organizmoéw eukariotycznych jak i pro-
kariotycznych (Kumar i in., 2024). W niniejszej pracy skupiono sie gtéwnie na malych
pecherzykach zewnatrzkomoérkowych, a w szczegdlnoscei na egzosomach. Pecherzyki ze-
wnatrzkomoérkowe sg otoczone dwuwarstwa lipidowa, zawieraja w sobie duza ilosé bia-

tek i lipidow, a nawet kwasow nukleinowych (np. miRNA, mRNA) (Kumar i in., 2024)).
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Egzosomy roznia sie od pozostalych wymienionych tym, w jaki sposéb powstaja —
w procesie egzocytozy (Grzybowska i in., 2019). Maja one Srednice miedzy 30 a 150
nm (Doyle i Wang, 2019). Pecherzyki zewnatrzkomorkowe naturalnie znajduja sie w
plynach ustrojowych cztowieka np. §linie, moczu, krwi, a takze mleku, ktérym matki
karmia dzieci (Kumar i in., 2024)). Mozliwe jest rowniez pozyskanie ich z hodowli ko-
morkowej, gdzie znajduja sie w medium, w ktéorym zyja komorki. Wtedy o tyle jest to
korzystne, ze wiadomo jaki typ komorek je wytworzylt, sa wiec wtedy mniej réznorodne.
Ich zawartosé oraz sktad blony zaleza od komorki, z ktorej pochodza (Sharma, LeCla-
ire i Gimzewski, [2018)). Odgrywaja one istotna role w procesie przenoszenia informacji
miedzy komoérkami na duze odleglosci oraz w rozwoju niektorych choréb, zwlaszcza
nowotworow (Osaki i Okada, [2019; Becker i in., 2016).

Mezczyzni w wieku powyzej 50 lat, kiedy prawdopodobieristwo zachorowalno$ci na
raka prostaty znaczaco wzrasta (Rawla, 2019), zazwyczaj nie sa sklonni do przepro-
wadzania pogtebionych badan zdrowotnych, dlatego poszukuje sie metod tatwego, nie-
inwazyjnego badania przesiewowego u starszych mezczyzn (por. Lehmann i in. 2008).
Pecherzyki zewnatrzkomorkowe, znajdujace sie w ptynach ustrojowych cztowieka, daja
nadzieje na bycie dobrymi biomarkerami nowotworéw. W przypadku nowotworu pro-
staty (Soekmadji, Russell i Nelson, 2013; Vlaeminck-Guillem, 2018; Lorenc i in., 2020))
moze mie¢ to duze znaczenie, poniewaz z roznych powodow nie jest tatwo go zdiagno-
zowa¢. Wtlasnie malym pecherzykom zewnatrzkomoérkowym z komoérek z nowotworu
prostaty (linia komoérkowa PC3) przyjrzymy sie najbardziej w tej pracy.

Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe moga petni¢ rowniez role przy odpowiedzi na dzia-
tanie promieniowania jonizujacego, ktérego uzywa sie np. podczas radioterapii nowo-
tworu. Komoérki nowotworowe poddane dzialaniu promieniowania wytwarzaja egzosomy
o zmienionej zawartosci, mogac prowadzi¢ do radioodpornosci utrudniajacej terapie i
utatwiac¢ przerzuty. Moga tez zmienia¢ funkcjonowanie zdrowych komoérek z otoczenia
i stymulowa¢ odpowiedz odpornosciowa (Ni i in., |2019)). Promieniowanie moze zmie-
nia¢ liczbe i zawartos¢ wytwarzanych przez komorki nowotworowe egzosomoéw, ktorych
analiza moze by¢ narzedziem prognostycznym w radioterapii.

W ptynach ustrojowych, w ktorych naturalnie znajduja sie egzosomy, lub w przy-
padku hodowli komoérkowej w medium komoérkowym wystepuja réznego rodzaju pe-
cherzyki zewnatrzkomorkowe oraz w zaleznosci od plynu ustrojowego szereg innych
obiektow. Aby wyizolowaé egzosomy uzywa sie réznych metod w tym wirowania, ko-
lumny chromatograficznej, czy wytapywania pecherzykow zawierajacych w swojej btonie

konkretne biatka (De Sousa i in., 2023). Izolacja réznymi metodami wpltywa na poz-
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niejsze cechy biofizyczne pecherzykow zewnatrzkomorkowych (Sharma i in., 2020; De
Sousa i in., [2023). Nie ma ustandaryzowanej procedury izolacji pecherzykow zewnatrz-
komorkowych (Doyle i Wang, [2019). Poniewaz nie jest pewne, ze wszystkie otrzymane
droga izolacji pecherzyki pochodza z procesu egzocytozy, mimo ze w wielu artykutach
lub opisach produktéow komercyjnych (np. liofilizowanych pecherzykow) byto uzywane
okreslenie egzosomy (réwniez w artykule mojego autorstwa (Zycienska i in., [2022)), po-
stanowiono w niniejszej pracy zgodnie z zaleceniem MISEV (Minimal information for
studies of extracellular vesicles) stworzonym przez International Society for Extracellu-
lar Vesicles (ISEV) (Welsh i in., [2024)) uzywa¢ nazwy mate pecherzyki zewnatrzkomor-
kowe (ang. small extracellular vesicles, small EVs). W pracy dla uproszczenia pominieto
stowo ,male” i uzywano nazwy pecherzyki zewnatrzkomorkowe, gdyz badano tylko te
obiekty, ktorych srednice nie przekraczaty 200 nm.

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe z zasady wytwarzane sa w sposob naturalny w ludz-
kich tkankach, stanowia wiec przede wszystkim material do badan diagnostycznych
wytwarzajacych je komorek. Pracuje sie jednak réwniez nad metodami sztucznego ta-
dowania do EVs substancji leczniczych, aby nastepnie uzy¢ je do terapii celowanej na-
stawionej na okreslony rodzaj komorek np. nowotworowych (Fu i in., [2022). EVs moga
nawet pokonywacé bariere krew-mozg (Di Bella, 2022). Pecherzyki zewnatrzkomorkowe
jako nosniki lekow znajduja tez zastosowanie w medycynie estetycznej (Pinto i Sanchez-
Vizcaino Mengual, [2024)).

2.2 Liposomy

Mozna réwniez podawaé do krwi leki zamkniete w sztucznie wytworzonych pecherzy-
kach lipidowych zwanych liposomami (w wypadku obiektow o podobnej wielkosci jak
egzosomy mowi¢ mozna o nanoliposomach). Sa one otoczone podwdjng blong lipidowa,
ktora moze by¢ wzbogacona o inne zwiagzki, takie jak np. biatka przeciwcial pasujacych
do antygenow obecnych w interesujacych nas komoérkach. Podawanie lekéw zamknietych
w tak zwanych nanokapsultkach lipidowych (Lombardo i Kiselev, 2022) moze przeciw-
dziata¢ ich degradacji we krwi, jak rowniez moze by¢ sposobem dostarczenia ich do
okreslonych komorek, np. komoérek rakowych. Na ich wchtanianie przez komorki maja
wplyw nie tylko wtasnosci biochemiczne, ale rowniez wtasnosci fizyczne, takie jak sztyw-
nos$¢ (Guo i in., 2018).
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3 Uzywane metody analizy nanoczastek

Badania pecherzykow zewnatrzkomorkowych koncentruja sie w duzej mierze na ich skta-
dzie biochemicznym oraz ich roli w komunikacji miedzykomoérkowej (Osaki i Okada,
2019). Specyficzne antygeny w blonach pozwalaja na znakowanie pecherzykow zewna-
trzkomorkowych srodkami fluorescencyjnymi i obserwacje pod mikroskopem optycznym
(Panagopoulou i in., |2020). Metodami optycznymi takimi jak DLS (ang. dynamic light
scattering), NTA (ang. nanoparticle tracking analysis) lub cytometria mozna uzyskaé
niektore informacje statystyczne o rozktadzie wielkosci pecherzykow (Panagopoulou i
in., 2020). Obrazowanie mikroskopowe pojedynczego pecherzyka mozna przeprowadzi¢
za pomoca szeroko stosowanej do tego celu mikroskopii elektronowej (Gardiner i in.,
2016). Istnieje rowniez jej modyfikacja cryo-EM, gdzie badana probka jest zamrazana.
Dzieki tej metodzie zamrozenia mozna byto zobaczy¢ bardziej okragly ksztatt peche-
rzykow (na poczatku przy obserwacji za pomoca TEM wydawaly sie one wkleste, gdyz
probka wymagalta znaczacej preparacji przed obrazowaniem) (Sharma, LeClaire i Gim-
zewski, 2018). Istnieja standardy analizy pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EVs)
transmisyjna mikroskopia elektronowa TEM, chociaz sa one zalezne od osoby prze-
prowadzajacej badanie i obranego protokotu (Rikkert i in., 2019).

Mikroskopia sit atomowych (AFM) dostarcza najwiecej informacji o wielkosci, mor-
fologii 3D, wlasciwosciach biofizycznych, takich jak adhezja, elastycznosé i odksztatcal-
nos$¢ dla pojedynczego pecherzyka. Istnieje wiele modoéw obrazowania AFM (Dufréne
i in., 2017). Modyfikacja koncéwki sondy specyficznym przeciwciatem umozliwia ma-
powanie topografii sity molekularnej wiazania chemicznego i ustalenie lokalizacji an-
tygenow pecherzykow na obrazie (Stroh i in., 2004). Nadal nie ma konsensusu co do
strategii badania wtasnosci fizycznych pecherzykow na AFM (Parisse i in., 2017). We-
dhug przegladu (Gardiner i in., [2016)), tylko 10% publikacji dotyczacych EVs uzywato
AFM jako metody do analizy pecherzykow. Zainteresowanie analiza AFM wzrosto w
ostatnich latach, ale nadal nie ma zbyt wielu publikacji, w ktorych szczegdétowo badane
sa wlasciwosci biofizyczne malych pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych metoda AFM.
Co za tym idzie ograniczona jest liczba typoéw zbadanych komorek, np. wlasciwoscei fi-
zyczne pecherzykow pochodzacych z komorek raka prostaty PC3 nie byty szczegdtowo
badane za pomoca AFM. Byly one co prawda obrazowane (patrz Dean i in. (2017)),
ale nie znalaztam badania ich sztywnosci, geometrii, czy modutu zginania. Nadal nie
istnieje standard analizy pecherzykow zewnatrzkomorkowych pod AFM, co stanowi cel

niektorych badan (np. Skliar i Chernyshev (2019)). Réwniez moj projekt doktorski
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wezmie udzial w tym procesie.

Théry i in. (2018) w zaleceniu MISEV (Minimal information for studies of extra-
cellular vesicles) podaje, ze powinno sie uzywaé¢ dwoch uzupetiajacych sie metod do
badania pecherzykéw zewnatrzkomorkowych. W tej pracy zostaly uzyte analiza §le-
dzenia nanoczastek (ang. nanoparticle tracking analysis, NTA) oraz mikroskopia sit
atomowych (ang. atomic force microscopy, AFM), co jest zgodne z tymi zaleceniami.
Zarowno NTA jak i AFM maja ta zalete, ze badaja konkretny pecherzyk. NTA | §ledzi”
jego przemieszczenie w funkeji czasu, natomiast AFM pozwala dotknaé¢ pojedynczego
pecherzyka i zmierzy¢ szereg jego parametrow mechanicznych. Z obu metod mozna
posrednio zbadaé¢ geometrie pecherzykéw. Obie metody potrzebuja zastosowania prze-

liczen, aby wnioskowaé¢ o $rednicach badanych obiektow.

3.1 Wstep o mikroskopii sit atomowych

Mikroskop sit atomowych (AFM) to mikroskop skaningowy, w ktérym topografie po-
wierzchni uzyskuje sie z badania probki przesuwajac sonde nad probka i skanujac wy-
brany obszar linia po linii. Pierwszym tego typu mikroskopem skaningowym byl mi-
kroskop tunelowy, opierajacy sie na zjawisku tunelowania elektronow (Gavara, 2017).
Zasadniczo AFM sktada sie z kilku elementéow. Elementem majacym kontakt z pod-
tozem jest sonda, ktorej konicowka ma ksztalt ostrza o réoznym ksztatcie w zaleznosci
od modelu sondy i bardzo matym promieniu krzywizny rzedu kilku do kilkudziesie-
ciu nanometréw. Sonda ta jest przyczepiona do dZzwigni, na ktora pada $wiatto lasera,
nastepnie odbijajac sie pada ono na fotodetektor. Ma on cztery pola (kwadraty) na
ktorych niezaleznie mozna odczytaé wytworzone napiecie.

Procedura przygotowania aparatury na uzywanym w tej pracy sprzecie firmy Bru-
ker Dimension Icon jest nastepujaca: najpierw ustawia sie pozycje lasera w taki sposob,
zeby jego swiatlo padato na dzwignie; wida¢ to jako podiuzny cien na podlozu (la-
ser pada od gory na dzwignie). Nastepnie kierunek wiazki ustala sie tak, aby napiecie
miedzy diodami fotoczutymi byto jak najblizsze zeru. Dzicki temu p6zniej bedzie moz-
liwe odczytanie wygiecia dZzwigni na podstawie zmian napiecia na polach fotodetektora
(Gavara, 2017). Aby mozliwa byta dokladna zmiana potozenia sondy o bardzo mate
odlegtosci, wykorzystuje sie piezoelektryki, ktore maja te wlasnosé, ze pod wpltywem
zmiany przyltozonego do nich napiecia kurcza sie lub rozszerzaja. Czesto stosuje sie
po jednym piezoelektryku w kazdym z trzech kierunkéw, co umozliwia przemieszczenie

sondy o odlegtos¢ nawet mniejsza niz nanometr (Gavara, [2017)).
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Istnieje kilka trybow obrazowania AFM. Pierwszym jest tryb kontaktowy w ktérym
sonda stale dotyka powierzchni. W trakcie skanowania, wraz z przemieszczaniem sie
sondy w kierunkach poziomych X-Y, uktad sprzezenia zwrotnego tak modyfikuje poto-
zenie pionowe Z, aby zachowaé stala site oddzialywania miedzy sonda i badang probka.
Ten sposéb obrazowania z powodzeniem moze by¢ stosowany do badania twardych sub-
stancji, np. krysztatow. Jednak do obrazowania miekkich obiektéw pochodzenia biolo-
gicznego, takich jak komorki lub pecherzyki zewnatrzkomorkowe, tryb ten nie bardzo
sie sprawdza. Z jednej strony sonda ,szorujaca”’ po powierzchni tatwo moze uszkodzié
miekka btone lipidows, z drugiej strony moze tez przesuwaé (ciagnaé za soba) pecherzyk
po powierzchni podloza, na ktérym probka zostata potozona. Do obiektéw biologicz-
nych zwykle lepiej sprawdza sie tryb przerywanego kontaktu (ang. tapping mode), w
ktorym sonda wykonuje kontrolowane drgania, na przemian zblizajac sie do probki na
odlegtosé, na ktorej nastepuje silne odpychanie sondy i oddalajac si¢ na odlegtosé, gdzie
sity oddzialywania miedzy probka i sonda spadaja do zera. Stosuje sie tez czasem tryb
bezkontaktowy, w ktorym sonda znajduje si¢ caly czas w odlegtosci kilku nanometrow
od powierzchni probki, przyciagana przez nig sita adhezji (sitami van der Waalsa).

W swojej pracy uzywam trybu PeakForce Tapping, ktory jest modyfikacja trybu
przerywanego kontaktu wprowadzona przez firme Bruker, gdzie sonda oscyluje z cze-
stoscia 2 kHz lub 1 kHz, daleka od swojej czestosci rezonansowej (zwykle kilkadziesiat
kHz) (Xu i in., 2018). W tym wypadku uktad sprzezenia zwrotnego dazy do utrzyma-
nia statej amplitudy oscylacji sondy w trakcie skanowania, podczas gdy piezoelektryk
poruszajacy dzwignia w kierunku pionowym otrzymuje sinusoidalne napiecie o statej
amplitudzie. Gdy sonda najezdza na wznoszacy sie obszar probki, amplituda maleje,
wiec uktad kontrolny sonde podnosi. Gdy skanowany obszar obniza swojg wysokos¢,
amplituda drgan wzrasta, wiec sonda jest obnizana. Wsréd parametréow przekazywa-
nych uktadowi kontrolnemu istotne znaczenie moze odgrywa¢ maksymalna sita oddzia-
tywania sondy z podtozem — trzeba zadbaé¢, by algorytm sterujacy obrazowaniem nie
probowal uzyskiwaé lepszej jakosci obrazu poprzez zastosowanie zbyt duzej sity, ktora
mogtaby doprowadzi¢ do pekania pecherzykow (powyzej ok. 2-5 nN) LeClaire, Gimzew-
ski i Sharma (2021]).

W trakcie obrazowania zapisywane sa krzywe zaleznosci wychylenia dZwigni od jej
potozenia, ktore dzieki odpowiedniej kalibracji przeliczane sa na zaleznosé sity od od-
leglogci. Pierwszym krokiem jest kalibracja czultosci wygiecia sondy (ang. deflection
sensitivity). Technicznie zbliza sie sonde do ptaskiej, twardej powierzchni i obserwuje

sie jak zachowuje sie przy dotknieciu do podtoza. Czutoéé wygiecia sondy jest odwrot-
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noscia nachylenia w regionie, gdzie sonda dotyka podtoza (mierzona w nm/V). Dzieki
temu mozna przeliczy¢ sygnatl na fotodiodzie na ugiecie dzwigni (Gavara, 2017)).

Nastepnym waznym krokiem jest kalibracja sztywnosci dzwigni. Robi sie to na rézne
sposoby, czesto poprzez wykorzystywanie zjawiska termicznych fluktuacji wychylenia
dzwigni na skutek uderzen czasteczek cieczy. Na podstawie widma czestosci drgan i do-
pasowania do niego krzywej ustala sie sztywnos$é¢ dzwigni — wedlug modelu przyjetego
w oprogramowaniu mikroskopu (Gavara, 2017, Bruker, [2011]).

Na podstawie analizy zebranych danych mozna przedstawi¢ mape réznych inte-
resujacych wielkosci na obrazowanym obszarze. Pierwsza z nich jest surowa warto$é
wysokosci podstawy dzwigni. Druga wartoscia jest odchylenie amplitudy ruchéw sondy
od ustawionej wartosci (PeakForce error). Kiedy sonda najezdza na wzgorze, odchyle-
nie jest ujemne, a uktad sprzezenia zwrotnego podnosi sonde, gdyz mierzona wysokosé
jest za mata. Odwrotnie za$ jest z drugiej strony, gdy sonda zjezdza ze wzgorza. Co
ciekawe, czesto mozna w artykutach zobaczy¢, ze autorzy chetnie przedstawiaja obraz
btedu amplitudy (np. (Dujardin i in., 2019)), poniewaz daje on wrazenie troéjwymiaro-
wej powierzchni oswietlonej z jednej strony. Na podstawie wysokosci podstawy dzwigni
oraz innych pomiaréw wylicza sie rzeczywista wysokosé probki nad podtozem w funkcji
potozenia X-Y. Tworzy sie osobne obrazy wysokosci dla dwoch kierunkéw skanowania,
roznice miedzy tymi obrazami moga miedzy innymi obrazowaé, jak sonda delikatnie
pociaga za sobg pecherzyki na podtozu.

Sonda porusza sie ruchem oscylacyjnym w dot i w goére, mozna wiec kazde jej do-
tkniecie probki (ang. tap) podzieli¢ na dwa etapy: ruch w dot zwany podejsciem (ang.
trace) oraz ruch w gore zwany odejsciem (ang. retrace). Na podstawie krzywej podej-
Scia, stosujac wybrany przez badacza model zachowania probki pod wptywem nacisku
na nig, wylicza sie modut Younga, prezentowany przez oprogramowanie mikroskopu pod
nazwa sztywnosci (ang. stiffness), chociaz stowo to czesto uzywane jest tez na okreslenie
pochodnej sity wzgledem wysokosci w punkcie styku sondy z probka — i w takim zna-
czeniu bedzie uzywane w dalszych rozdziatach niniejszej pracy. Na podstawie krzywej
odejscia prezentuje sie obrazy adhezji (adhesion), ktore pokazuje wartosé bezwzgledna
minimum sity na tej krzywej — jakiej sity trzeba uzy¢, aby oderwaé¢ sonde od probki. W
ogolnosci wielkosci mechaniczne takie jak sztywnosé i adhezja moga zalezeé¢ od innych
parametréw obrazowania, w szczegolnosei od predkosci ruchu sondy (Lima i in., 2024).
W tej pracy jednak do ustalania tych wartosci nie stosuje sie obrazéw uzyskiwanych w
trakcie obrazowania (bylo to probowane, ale nie przyniosto dostatecznie dobrych rezul-

tatow), ale inne podejscie, w ktorym sonda porusza sie tylko pionowo i duzo wolniej.
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Zostanie to opisane w rozdziale

3.2 Wstep o analizie §ledzenia nanoczastek

Analiza $ledzenia nanoczastek (ang. nanoparticle tracking analysis, NTA) wykorzystuje
w swoim dzialaniu ruchy Browna. Sa to chaotyczne ruchy, ktérym podlegaja czastki
zawieszone w roztworze, wywotane zderzeniami z czasteczkami cieczy. Jesli mamy do
czynienia z nanopecherzykami zawieszonymi w wodzie lub soli fizjologicznej to beda one
sie w niej widocznie poruszaty, co mozna sfilmowaé za pomoca specjalnej, odpowiednio
czutej kamery. Ich $rednice mozna opisa¢ korzystajac z modelu Einsteina—Stokesa na

stata dyfuzji:

_ ?miflhTydm (1)

gdzie D to stata dyfuzji, kp to stata Boltzmana, T" to temperatura, 1 to wspotczynnik
lepkosci cieczy, d™4 to §rednica obiektu podlegajacego ruchom Browna (Einstein, [1905;
Srivastava i Khanna, 2009).

Natomiast stata dyfuzji w dwuwymiarowym przypadku (majacym miejsce w NTA)
przemieszczania sie w kierunku z i y w czasie t mozna opisa¢ wzorem ((z,y)?) = 4Dt,
gdzie {(x,)?) oznacza wariancje przemieszczeni dla danej czastki w kolejnych klatkach
filmu (Foreman-Ortiz i in., [2022)). Laczac te dwa wzory mozna zauwazy¢, ze przy tych
samych parametrach, ale réznych srednicach obiektéw, te z mniejsza srednica beda po-
ruszaly sie szybciej. Wzory te pozwalaja na podstawie ruchu czastki wnioskowac o jej
wielkosci. Wtasnie z tego zjawiska korzysta NTA. Oswietla si¢ probke laserem i kamera
rejestruje obraz mikroskopowy pod katem prostym do kierunku padania $wiatta. W
praktyce wida¢ na tych obrazach przemieszczajace sie kropki powstate od rozpraszania
Swiatla lasera (patrz rys. [1]), przy czym ich wielkosci na tym obrazie nie odzwierciedlajg
ich rzeczywistej wielkosci (na og6t badane nanoczastki sa duzo mniejsze od dtugosci fali
swiatla), ale istotne jest to, jak one sie poruszaja. Na zarejestrowanych obrazach dwuwy-
miarowych znajdowane sg poszczegolne obiekty, a nastepnie sledzone jest ich potozenie
w czasie (stad nazwa metody) i na tej podstawie wyznaczana jest ich $rednica. Jesli
chce sie obrazowaé tylko jeden typ czastek, mozna zastosowaé ich wybiorcze barwienie
luminescencyjne i obserwowaé¢ $wiecenie przy oswietlaniu odpowiednia dlugoscig fali

Swiatla.
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Rysunek 1: Pojedyncza klatka z filmu powstatego korzystajac z analizy $ledzenia na-
noczastek. Na bialo sa widoczne obiekty odbijajace swiatto lasera. W tym badaniu
analizowano rozmiar pecherzykow zewnatrzkomorkowych z komorek PC3.

Czes¢ 11
Metodologia eksperymentalna

4 Pozyskiwanie materialu badawczego

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe naturalnie wystepuja w ptynach ustrojowych cztowieka.
Jednym ze sposobow ich pozyskania jest wiec pobranie tych ptynéw np. probki krwi,
moczu, $liny itp. Mozna tez uzy¢ pecherzykoéw z hodowli danej linii komoérkowej. Wiemy
wowczas, ze badane pecherzyki pochodza z konkretnej linii komoérkowej i wobec tego
mamy mniejsza ich ré6znorodnoscé.

Zarowno nanopecherzyki pozyskane z ptynéw ustrojowych jak i te z hodowli komor-
kowej trzeba poddaé¢ procesowi izolacji, aby oddzieli¢ je od innych obiektow bedacych
czy to w medium komoérkowym, czy to w ptynach ustrojowych. Niestety nie ma obecnie
ustandaryzowanej procedury izolacji i wielu naukowcow uzywa réznych metod izolacji
malych pecherzykow zewnatrzkomoérkowych, co wptywa pozniej na dalsza analize (np.
(Gamez-Valero i in., 2016) pokazuje, ze rdzne sposoby izolacji wplywaja chociazby na
samo badanie wielkosci pecherzykow i biatka w nich wystepujace).

Do przedstawionych badari oprocz pecherzykéw uzyskanych z komoérek hodowanych
w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej uzyto wyprodukowanych komercyjnie liofilizowanych

pecherzykéw zewnagtrzkomorkowych. Pochodzenie takich pecherzykow liofilizowanych
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jest takie samo jak opisane powyzej — pochodza z izolacji z medium z hodowli ko-
morkowej lub z ptynéw ustrojowych. W niniejszej pracy do badan uzyto pecherzykow
pozyskanych z hodowli komoérkowej (zaréwno jesli chodzi o te z hodowli komorkowej

jak i te liofilizowane).

4.1 Pecherzyki z hodowli komoérkowej

Waznym etapem hodowli komoérkowej jest zapewnienie odpowiednich warunkow dla
hodowanych komoérek. W przeprowadzonych badaniach uzywano linii komoérkowej PC3
z przerzutéw do kosci nowotworu prostaty (American Type Culture Collection, ATCC
CRIL-1435). Sa to komorki o duzej inwazyjnosci z IV stadium nowotworu (Stachurska,
Wronka i Kowalczyniska, |2006)).

Szczegoly procesu hodowli i izolacji zostaly opisane w (Zycienska i in., 2022). Ho-
dowano komorki w inkubatorze uzywajac pozywki Eagle’a Dulbecco (DMEM-F12) z
10% plodowa surowica bydleca (FBS) i 2,0% roztworem penicyliny i streptomycyny.
Pozyskiwanie pecherzykéw zachodzito w dwdch etapach: hodowli komoérkowej i izola-
cji pecherzykow. Komorki wyrzucaja pecherzyki na zewnatrz siebie i wtasnie z ptynu
w ktorym sg, izoluje sie te pecherzyki. Komérkom trzeba zapewnié dogodne warunki,
zeby mogly sie dzieli¢. Hodowane byty w inkubatorze w temperaturze 37°C z doste-
pem do dwutlenku wegla w stezeniu 5%. Istotnym aspektem byto, by na 4 dni przed
izolacja zmieni¢ podtoze dla komoérek na podtoze bez ptodowej surowicy bydlecej FBS
(czyli zostal sam DMEM-F12 i 2% roztwoér penicyliny ze streptomycyna). Dzieki temu
nie poddano procesowi izolacji bydlecych pecherzykow zewnatrzkomoérkowych znajdu-
jacych sie w FBS.

Nastepnym krokiem po przeprowadzeniu hodowli komoérkowej byta izolacja komor-
kowa. W naszym przypadku sktadata sie ona z dwoch gléwnych etapéow: wirowania
oraz przepuszczenia probki przez kolumne chromatograficzna. Wirowano dwukrotnie,
aby pobraé¢ pecherzyki o odpowiedniej gestosci. Nastepnie przefiltrowano probke przez
mikrofiltr 0,22 pm w celu usuniecia fragmentéw komorek, ciatek apoptotycznych i
wiekszych mikropecherzykéow. Waznym krokiem bylo przepuszczenie probki przez ko-
lumne chromatograficzna mini-SEC, dzieki czemu pobierajac odpowiednia frakcje (4-
ta) zebrano pecherzyki o odpowiedniej wielkosci. Wyizolowane pecherzyki zamrozono w
—80°C i rozmrozono przed prowadzonymi badaniami. Hodowla oraz izolacja zajmowata
sic w naszym zespole mgr Beata Pszczotkowska.

Sprawdzono rowniez za pomoca NTA zawartos¢ biatek charakterystycznych dla eg-
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zosoméw CD63, CD9 i CD81, aby potwierdzi¢, ze sa one obecne w badanej prébee
wyizolowanych z hodowli komoérkowej pecherzykow. Potwierdzono tym badaniem obec-

nos$¢ CD9.

4.2 Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe liofilizowane

Do badan wykorzystano dostepne komercyjne pecherzyki zewnatrzkomorkowe z komo-
rek PC3 nowotworu prostaty firmy Hansa BioMed. Uzyto tej samej linii co z hodowli,
aby tatwiejsze byto ich poréwnanie.

Pecherzyki rekonstruowano za pomoca procedury opublikowanej przez producenta
(HansaBioMed, [2025)). W przeprowadzonych eksperymentach uzyto nastepujacych kro-
kow. Do probéwki zawierajacej 100 ug liofilizowanych pecherzykow dolano 300 ul wody
dejonizowanej. Wymieszano probke pipetujac w gore i w dot, a nastepnie wymieszano
uzywajac worteksu (ang. vortex mixer) przez 1 min. W procedurze pominieto tylko etap
wirowania, ktéry mial na celu zebranie pecherzykéw na dnie probéwki. Tak odtworzone

pecherzyki albo od razu obrazowano, albo mrozono w temperaturze —80°C.

4.3 Liposomy

Liposomy to sztucznie tworzone pecherzyki lipidowe. Swoja struktura blony przypomi-
naja mate pecherzyki zewnatrzkomoérkowe. Do ich wytworzenia uzywane sa odpowiednie
lipidy — w tym przypadku byty to DOPC (1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina) oraz
DPPC (1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina). Okazalto sie, ze chociaz tatwiejsze w
pozyskaniu, gdyz mozna je samemu wytworzy¢, to jednak w przeciwienstwie do natural-
nie wystepujacych pecherzykow zewnatrzkomorkowych sa mniej stabilne i maja wieksza
tendencje do niszczenia si¢ na podtozu i tworzenia warstwy lipidowej. Prawdopodob-
nie jest to spowodowane tym, ze nie zawieraja w sobie biatek czy cholesterolu, ktore
to sprawiaja, ze naturalne pecherzyki zewnatrzkomorkowe sg bardziej trwate. Dodanie
cholesterolu do tworzonych liposoméw zwieksza ich stabilnos¢ Briuglia i in. (2015). W
badaniach liposoméw zastosowano wodny roztwor sukrozy 200 mMol, aby zwiekszy¢
ich stabilno$¢ i utatwi¢ obrazowanie na mikroskopie sit atomowych.

Wytworzenie liposoméw sktadato sie z trzech gtownych etapéw: tworzenia roztworu
lipidéw w chloroformie, odparowywaniu roztworu, dodaniu wody dejonizowanej i wy-
stawieniu probki na dziatanie ultradzwiekow. Na poczatku odmierzane bylo 4 mg wy-

branych lipidéw do ktoérych dodano 4 ml chloroformu. Po 1 ml nalewano do ependorféw.

26



Nastepnym etapem bylto odparowanie ich w §rodowisku zawierajacym gtéwnie gaz szla-
chetny jakim jest argon, a pdézniej wktadano pod préznie na 1 h. Tak przygotowane
probéwki mrozono w temperaturze —20°C. W dniu badania do probéwek dodawano 1
ml wody dejonizowanej i na 1 h wystawiano na dziatanie ultradzwiekéw. Nastepnie ca-
los¢ filtrowano przez filtr 0,2 um. Ich wytworzeniem zajmowala si¢ mgr Ida Wisniewska

(cztonek zespohu), ktora tez uczestniczyta w ich badaniu.

5 Metodologia obrazowania AFM

5.1 Podloze mikowe

Jako podloze do obrazowania zostal uzyty dysk mikowy o $rednicy 1 cm. Pokryty zo-
stal on (3-aminopropylo)trietoksysilanem (APTES), aby wywota¢ przyciaganie elektro-
statyczne nanopecherzykoéw do podloza. Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe maja tadunek
powierzchniowy ujemny, dzicki czemu chca przyciaga¢ sie do podtoza pokrytego AP-
TESem (Kikuchi i in., |2020; Vorselen i in., 2020; Midekessa i in., 2020; Dobhal i in.,
2023)). Zastosowano roztwor APTESu z toluenem 0,03% v/v jak w pracy Kikuchi i in.
(2020)).

Ostateczna procedura przygotowania podtoza mikowego wygladata nastepujaco:

1. Przygotowanie podestu na mike (przyklejenie do podstawki, patrz rys. [2)) i przy-

czepienie dwustronng tasma klejaca do niego krazka miki o srednicy 1 cm.

2. Zerwanie warstwy miki tasma klejaca i sprawdzenie, czy warstwa miki oderwana

pokrywa catosé¢ krazka (a nie zerwat sie tylko kawatek).

3. Nalozenie 30 ul roztworu APTES-toluen na mike na 3 min (0,03% v/v APTES. 3
ul APTESu w 10 ml toluenu). Mika zostala nastepnie przykryta szkietkiem. Bylo

to przeprowadzone pod wyciggiem.
4. Osuszenie miki sprezonym powietrzem.

5. Nalozenie kropli cieczy w ktorej bedzie przebiega¢ obrazowanie (woda dejonizo-
wana lub PBS).

6. Sprawdzenie czystosci podtoza poprzez obrazowanie na AFM, ustalono, ze jesli
mika zawiera wiecej niz 1 nanoobiekt/um? mika jest odrzucana. Jesli mika okazala

sie brudna, powtorzenie krokéw 2-5 do uzyskania czystego podloza.
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Rysunek 2: Z lewej strony wida¢ probke nalozona na podloze mikowe ustawiong na
podwyzszeniu i na podstawce. Strzatks zaznaczono miejsce gdzie byta ustawiana. Z
prawej widaé¢ mikroskop sit atomowych Dimension Icon.

5.1.1 Procedura uzyskiwania czystego podloza

Na samym poczatku badan prébki od razu po natozeniu na mike byly obrazowane, bez
sprawdzenia czystosci podtoza mikowego. Jesli nie stosuje sie¢ APTESu, faktycznie prak-
tycznie za kazdym razem podloze nie zawieralo zadnych nanoobiektow, a czyszczenie
mechaniczne poprzez odrywanie tasma wierzchniej warstwy miki zapewniato czystosé.
Jednak natozenie APTESu, a p6zniej na niego kropelki wody lub PBSu, powodowato
wystepowanie nanoobiektow i to co gorsza o wielkosci podobnej do badanych peche-
rzykoéw. Bardzo dlugo podczas badan problem stanowito uzyskanie czystego podtoza
(jeszcze przed natozeniem probki). Stosowano bardzo duzo prob majacych na celu po-
zbycie sie zanieczyszczen. Ustawiono mike na podwyzszeniu, aby uniknaé¢ mozliwosci
dostania sie czasteczek kleju, ktorym byta ona przyczepiona do plastikowej podstawki
lub unikniecia wystepowania jakichkolwiek zanieczyszczen z tej podstawki (co mogloby
si¢ dzia¢, jesli ciecz rozlalaby si¢ na podstawke, patrz rys. [2)). Patrzono, czy za kazdym
razem odrywana jest warstwa miki zawierajaca calg powierzchnie. Probowano sposobu
czyszczenia sondy w chloroformie, etanolu i wodzie. Po natozeniu APTESu pryskano
na niego mocnym strumieniem wody dejonizowanej, aby zmy¢ pozostalosci nieprzycze-
pionych czasteczek. Ostatni opisany sposéb czesciowo dziatat i pozwalat uzyskaé¢ czyste
podtoze, jednak nie zawsze. Nadal byly momenty w ktérych zanim potozy sie probke,
trzeba najpierw przygotowac trzy miki probne, zanim uzyska sie te jedna pozbawiona
zanieczyszczen. Wszyscy korzystajacy z mikroskopu sit atomowych wiedza jak dodat-

kowe obrazowanie wydtuza jego proces (trzeba ustawia¢ laser, znalezé dzwignie sondy,
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Rysunek 3: Tréjwymiarowa reprezentacja obrazu wysokosci pecherzykow zewnatrzko-
morkowych z komoérek PC3 z mikroskopu sit atomowych (Zycieriska i in., 2022).

obniza¢ sie odpowiednio do probki, naktadaé¢ stup wody itd.). Czasem zdarzalo sie, ze
dopiero po trzech godzinach mozna byto zaczaé¢ obrazowanie. Problem powstawania
zanieczyszczen finalnie zostat rozwigzany dopiero niedawno poprzez zdmuchiwanie roz-
tworu APTESu sprezonym powietrzem w spreju, co okazalo sie przynosi¢ bardzo dobre
rezultaty. Stawiamy w Zespole hipoteze, ze zanieczyszczenia te pochodzity z polimery-
zacji APTESu w wodzie dejonizowanej (patrz Lecoq i in. (2013) i Chen i in. (2009)).

5.2 Obrazowanie AFM

Obrazowanie zostalo wykonane na mikroskopie sit atomowych Dimension Icon wypro-
dukowanym przez Bruker Instruments (Santa Barbara, CA, USA). Rys. [3| przedstawia
trojwymiarowa reprezentacje przyktadowego obrazowania za pomoca AFM pecherzy-
kow zewnatrzkomorkowych z hodowanych w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej komorek

PCs.

5.2.1 Refleksje osobiste

Pierwszym etapem przed obrazowaniem jest natozenie sondy na uchwyt (ang. holder).
Jest to praca mogtabym powiedzieé¢ zegarmistrzowska, gdyz trzeba pesetka natozyé¢ ma-
lutki obiekt tak, zeby wszedl pod poprzeczny drucik. Jest to proces trudny. Zegarmistrz,
jesli upusci matg srubke, ma szanse jeszcze ja podnie$é i wsadzié¢, a przy upuszczeniu
sondy, w zasadzie mozna mie¢ pewnos¢, ze ulegnie ona zniszczeniu — jest na tyle mata
i delikatna. Dodatkowo nakladaniu sondy towarzyszy dodatkowy czynnik — sonda jest

droga. Szczegoélnie te male do badan biologicznych to koszt kilkuset ztotych. Naktadajac
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Rysunek 4: Schemat eksperymentu z obrazowaniem na mikroskopie sit atomowych pe-
cherzykow zewnatrzkomorkowych. Na czerwono przedstawiono wiazke $wiatta lasera,
ktora pada na dzwignie, a nastepnie odbijajac sie od luster pada na fotodetektor. Bu-
dowa sprzetu na podstawie Bruker (2011)).

sonde trzeba stara¢ sie o tym nie mysle¢. Opanowanie techniki naktadania zajeto mi
troche czasu, jednak po wielu natozeniach staje sie to juz tatwiejsze, ale i tak nie jest
to proste i czasem sie nie udaje, chociaz teraz juz stosunkowo rzadko. Pézniej trzeba
ustawi¢ laser na dzwignie, a nastepnie napiecie tak, zeby pomiedzy czterema fragmen-
tami fotodiody byto bliskie zeru. Ten proces tez robi sie recznie. Na poczatku zdarzato
sie tak, ze nie tak tatwo byto znalezé dobre polozenie lasera. A i pierwsze sondy cza-
sem slabiej odbijaly swiatto i ciezko byto uzyska¢ odpowiednie, niezbedne do obnizenia
sondy napiecie, szczegdlnie jesli byta juz ona uzywana. Czasem na ten problem poma-
gato zmoczenie dzwigni, przez co laser zaczynat sie lepiej odbija¢. Nastepnie niezbedne
byto obnizenie si¢ do probki. I tu ciekawa sprawa. Normalnie przy przyblizaniu zaczyna
by¢ widoczna powierzchnia miki i trzeba ustawi¢ sie troche dalej niz jak jest ona ostro
widoczna. Z niewiadomych powodéw u nas czesto zdarzato sie tak, ze nie bylo jej widac¢
lub wida¢ bardzo stabo. W takich wypadkach trzeba wiec byto zblizy¢ sie do podtoza
patrzac na odlegto$é sondy od probki. Lepiej byto ustawi¢ sie troche dalej od probki, niz
za blisko. Nie mozna byto jednak zrobi¢ tego za daleko, bo automatyczne opuszczenie
nie bylo wtedy w stanie dotknaé¢ podtoza. Jesli byto sie natomiast za blisko, to sonda

mogla sie uszkodzi¢ i trzeba byto wtedy zaczynac¢ caly proces od nowa, wtacznie z na-
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tozeniem sondy. Zreszta tez czasem, szczeg6dlnie przy uruchamianiu spektroskopii sit,
mikroskop lub caly komputer potrafit sie zacia¢. Wtedy réwniez trzeba byto wszystko
robi¢ od poczatku. Jak juz sie zblizyto do podloza trzeba bylo utworzyé¢ stup cieczy,
tak, zeby cala sonda z dzwignig az do uchwytu byly zanurzone. Nastepnie, poniewaz
wspotezynnik zatamania Swiatta w cieczy jest inny niz w powietrzu, trzeba byto ponow-
nie ustawi¢ laser (technicznie po jakim$ czasie odkrytam, ze trzeba najpierw pokrecié
prawym gornym pokrettem w kierunku przeciwnym do ruchu wskazowek zegara, patrz
Iys. . Po ponownym ustawieniu réznicy napie¢ na fotodetektorze bliskiej zeru mozna
byto opuéci¢ sonde i zaczaé obrazowanie. Jak wiec wida¢ z samego opisu proces ob-
razowania jest bardzo dtugi i zawiera szereg technicznych aspektow, ktore poznaje sie

dopiero z czasem.

5.2.2 Sondy uzyte do obrazowania mikroskopia sil atomowych

W przedstawianych badaniach zostaly uzyte sondy o promieniu 1 nm oraz 10 nm.
Pierwsza uzywana w badaniach sonda byla sonda stuzaca typowo do obrazowania w
cieczy danych biologicznych PEAKFORCE-HIRS-F-A firmy Bruker majaca promien 1
nm (maksymalnie 2 nm) oraz stata sprezystosci 0,35 N/m. Sondy te ze wzgledu na maty
promient pozwalaly uzyskaé¢ dobra rozdzielczo$é obrazowania. Ze wzgledu na pézZniejsze
uzycie sondy do spektroskopii sil, przy ktorej zaleca sie uzywanie sond o wiekszych
promieniach (10-15 nm (Vorselen i in., [2020))), zostata ona zastapiona najpierw sonda
DNP-S10 (firmy Bruker) o promieniu 10 nm i z mozliwoscia wyboru czterech sond o
statych sprezystosci 0,35 N/m, 0,12 N/m, 0,24 N/m oraz 0,06 N/m. Stala sprezystosci
sondy za kazdym razem byta ustalana poprzez kalibracje termiczng (Thermal tune)

dostepna w oprogramowaniu Nanoscope.

5.2.3 Tryby obrazowania

Do uzyskania obrazéw topograficznych uzywano trybu PeakForce QNM. Ten tryb jest
najbardziej podobny do trybu przerywanego kontaktu, ale sonda w nim drga w czesto-
tliwosci dalekiej od rezonansowej. Umozliwia on stosunkowo szybkie (jak na mikroskop
sit atomowych) uzyskanie obrazow wysokosci. Poniewaz pecherzyki zewnatrzkomorkowe
i liposomy sa dos¢ miekkimi pecherzykami, ustawiano stata site obrazowania na okoto

600 pN, nie przekraczajac sity 1 nN.
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Tabela 1: Warunki obrazowania AFM pecherzykéw zewnatrzkomorkowych oraz liposo-
mow.

‘ nazwa danych ‘ nazwa sondy ‘ promien moment obrazowania
pecherzyki liofilizowane dnp-s10 10 nm od razu po odtworzeniu
z komorek pe3 ,a” pecherzykow
pecherzyki liofilizowane dnp-s10 10 nm zamrozone w —80°c
z komorek pe3 b7 obrazowane nastepnego dnia
pecherzyki liofilizowane dnp-s10 10 nm zamrozone w —80°c
z komorek pe3 ,¢” obrazowane nastepnego dnia
pecherzyki z hodowli peakforce- 1 nm zamrozone w —80°c
komorkowej pc3 po 1 h hirs-f-a obrazowane po 1 h od rozmrozenia
pecherzyki z hodowli peakforce- 1 nm zamrozone w —80°c
komorkowej pe3 po 20 h hirs-f-a obrazowane po 20 h od rozmrozenia
liposomy dopc dnp-s10 10 nm po utworzeniu z filmu lipidowego
liposomy dppc dnp-s10 10 nm po utworzeniu z filmu lipidowego
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Rysunek 5: Obrazy artefaktow. A) Obiekty wydtuzone w jednym kierunku B) Obraz
AFM przedstawiajacy wyciagniete obiekty dla y od 400 nm do 600 nm C) Obiekty
maja ten sam powtarzajacy sie ksztalt.

5.3 Artefakty obrazowania AFM

Skanujaca sonda moze ciagna¢ male stabo przyczepione do powierzchni obiekty. W
efekcie czasami mozna byto zobaczy¢, ze obiekty robity sie nienaturalnie podtuzne w
jednym kierunku. Przykladowy obraz tego zjawiska przestawiony jest na obrazie [HA.
Zwykle pomocne w tej sytuacji byto dobranie odpowiednich predkosci skanowania po-
ziomo i pionowo. Dodatkowo na tym obrazie mozna zobaczyé¢ poziome linie. Jest to
bardzo znany artefakt wystepujacy w wiekszosci mikroskopéw skaningowych. Linie byty
usuwane we wstepnym filtrowaniu obrazow, ale nie we wszystkich sytuacjach przynosi
to odpowiedni skutek. Rys. zawiera prawdopodobnie problem chwilowo niejedno-

rodnej predkosci w kierunku pionowym, skutkujacy pionowym wydtuzeniem obiektow.
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Obraz prawdopodobnie przedstawia artefakt zabrudzenia sondy. Sprawia wrazenie
jakby powstawaly ,pieczatki” wszystkie w podobnym ksztalcie. Ksztalt ten jest odbi-
ciem ksztattu zabrudzenia, ktory sie splata z powierzchnig probki. Obrazy, ktore miaty

duze artefakty nie byly brane pod uwage.

5.3.1 Wstepne filtrowanie obrazéw AFM

Do analizy obrazow AFM uzywano jezyka Python oraz darmowego oprogramowania
Gwyddion. Do wczytania obrazow i wstepnego filtrowania obrazéw korzystano z biblio-
teki pySPM (Scholder, 2019). Wstepne filtrowanie obrazow przed dalsza analiza polegato
na pozbyciu sie linii charakterystycznych dla mikroskopow skaningowych, sprowadze-
niu ptaszczyzny podtoza do wartosci 0, odrzuceniu obrazéw na ktoérych wida¢ wyrazne
artefakty obrazu.

Korekcja linii polegata na odjeciu sredniej kazdego ,wiersza”. Sprowadzanie do po-
ziomu zero mialo miejsce poprzez dopasowanie plaszczyzny do danych, a nastepnie
odjecie tej ptaszczyzny od danych. Zdarzalo sie na obrazach AFM, ze obrazy zawieraty
poziome linie nie bedace na calych ich dhugosciach. Zostaly one usuniete za pomoca

funkcji filter scars removal z pakietu pySPM (Scholder, [2019)).

6 Metodologia analizy Sledzenia nanoczastek (NTA)

Do wykonania pomiaréw NTA dla pecherzykéw z hodowli komorkowej korzystano z
ZetaView device (Particle Metrix, Ammersee, Germany). Uzywano oprogramowania
Software ZetaView (wersja 8.05.11). Badania byly wykonane we wspotpracy z War-
szawskim Uniwersytetem Medycznym. Dla pecherzykow liofilizowanych i liposomoéw
korzystano z NanoSight NS300. Laser NanoSight miat dtugosé fali 488 nm, uzyto opro-
gramowania w wersji 3.4.4. Przed wykonaniem pomiaru urzadzenie kalibrowano kulkami
polistyrenowymi o srednicy 100 nm. Badania przeprowadzono w Instytucie Biologii Do-
swiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk. W obu wypadkach zadbano o
odpowiednie rozcienczenie probki przed badaniem oraz kalibracje sprzetu.

Z badan NTA uzyskaliSmy wykresy i statystyki wygenerowane przez oprogramowa-
nie urzadzenia. Dla badan NanoSight uzyskatam szczegdtowa analize poszczegodlnych
czastek, co pozwolito zastosowaé¢ wtlasne napisane w jezyku Python skrypty do ich
dalszej obrobki. Dla badan ZetaView sytuacja byta bardziej skomplikowana, gdyz nie

przekazano szczegdtowej analizy, a jedynie raport w formie pdf. Dlatego rozktad wielko-
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Sci pecherzykow zostat odezytany z wykresu, a nastepnie sztucznie wytworzono zestaw

parametréow pecherzykow pasujacy do odezytanego rozktadu.

Czesé 111

Parametry geometryczne pecherzykow

7 Wyznaczanie parametrow geometrycznych H, R.,
FWHM

7.1 Wyszukiwanie obiektéw na obrazie

Segmentacja pecherzykéw na obrazie z AFM rozpoczyna sie od znalezienia obiektow,
ktore mogltyby by¢ pecherzykami. Szukanie zachodzi poprzez uzycie skryptu napisanego
w jezyku Python, korzystajac z funkcji blob dog z biblioteki skimage z parametrami
max_sigma=100-wielko$¢ piksela w nm (gdyz dzialam na pikselach) i threshold=3.
Funkcja ta znajduje $rodki okraglych obiektow korzystajac z szukania ksztattow po-
dobnych do dwuwymiarowe]j funkcji Gaussa (metoda nosi nazwe Difference of Gaus-
sian (image, [2025))). Przyktadowy obraz takiego wyszukiwania przedstawiono na rys.
6l Podejscie takie daje na ogol rozsadne wyniki, aczkolwick w sytuacji, kiedy wiele
pecherzykéw znajduje sie bardzo blisko siebie, funkcja moze ich nie potrafi¢ rozdzielié.

W istocie obraz AFM nanopecherzyka spoczywajacego na podtozu mikowym nie jest
scisle funkcjg Gaussa, w praktyce jest jednak do niej troche podobny. Wynika to z tego,
ze promien zakonczenia sondy jest tego samego rzedu co promien obrazowanej czaszy i

wobec tego w poblizu styku pecherzyka z podlozem ksztaltt profilu ulega rozmyciu.

7.2 Wyznaczenie wysokos$ci i szerokosci potowkowej

Dla kazdego znalezionego obiektu znajdowano cztery profile wysokosci: pionowo i po-
ziomo (profile wyznaczone przez linie koloru zoéttego na rys. oraz dwa ukosne pod
katem 45° oraz 135° (profile zaznaczone kolorem biatym).

Korzystanie ze sposobu znajdowania dwuwymiarowych gaussowskich ksztaltow i
wyznaczanie srodka pecherzyka w srodku dopasowanej funkcji Gaussa na obrazie AFM

(opisane w poprzednim rozdziale [7.1]) sprawilo, ze profile wzdtuz czterech kierunkow
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Rysunek 6: Obraz przedstawia znalezione obiekty korzystajac z metody Difference of
Gaussian. Pecherzyki zostaly oznaczone czerwonymi okregami.
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Rysunek 7: A) Obraz topograficzny AFM. Wartosci na osiach z oraz y podane zostaty
w pikselach. Bialymi i z6ttymi liniami zaznaczone kierunki, wzdtuz ktérych rysowane
sa profile wysokosci. B) Natozone na siebie cztery profile wysokosci wzdtuz linii zazna-
czonych na A. Niebieska pionows linia oznaczona zostata wysokosé pecherzyka.
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Rysunek 8: Profile wysokosci pecherzyka wzdluz czterech kierunkéw. Dla kazdego z
profili wyznaczona jest wysokosé (pionowa niebieska linia) oraz na czerwono prawa czesé
szerokosci potowkowej, a na zielono lewa czesé¢ szerokosci potéwkowej. Na osi odcietych
odlegtos¢ w pikselach. Na osi rzednych wysoko$¢ w nm.

w przyblizeniu sie pokrywaja, kiedy je na siebie natozymy wzgledem wyznaczonego
srodka. Mozna to zaobserwowaé na rys. [7B.

Wysokosé pecherzyka wyznaczona jest jako warto$é na obrazie AFM w srodku zna-
lezionego obiektu (patrz pionowa niebieska linia na rys. mB) Wysokosé ta jest liczona
od punktu zero wyznaczonego tak, jak opisano w rozdziale [5.3.1

Dla kazdego profilu wyznaczona zostala wartos¢ H, wynoszaca polowe wysokosci
znalezionego obiektu. Nastepnie zostaje znaleziony indeks ¢ dla pierwszego punktu na
profilu, dla ktorego wartos¢ jest mniejsza niz H, zaréwno z lewej jak i z prawej strony
od srodka pecherzyka. Z twierdzenia Talesa obliczona zostala wartosé lewej i prawej
czesci szerokosci potowkowe;j.

Prawa czesé szerokosci potowkowej wyznaczona byta ze wzoru:

odl = (z; — 1) * (Y1 — Hp)/(Yic1 — vi) + @ia

gdzie z; jest odlegloscia i-tego punktu (liczona w nm) od $rodka pecherzyka. W taki
sam sposob zostata wyznaczona lewa czesé szerokosci potowkowej.

Szerokos¢ potowkowa dla jednego profilu wyznaczona zostala jako suma z prawej i
lewej czesci szerokosci poléwkowej. Ostatecznie do dalszych obliczen dla danego peche-

rzyka szeroko$¢ potéwkowa wyznaczona byta jako srednia szerokosci potéwkowych ze
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wszystkich profili.

7.3 Uzywana poprawka na H

Jesli na obrazie wystepuje wiele pecherzykow, maja one wptyw na to, ze znaleziona war-
tos¢ zero jest zawyzona, poniewaz wykorzystany algorytm w pakiecie pySPM (Scholder,
2019) wykorzystuje do tego wysokos$¢ na obrazie z AFM za réwno dla pikseli stanowia-
cych, jak i pikseli nalezacych do pecherzykéw. Z tego wzgledu wprowadzono poprawke
na warto$é wysokosci.

Dla kazdego z obiektéw na obrazie zostaja znalezione piksele w promieniu maksy-
malnej szerokosci potéwkowej uzyskanej ze wszystkich czterech profili wysokosci. War-
tosci wysokosci dla wszystkich takich pikseli jest sumowana dla wszystkich obiektéow
na obrazie i dzielona przez catkowita liczbe pikseli na obrazie. Omawiane piksele jako
nalezace do obiektoéw wznoszacych sie ponad powierzchnie substratu nie powinny by¢
wliczane do jego Sredniej wysokosci, nie mozna tego jednak bylo zrobié¢ we wstepnym
przetwarzaniu obrazu, kiedy jeszcze nie bylo wiadomo, gdzie sa obiekty, ktore maja
zosta¢ uwzglednione w analizie. Uzyskana warto$é¢ poprawki jest dodawana do wcze-
$niej obliczonej wysokosci (poniewaz — inaczej moéwiac — wartosé zerowa jest o tyle

pomniejszana).

7.4 Dwa sposoby wyznaczania R,

Trzecim z parametréw geometrycznych charakteryzujacych pecherzyk przyczepiony do
podtoza jest promien krzywizny jego goérnej czesci, oznaczany jako R.. Jest to promien
kuli stycznej do pecherzyka w jego najwyzszym punkcie.

W pracy zostaly przedstawione dwa sposoby obliczania R.. Pierwszy sposob bazuje
na zalozeniu, ze ksztalt analizowanego obiektu w przyblizeniu jest sferyczna czasza i
korzysta z wtasnosci geometrycznych tej bryty. Korzystajac z H i FWHM pecherzyka

mozna obliczy¢ R. zgodnie ze wzorem:

~ FWHM? + H? @
B 4H
gdzie H to wysoko$¢ pecherzyka, FWHM to szerokos¢ w potowie wysokosci.

R,

We wrzorze [2] nie jest jeszcze uwzgledniona poprawka na wielko$é sondy. Aby ja

uzyska¢ od R, odejmuje sie promien sondy R;:
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Rysunek 9: Dopasowanie okregu do profilu wysokosci. Punkty pomaranczowe to punkty
lezace powyzej potowy wysokosci pecherzyka. Na czerwono zaznaczono interpolowane
liniowo punkty lezace w polowie wysokosci pecherzyka.

~ FWHM? + H?
B AH

(Vorselen i in., 2020) Wynika ona z przyblizonego zalozenia, ze koniec sondy ma ksztalt

R, - Ry (3)

kuli o promieniu R;, natomiast §rodek tej kuli w trakcie obrazowania pecherzyka wedruje
po krzywej o promieniu wynoszacym R, + R;.

Alternatywnym sposobem, ktory zostat uzyty w niniejszej pracy, jest dopasowywanie
R. od razu do analizowanych profili wysoko$ci pecherzykow. Zaleta tego podejscia jest
to, ze wynik jest niezalezny od tego, czy prawidlowo zostaly wyznaczone parametry
H i FWHM, oraz nie zaktada, ze pecherzyk na poditozu przyjmuje doktadnie ksztatt
sferycznej czaszy (co — jak zostanie pokazane w rozdziale zwlaszcza dla maltych
pecherzykow — moze nie do korica byé¢ spetnione). Przyktadowe takie dopasowanie
mozna zobaczy¢ na rys. [0} W napisanym skrypcie wykorzystywane jest standardLSQ
z pakietu circle fit, ktéry dopasowuje okrag metoda najmniejszych kwadratow (Klear
iin., [2023). Do dopasowania zostaly uwzglednione punkty powyzej potowy wysokosci
pecherzyka.

To, ze oba sposoby obliczania R, daja na og6ét podobne wartosci mozemy zaobser-
wowac na wykresie [I0] Zielong przerywang linig narysowana jest prosta przebiegajaca
w punktach, gdzie pierwszy sposob wyliczania dawalby wynik doktadnie rowny dru-

giemu. Na osi rzednych przedstawione R, uzyskane z dopasowania okregéw do profili
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(oznaczone jako R.y). uzywane jest R uzyskane z dopasowania okregow. W rozwaza-
niach w dalszej czesci pracy bedzie wykorzystywana tylko wartos¢ R, dla uproszczenia
nazywana R.. Wida¢, ze R, z dopasowania ma czasem tendencje do bycia wiekszym niz
R. z FWHM i H (oznaczonego jako R. ). Moze by¢ to spowodowane tym, ze wartosé
potowy wysokosci ustalona zostata na podstawie wysokosci przed ustaleniem poprawki
do wysokosci z rozdziatu [7.3] przez co jesli dla niektorych pecherzykow wartosé H byta
zanizona to réowniez FWHM byto zanizone. Jednak przy blizszej analizie okazuje sie,
ze pecherzyki oddalone od prostej R.; = R charakteryzuja sie na ogot réwniez tym,
ze nie sy osiowo symetryczne — prawdopodobnie na skutek artefaktoéw obrazowania —
co zdaje si¢ by¢ bardziej istotne. Jednak poniewaz na R. z dopasowania okregu nie
wptywa dobrze ustalona wysoko$¢ H i FWHM, zdecydowano parametr R. uzywaé¢ do
dalszej analizy.

Czasami zdarzalo sie, ze algorytm dopasowywal okrag powyzej punktéow, a nie poni-
zej, jak to powinno mie¢ miejsce. Takie pecherzyki, ktorych srodek dopasowanego okregu
do profilu zostal dopasowany powyzej ich wysokosci, zostaly wykluczone z analizy. Za-
dbano tez, aby odcieta srodka dopasowanego okregu znajdowata sie miedzy skrajnymi
punktami (punkty zaznaczone na czerwono na rys. @ Byto réwniez sprawdzane, czy
dopasowywany promien nie jest zbyt maty. Zastosowano warunek: 2R, > H, zeby unik-
na¢ brania pod uwage pecherzykow, ktore sa zbyt wysokie wzgledem swojej szerokosci,

zeby mogly byé¢ lezacymi pecherzykami o ksztalcie czaszy sferycznej.

8 Wyznaczanie Srednicy pecherzyka swobodnie ply-
wajacego w cieczy (d&°™)

Z mikroskopii sit atomowych mozemy odczytaé wysokosé i szerokosé pecherzyka przy-
czepionego do podtoza. Szczegdlnie interesujace jest jednak, jaka srednice mial peche-
rzyk w swoim naturalnym srodowisku — swobodnie ptywajacy w cieczy.

Zaktada sie, ze taki pecherzyk przyczepiony do powierzchni ma w przyblizeniu
ksztalt sferycznej czaszy. Przyjmuje sie rowniez, ze blona pecherzyka jest malo roz-
ciggliwa, a pecherzyk po przyczepieniu zachowuje stale pole swojej powierzchni, nie zas
objetos¢ (Vorselen i in., [2020). Na podstawie tych zatozen z geometrii mozliwe jest wy-
znaczenie $rednicy pecherzyka (oznaczanej dalej d&°°™), jaka mialby, gdyby swobodnie
plywat w cieczy.

Do wyznaczenia Srednicy geometrycznej uzywany jest dopasowany wczesniej pro-
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Rysunek 10: Poréwnanie dwoch sposobow liczenia R. Zielona przerywana linia nary-
sowana prosta przebiegajaca w punktach, gdzie pierwszy sposob wyliczenia jest réwny
drugiemu. Na osi odcietych R, obliczone z H i FWHM. Na osi rzednych przedstawione
R uzyskane z dopasowania okregéw do profili. Okraglo$é¢ na tym wykresie obliczona
zostata z FWHM (patrz rozdzial . Dane zawieraja ztaczone eksperymenty na pe-
cherzykach liofilizowanych PC3.
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mien R, oraz wysoko$¢ H wedtug wzoru:

dEom = \JAR.H — H? (4)

(por. (Vorselen i in., 2020)))

Finalnie caly schemat wyznaczania Srednicy geometrycznej, wlacznie ze znalezie-
niem R, zostal przedstawiony na rysunku |11 pochodzacym z artykutu (Zycieniska i in.,
2022)). Na poczatku znajdowane sa pecherzyki (rys. [L1JA) metoda opisana w rozdziale
. Nastepnie dla wybranego pecherzyka (rys. ) wyznaczane sg profile wysokosci
(rys. ) wzdtuz czterech kierunkow (kierunki zaznaczone niebieskimi liniami na rys.
A). Do tych profili dopasowywane sa okregi. Dla znalezionych wartosci wysokosci H i
promienia krzywizny R.wyliczana jest §rednica geometryczna d=*°™ pecherzyka swobod-
nie pltywajacego w wodzie (rys. [L1D).

Mozna zauwazy¢ interesujaca zalezno$é geometryczna, ze jesli przyja¢ R; bardzo
male i R, zostanie wyliczone ze wzoru 2] (bez odjecia R;), a d=™ ze wzorufd] to zachodzi
zaleznosé ds°™ = FWHM. Pozwala to na proste przyblizone oszacowanie wielko$ci swo-
bodnie ptywajacego pecherzyka na podstawie jego profilu na obrazie AFM prawie bez
obliczen. Jedli uwzglednimy promien sondy R; to d®*°™ = \/ FWHM? — 4R, H. Wida¢

wiec, ze wptyw FWHM jest duzy, szczegdlne, jesli mamy do czynienia z matym pro-

mieniem sondy. Do obrazowania pecherzykow zewnatrzkomoérkowych z komoérek PC3
hodowli komorkowej zostala uzyta sonda o promieniu réwnym 1 nm, dlatego w tym

badaniu pominiete zostato odjecie wptywu sondy.

9 Sposdéb wyboru pecherzykéw do dalszej analizy

9.1 Odpowiednia wysoko$é

Pecherzyki zbudowane sg z podwdjnej btony lipidowej. Rozmiar tej btony moze by¢
rozny w zaleznosci od lipidéow budujacych blone. Zasadniczo uwaza sie, ze ma ona gru-
bos¢ miedzy 4 a 5 nm (Regan i in., 2019). Z tego powodu zakladajac, ze pecherzyk
jest catkowicie pozbawiony srodka, ze wzgledu na sam rozmiar btony lezacy na podtozu
nie moze by¢ mniejszy niz 8 nm. (Ridolfi i in., 2020) w swojej pracy do analizy bie-
rze pecherzyki wyzsze od 10 nm. Poczatkowo dla pecherzykow zewnatrzkomorkowych z
komoérek PC3 z hodowli komoérkowej przyjeto warto$é 10 nm. Poniewaz zauwazono, ze

stosowany algorytm wyznaczania zera ma tendencje do zanizania wysokosci, w dalszych
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Rysunek 11: Obliczenie $rednicy geometrycznej pecherzyka swobodnie ptywajacego w
cieczy (Zycienska i in., 2022).
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badaniach pecherzykow liofilizowanych oraz liposoméw ustalono prog na 8 nm. Wyklu-

cza to obiekty, ktore sa zbyt mate, aby mogly by¢ pecherzykami zewnatrzkomoérkowymi.

9.2 Okragtosé

Mozna zaktadaé, ze pecherzyki osadzajace si¢ na podlozu powinny byé okragte (mie¢
symetrie obrotowa wzgledem swojego srodka). W praktyce jednak na obrazie AFM cze-
sto nie do korica spetniaja ten warunek. Moze by¢ to spowodowane sklejeniem dwoch
lub wiecej pecherzykéw lezacych obok siebie, lub tez jakim§ artefaktem. Uwzglednie-
nie takich zdeformowanych obiektéw w obliczeniach mogtoby prowadzi¢ do zaburzenia
wynikéw. Dlatego bazujac na pomiarach czterech wartosci szerokosci poléwkowej w

roznych kierunkach zdefiniowano parametr okragto$éewmn:

max(FWHM,,) — min(FWHM,)) (5)
FWHM ’

gdzie max(FWHM,,) to maksymalna warto$¢ FWHM z 4 profili wysokosci, min(FWHM,,)

to minimalna wartos¢ FWHM, a FWHM jest $rednig wartoscia z profili.

okraglo$¢pwunm =

Poczatkowo w badaniach dla pecherzykow zewnatrzkomorkowych z hodowli komor-
kowej przyjeto prog 0,6. Aby zachowaé¢ spojnosé poréwnania z nastepnymi badaniami
zachowano te sama warto$é¢ progu okraglosci. Aby to zobrazowaé¢ mozna policzy¢, ze
przyktadowo dla obiektu widzianego jako elipsa dwukrotnie wyciagnieta w kierunku
poziomym parametr ten miatby wartos¢ 0,65. Dla kota wynositby oczywiscie 0. War-
tos¢ progu 0,6 zostata wybrana arbitralnie na podstawie ogladania histogramu, tak aby
zostawi¢ wiekszos$¢ pecherzykow. Przyktadowy histogram z progiem znajduje sie na rys.
. Jego dokladne wybranie wymaga dalszych badan.

9.3 Regularnos¢ — podobienistwo R. z dopasowania do R. wy-
liczonego z FWHM i H

Na rys. [10jmozna zauwazy¢, ze dla niektérych punktow R., wyliczone z dopasowania nie
pokrywa sie z tym obliczonym z R.; z FWHM i H. Ustalono parametr nieregularnosci

na:

‘Rcl - RCQ‘
OJ 5 (Rcl + RCQ) ’

nieregularnos$¢ =

gdzie R to R. wyliczone z dopasowania okregu (patrz promien okregu na rys. @, a

R, z FWHM i H (patrz wzor [2)).
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Rysunek 12: Histogram wartosci okragtosci dla ztaczonych eksperymentéw na liofilizo-
wanych pecherzykach zewnatrzkomorkowych z komoérek PC3. Na czerwono zaznaczono
prog powyzej ktorego pecherzyki zostaja wykluczone z dalszej analizy.

Wstepnie prog zostal ustalony na 0,3. Na rys. [L0] mozemy zobaczy¢ zielonymi punk-
tami zaznaczone pecherzyki spetniajace warunek, ze nieregularnosé¢>0,3, natomiast po-
maranczowymi spetniajace warunek okraglosci na podstawie FWHM na <0,6 (patrz
rozdzial . Mozna zauwazy¢, ze na wykresie |10 pecherzyki, ktore sa okragle (okra-
gtos¢<0,6), czyli we wszystkich kierunkach maja podobne FWHM, na ogot sa dosé
regularne (spelniaja réwniez warunek nieregularnosci <0,3), czyli ze R, wyliczone z
FWHM i R.wyliczone z dopasowania sa podobne, co tym bardziej swiadczy o tym,
ze ich ksztalt zblizony jest do ksztaltu sferycznej czaszy. Z tego wzgledu dalszy dobor

pecherzykow nie uwzglednial juz warunku regularnodci, tylko okraglosé.
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Tabela 2: Srednie, mediany i odchylenia standardowe wysokosci dla pecherzykéw liofi-
lizowanych z komoérek PC3.

Eksperyment srednia | mediana | odchylenie standardowe
[nm)| [nm)| [nm)|
pecherzyki liofilizowane , A” 15,5 13,9 8,7
pecherzyki liofilizowane , B” 11,3 9,9 6,9
pecherzyki liofilizowane ,C” 9,9 9,2 3,6

10 Wyniki parametréw geometrycznych dla r6znych

pecherzykéw

10.1 Liofilizowane pecherzyki zewnatrzkomérkowe z komoérek
PC3

10.1.1 Histogramy H

Dla histograméw wysokosci, przestawionych na wykresie zastosowano jedynie prog
wysokosci na poziomie 3 nm w trakcie obliczania geometrii pecherzykéw. Mimo tego
widaé, ze we wszystkich przypadkach pecherzyki sa w wiekszosci wigksze niz 7 nm. Wy-
soko$¢ ich nie byla jednak duza. W tabeli 2| przedstawiono srednie, mediany i odchylenia
standardowe dla pecherzykow liofilizowanych. Najwicksza srednia zaobserwowano dla
danych ,A”, rowna byta 15,5 nm, natomiast najnizszg dla danych ,C” réwna 9,9 nm.
Mediany rozktadow ,.B” i ,C” byly bardzo podobne i wynosily odpowiednio 9,9 nm
oraz 9,2 nm. Dane ,B” i ,C” zwieraly nizsze pecherzyki niz dane ,A”. Aby jeszcze lepiej
porownaé te rozklady narysowano je na oddzielnym histogramie [14. Rozktady ,B” i
,C” wygladaja jakby pochodzily z tego samego rozkladu, natomiast ,A” sprawia wra-
zenie rozciggnietego do wiekszych wartosci, chociaz najwyzszy pierwszy pik lezy w tym

samym miejscu co dla ,,B” i ,C”.

10.1.2 Histogramy FWHM

Dla pecherzykow liofilizowanych wartosci szerokosci potéwkowej sg najwieksze dla da-
nych ,A” (patrz tabela |3| oraz wykres . Nalezy pamietaé¢, ze wartosci te moga by¢
nieco zanizone, gdyz warto$¢ potowy wysokosci zostata ustalona przed uwzglednieniem
poprawki na wysoko$¢ opisanej w rozdziale [7.3]

Tak samo jak dla wysokosci przy ogladaniu histogramu szerokosci potéwkowej mo-
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Rysunek 13: Histogramy wysokosci pecherzykow zewnatrzkomoérkowych liofilizowanych
z komorek PC3. Odpowiednio wykres A, B i C przedstawia histogramy wysokosci dla
danych ,A”, | B” oraz ,C".
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Rysunek 14: Histogramy wysokosci pecherzykow liofilizowanych.

Tabela 3: Srednie, mediany i odchylenia standardowe szerokosci potéwkowej dla peche-
rzykow liofilizowanych z komoérek PC3.

Eksperyment srednia | mediana | odchylenie standardowe
[nm)| [nm)| [nm)|
pecherzyki liofilizowane ,A” | 66,8 65,0 224
pecherzyki liofilizowane ,B” 40,2 34,3 22,9
pecherzyki liofilizowane ,C” 27,8 26,3 9,9
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Rysunek 15: Histogramy szerokosci potéwkowej pecherzykow liofilizowanych z komoérek
PC3.

zemy zobaczy¢ wieksze podobienistwo danych ,,B” do ,C”. Dane ,,A” sa w tym zestawie-
niu mniej podobne. Przy danych ,,B” mozna zauwazy¢ przesuniecie wartosci FWHM ku
wiekszym warto$ciom, gdzie na wykresie wysokosci réznica miedzy danymi ,B” i ,,C”
byta prawie niezauwazalna. Z pecherzykow liofilizowanych dane ,C” sa bardziej “skon-
centrowane” wokot swojego piku i nie zawieraja wickszych wartosci co mozna zobaczyé¢

po ich najmniejszym odchyleniu standardowym, ktoéry wynosi 9,9 nm.

10.1.3 Histogramy R.

Na rys. [16| przedstawiono histogramy R, pecherzykéw liofilizowanych z komoérek PC3.
Uwzgledniono poprawke i od wartosci R. odjeto promien sondy R; = 10 nm. Maja one
podobny charakter jak histogramy szerokosci potéwkowych, tylko rozciagniete dwukrot-
nie. Z zalozenia nie moga by¢ one mniejsze niz potowa wysokosci, wiec ich najmniejsza

warto$é¢ to w przyblizeniu 4 nm.

10.1.4 Histogramy d&*°™

W tabeli [f] przedstawiono srednie, mediany oraz odchylenia standardowe dla peche-
rzykow liofilizowanych z komorek PC3. Z przyczyn, o ktérych mowa w rozdziale
histogramy sa z konieczno$ci prawie identyczne jak dla FWHM, a niewielkie roéznice

wynikajace z poprawki na promieri sondy dotycza gtéwnie matych pecherzykéw. Z pe-
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Tabela 4: Srednie, mediany i odchylenia standardowe R, dla pecherzykow liofilizowanych
z komorek PC3.

Eksperyment $rednia | mediana | odchylenie standardowe
[nm)| [nm)| [nm)|
pecherzyki liofilizowane ,A” | 78,6 70,3 41,1
pecherzyki liofilizowane , B” 37,8 26,3 44 4
pecherzyki liofilizowane ,C” 20,1 15,5 15,9
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Rysunek 16: Histogramy R, pecherzykow liofilizowanych z komoérek PC3.
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cherzykow liofilizowanych pecherzyki z danych A” miaty najwicksze $rednice geome-
tryczne. Z tego samego powodu, co dla ustalonego progu wysokosci, ze wzgledu na to,

geom

ze blona pecherzykéw ma powyzej czterech nanometrow, d nie moga wychodzi¢ po-
nizej 8 nm. Przyjete warunki okraglosci i progu wysokosci spetnito 1027 pecherzykow
z analizowanych 1655 pecherzykoéw z danych ,,A”, 152 z 336 z danych ,B” i 333 z 988 z

danych ,C”.

10.1.5 Dyskusja

Dla pecherzykow liofilizowanych na wszystkich histogramach (wysokosci, szerokosci po-
towkowej, R. oraz d&°™) dane ,B” oraz ,C” byly do siebie podobne. Najmniejsze pe-
cherzyki mozna byto zaobserwowaé¢ w danych ,C”, natomiast najwieksze w danych ,A”.
Jedna z hipotez dlaczego r6znig sie te dane, jest to, ze by¢ moze zamrozenie wptyneto na
usuniecie wiekszych pecherzykow. Dane ,,A” byly obrazowane od razu po rekonstrukcji
pecherzykow liofilizowanych, natomiast dane ,.B” oraz ,,C” byly zamrozone w —80°C, a
nastepnego dnia obrazowane mikroskopem sil atomowych. Faktem jest, ze male peche-
rzyki zawierajg procentowo mniej wody niz duze, poniewaz istotna czescia ich objetosci
stanowi btona lipidowa. Jest to jednak hipoteza watpliwa, bo jak podaje producent,
zamrozenie pecherzykéw w —80°C przez pédt roku nie powinno znaczgco wplynaé na
ich wielkos¢ (HansaBioMed, 2025)). Inna hipoteza mogtaby sugerowaé, ze material za-
kupiony komercyjnie juz od poczatku — to znaczy na etapie izolacji — nie spelnial
warunku jednorodnodci.

Powstaje zasadnicze pytanie: czy mamy do czynienia z réznorodnoscia w ramach
pecherzykow zewnatrzkomorkowych jednego rodzaju, co w biologicznych probkach sie
zdarza, czy tez sg to populacje dwoch réznych rodzajow pecherzykow? Mamy za malo
danych, aby na to pytanie odpowiedzie¢, jednak dla dalszych rozwazan nalezy zatozy¢
jakas hipoteze, w §wietle ktorej dokonamy interpretacji wynikow. Wydaje sie sensowne,
aby przyjac, ze zakupione pecherzyki we wszystkich probkach rzeczywiscie sa tego sa-
mego rodzaju, ale na etapie izolacji w jednym wypadku zostata zebrana nieco inna frak-
cja pecherzykow, albo tez na etapie mrozenia i rozmrazania z niezrozumiatego do korica
powodu w dwoch probkach wicksze pecherzyki popekaty lub akurat zostata pobrana pi-
peta partia mniejszych pecherzykéow. Wobec tego moze mie¢ sens dalsza zbiorcza analiza

ich wlasnosci.
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Tabela 5: Srednie, mediany i odchylenia standardowe d2°°™ dla pecherzykow liofilizowa-
nych z komoérek PC3.

Eksperyment srednia | mediana | odchylenie standardowe
[nm)| [nm)| [nm)|
pecherzyki liofilizowane ,A” | 66,2 64,3 23,2
pecherzyki liofilizowane ,B” 37,3 32,2 25,0
pecherzyki liofilizowane ,C” 25,1 22,97 11,0
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Rysunek 17: Histogramy d®°™ pecherzykow liofilizowanych z komoérek PC3.
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Tabela 6: Parametry geometryczne pecherzykow zewnatrzkomorkowych z hodowanych
komorek PC3

‘ ‘ ‘ obrazowane po 1 h ‘ obrazowane po 20 h ‘

srednia 44,7 52,0

H |[nm)| std 23,0 32,2
mediana 39,3 45,8

srednia 76,1 84,6

FWHM [nm]| std 28,1 31,8
mediana 72,1 79,8

$rednia 494 53,9

R, [nm)] std 29,5 24,9
mediana 47,8 50,4

srednia 75,8 85,2

dsee™ [nm] std 28,1 31,9
mediana 70,8 81,0

10.2 Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe z komérek PC3

W tym rozdziale przedstawiono pecherzyki zewnatrzkomoérkowe z komorek PC3 hodo-
wanych w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej. Ze wzgledu na to, ze byty to pierwsze nasze
badania pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, niezbedne byto najpierw wprowadzenie
odpowiedniej metodologii — w tym np. ustalenia po jakim czasie najlepiej jest obrazo-
wacé probke pecherzykow. Z tego wzgledu postanowiono obrazowaé probke po okoto 1 h
oraz po okoto 20 h od nalozenia na podtoze mikowe. Wyniki z tego obrazowania przed-
stawiono na rys. [I§ i [I9] oraz w tabeli [f] W tej tabeli przedstawione jest odchylenie
standardowe, aczkolwiek ze wzgledu na niesymetryczno$é¢ rozktadéw nie jest to naj-
lepsza miara niepewnosci statystycznej. Inne podejscie do tego tematu przedstawiono
w rozdziale [I§ Tym niemniej z przedstawionych wartosci widac¢, ze wszystkie badane
pomiary wykazuja wzrost po 20 h. Glebiej temu przyjrzymy sie w rozdziale [19] gdzie
zostanie przedstawiona proba wyjasnienia tego zjawiska. W poréwnaniu do pecherzy-
kow liofilizowanych maja wieksza Srednice i blizej im do danych ,,A” niz danych ,B” i
,C”. Obrazowanie byto wykonywane sonda o promieniu 1 nm, ktérego wptyw byt bardzo
maly, dlatego zostal pominiety w obliczeniach.

Prog wysokosci pecherzykéw branych do obliczenn byt postawiony na poziomie 10
nm. Postawiono réwniez ograniczenie na maksymalng wartos¢ okragtosci réwng 0,6.
Spowodowalo to, ze dla obrazéw uzyskanych po 1 h pozostawiono 332 z 521 obiektow,

za$ dla obrazéw po 20 h zostawiono 172 z 452 znalezionych obiektow.
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Rysunek 18: Parametry geometryczne pecherzykéw z komorek PC3 obrazowanych po 1
h od natozenia na mike. A) Histogram wysokosci B) Histogram szerokosci potowkowe;j
C) Histogram promienia krzywizny D) Histogram srednicy geometrycznej.

10.3 Parametry geometryczne liposomoéw

Wykonano podobng analize obrazéw z mikroskopii sit atomowych dla liposoméw DPPC
i DOPC. Badania byly wykonane wraz z mgr Ida Wisniewska. Analizowano 481 peche-
rzykow z liposoméw DPPC i 411 pecherzykéow z DOPC. Z nich warunki na okragtosé
oraz minimalng wysokos$¢ spetity odpowiednio 347 (DPPC) i 315 (DOPC). Wyniki
parametrow geometrycznych dla tych pecherzykow przedstawiono w tabeli [7] oraz na
histogramach 20 (DPPC) i 21] (DOPC). Z danych przedstawionych w tabeli [7] mozna
zauwazy¢, ze maja one dos¢ podobng do siebie geometrie, jednak liposomy DPPC sa
troche wicksze od liposoméw DOPC. Sa one tez mniejsze niz pecherzyki zewnatrzko-
morkowe z komorek PC3 oraz liofilizowanych pecherzykow z komorek PC3 z danych
LA”. Histogramy [20]i 1] rowniez wygladaja podobnie dla tych pecherzykow, jednak dla
DPPC histogram FWHM oraz d5°°™ jest bardziej skosny w prawo niz ma to miejsce dla
DOPC.
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Rysunek 19: Parametry geometryczne pecherzykéw z komorek PC3 obrazowanych po 20
h od naltozenia na mike. A) Histogram wysokosci B) Histogram szerokosci potowkowej
C) Histogram promienia krzywizny D) Histogram Srednicy geometryczne;j.

Tabela 7: Parametry geometryczne liposomow

| | | DPPC | DOPC |
srednia 14,8 13,4
H |[nm)| std 8,4 6,0
mediana | 12,3 12,3
srednia 53,3 46,1
FWHM [nm] std 24,3 12,9
mediana | 48,7 444
srednia 49,5 36,0
R. |nm)] std 36,6 18,7
mediana | 39,4 31,8
srednia 48,7 39,6
dse°™ |nm| std 26,0 13,7
mediana | 43,1 37,4
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Rysunek 20: Parametry geometryczne liposoméw DPPC A) Histogram wysokosci B)
Histogram szerokosci potéwkowej C) Histogram promienia krzywizny D) Histogram

Srednicy geometryczne;j.
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Rysunek 21: Parametry geometryczne liposoméw DOPC A) Histogram wysokosci B)
Histogram szerokosci potoéwkowej C) Histogram promienia krzywizny D) Histogram
srednicy geometryczne;j.
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Rysunek 22: Schematyczny pecherzyk o ksztalcie sferycznej czaszy. Zaznaczono kat
przylegania («) pecherzykow do podtoza. W tym wypadku jest on mniejszy od 90°
(poréwnaj suplement do Ridolfi i in. (2020)).

Czesé IV
Model przylegania do podloza

11 Kat przylegania do podloza («)

Kat przylegania jest liczony ze wzoru:

R.— H
=90° — ' 6
« arcsm( 7 ) (6)

(patrz suplement do (Ridolfi i in., [2020))). Dla pecherzyka bardzo plaskiego mamy
R, duzo wieksze od H, wowczas o &~ 90° — arcsin(1) = 0°. Dla pecherzyka kulistego
R.= 1H, a ~ 90° — arcsin(—1) = 180° (por. rys. .

Trzeba jednak zauwazy¢, ze Ridolfi i in. (2020) troche inaczej wylicza promieni krzy-
wizny pecherzyka. U niego Rcap jest promieniem czaszy sferycznej, zas w naszym wy-
padku nie zaktadamy, ze pecherzyk jest dokladnie sferyczna czasza. W niniejszej pracy
R, liczone jest na podstawie dopasowania okregoéw, a w Ridolfi i in. (2020) na pod-
stawie wysokosci i promienia maksymalnej szerokosci pecherzyka (a w zasadzie rzutu

najszerszego miejsca pecherzyka na podloze).

11.1 Hipoteza o stalym kacie przylegania

W swojej pracy Ridolfi i in. (2020) przedstawia hipoteze, ze kat przylegania pecherzy-
kow do podtoza charakteryzuje konkretny rodzaj pecherzykéw w okreslonych warunkach
(stezenia roztworu i sity przyciagania do podtoza). Swoje wyniki przestawia dla roz-
nego rodzaju liposoméw oraz pecherzykoéw zewnatrzkomoérkowych m.in. z glisty $win-
skiej (Ascaris suum) oraz pozyskanych z surowego mleka krowiego. Ridolfi i in. (2020))

przedstawia, ze kat przylegania « nie zalezy od $§rednicy geometrycznej pecherzyka.
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Na wykresie o od $§rednicy pecherzyka pecherzyki mniejsze, majace wicksze wartosci
kata przylegania, sg traktowane przez autora jako zanieczyszczenia. Dodatkowo autor
wskazuje, ze im sztywniejsze pecherzyki, tym wickszy kat przylegania

geom

11.2 Wyniki — wykresy a vs d

Jak mozna zauwazy¢ na wykresach [23| uzyskane dane nie maja stalego kata przylega-
nia. Dla mniejszych pecherzykoéw wartosci kata przylegania sa mniejsze dla wszystkich
zestawow danych pecherzykow liofilizowanych. Wzglednie o stalym kacie mozna jeszcze
mowié dla danych ,A” (rys. [23A), aczkolwiek i tak dla tych danych widaé¢, ze mniejsze
pecherzyki maja wiekszy kat przylegania. Jest to zjawisko dosé zrozumialte. Intuicyjne
wydaje sie, ze duze pecherzyki beda mialy mozliwo$é zmieni¢ swoj ksztatt na bardziej
ptaski, podczas gdy mate pecherzyki pozostang raczej blizej ksztattu kuli. W szczegol-
nosci pecherzyki o minimalnej mozliwej srednicy geometrycznej (d8°™ = 8 nm) w ogdle
nie powinny w sobie miesci¢ cieczy i nie moglyby mie¢ innego ksztattu niz kula.
Mozna zauwazy¢ na wykresach 23] ze dane sa ograniczone od dotu. Ograniczenie to
wynika z zastosowanego progu wysokosci, ustawionego na 8 nm. Przeksztalcajac wzor
[] otrzymujemy ograniczenie na R. dla danej $rednicy geometrycznej dane rownoscia;
RMin(ecom) = %4—@, gdzie progH to warto$é progu wysokosci pecherzyka réwna
8 nm. Finalnie kat przylegania musi spetnia¢ nieréwnosé: a > 90°—arcsin (%%) =
90° — arcsin (%)' Pecherzyki znajdujace sie ponizej tego progu (odrzucone,
poniewaz dla nich zmierzona wysokos¢ byla ponizej przyjetego progu wysokosci) przed-
stawiono na wykresie czerwonymi punktami. Mozna zauwazy¢, ze dla wszystkich
zestawow danych wiekszos¢ pecherzykow lezy powyzej przerywanej linii. Jednoczesnie
na tym wykresie mozna zauwazy¢, ze dane ,A”, [ B” i C” nakladaja sie na siebie.
Ridolfi i in. (2020) réwniez w swoich danych dla mniejszych pecherzykow uzyskiwal
wieksze wartosci kata przylegania. Wskazal on jednak, ze wynika to z zanieczyszczenia
probki. Przedstawil, ze dla zanieczyszczonej probki widaé, ze mniejsze pecherzyki uzy-
skuja wicksze wartosci «, a dla niezanieczyszczonej to zjawisko nie zachodzi. Czy w ta-
kim razie przedstawione wyniki wskazuja na zanieczyszczone probki? Aby odpowiedzieé
na to pytanie zostal stworzony zostal numeryczny model pecherzyka przyczepionego do

podtoza. Zostal on przedstawiony w nastepnym rozdziale
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Rysunek 23: Wykresy srednicy geometrycznej kata przylegania o od d®*°™ dla peche-
rzykow liofilizowanych z komorek PC3. A), B) i C) to odpowiednio wykresy dla danych
LA, B 1 C7 Im mniejsze wartosci §rednicy geometrycznej, tym w wiekszosci wiekszy
kat przylegania do podtoza.
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Rysunek 24: Wykresy srednicy geometrycznej d5°™ od kata przylegania « dla peche-
rzykow liofilizowanych z komoérek PC3. Czerwona przerywana linia zaznaczono lini¢
ograniczona progiem wysokosci rownym 8 nm. Czerwonymi punktami zaznaczono pe-
cherzyki majace wysoko$¢ < 8 nm.

12 Numeryczny model pecherzyka

12.1 Opis modelu pecherzyka przyczepionego do podloza

Istotnym parametrem okreslajacym pecherzyki jest ich Srednica d®°°™ jaka maja, kiedy
swobodnie ptywaja w cieczy. Ta §rednica byta wykorzystywana jako podstawowa ce-
cha pecherzyka w opracowanym modelu. Nastepnie w modelu zaktadana byta stata
powierzchnia pecherzyka, po przyczepieniu do podtoza taka sama jak przed przycze-
pieniem (Vorselen i in., [2020). Bazuje to na stwierdzeniu, ze blona lipidowa jest stabo
rozciagliwa, natomiast jest potprzepuszcezalna dla roztworéw wodnych. Zatozono, ze pe-
cherzyk jest symetryczny wzgledem swojego $rodka i modelowany krzywa dtugosci S.
Przyktadowy modelowany pecherzyk narysowano na rys. [25| w dwoch mozliwych przed-
stawieniach: ¢(s) bedacym podstawa do obliczen oraz z(x) pokazujacym rzeczywisty
profil pecherzyka. Przyczepiony pecherzyk dotyka podltoza kotem o promieniu /; (patrz
Tys. ) Wielkosci Uy, I3 1 I3 na tym rysunku to fragmenty dtugosci obwodu (po obrocie
wzgledem srodkowej osi wyznaczaja one fragmenty powierzchni) pecherzyka. Pecherzyki
lezace na podtozu maja w przyblizeniu ksztalt sferycznej czaszy. Jednak zastosowanie

doktadnie takiego ksztaltu jest niefizyczne i wymagaloby nieskonczenie maltego promie-
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nia krzywizny przy miejscu zetkniecia pecherzyka z podtozem. Dlatego postanowiono
miejsce styku pecherzyka z podlozem réowniez modelowaé¢ wycinkiem mniejszego niz
goérna czed¢ okregu. Jak wida¢ na rys. ustalone zostaly cztery czerwone punkty
(nazwijmy je So, s1, S2 1 s3). Gorna czesé (ktorej dlugosé przed obrotem to l3) od
punktu sy do s3 bytaby sferyczna czasza. S niech bedzie catkowita droga od $rodka
podstawy pecherzyka (punktu sg) do jego najwyzszego punktu sz. Postawiony zostal
warunek, ze w punktach sq kat ¢ jest rowny 0°, a w s3 jest rowny 180°, czyli ¢(s1) = 0°
1 ¢(s2) = 180°. Funkcje ¢(s) (rys. 25/A) mozna przeliczyé na z(z) (rys. 25B) wedlug

WZOTrOwW:

o) = [ coso(sas

z(s) = /S sin ¢(s')ds’
0
Ksztalt pecherzyka zdefiniowano uzywajac jego srednicy d*°™ (w praktyce w napi-
sanym kodzie uzywany jest promien pecherzyka swobodnie ptywajacego w cieczy) oraz
poprzez stosunki dhugosci % i % Stosunek % mozna juz ustali¢ na podstawie Srednicy
ds*°™ i zalozenia o stalej powierzchni pecherzyka przyczepionego do podtoza.
Zaproponowane powyzej podejscie do modelowania pecherzyka jest wystarczajace
do rozwazan jakosciowych. Jednak aby uzyska¢ doktadny, minimalizujacy energie swo-
bodna, ksztalt pecherzyka, nalezy pozwoli¢ na wiecej stopni swobody w dopasowaniu

krzywej ¢(s). W tym celu zwiekszono liczbe punktow z ktorych sklada sie pecherzyk

(patrz rys. [26)).

12.2 Minimalizacja energii swobodnej pecherzyka

Jako zmiane energii swobodnej pecherzyka bedziemy rozumieé¢ prace sit zewnetrznych,
jaka powinny one wykonaé¢ w statej temperaturze, aby zmienié¢ jego ksztatt od ksztattu
optymalnego do innego — w jaki$ sposob wymuszonego (np. przez jego wciskanie). Na
energie swoboda beda sktadaty sie sktadniki opisujace energie potencjalng oraz praca
w pewnej przemianie termodynamicznej. Pecherzyki osiadajac na podlozu uktadaja sie
tak, zeby zminimalizowa¢ swoja energie swobodng. Na to jak sie doktadnie uktadaja,
wplywaja zaréwno warunki zewnetrzne np. ci$nienie na zewnatrz pecherzyka, jak row-

niez wlasciwosci samych pecherzykow.
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Rysunek 25: Modelowany pecherzyk o $rednicy 32 nm przyczepiony do podloza. A)
Wykres kata ¢ od drogi s wzdtuz brzegu przekroju pecherzyka. B) Ksztalt pecherzyka.
Aby wyobrazié¢ sobie caly pecherzyk, trzeba obroci¢ go wokol prostej przebiegajacej od
sp do s3 (czyli jego wysokosci). Wielkosé [y przedstawia droge, jaka trzeba pokonaé¢ od
punktu s¢ do s;(analogicznie dla ly). Narysowano kat ¢, ktory jest w punkcie ss.
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Rysunek 26: Modelowany pecherzyk o srednicy 32 nm przyczepiony do podloza, ze
zwiekszona liczba punktow. A) Wykres zaleznosci kata ¢ od drogi s wzdluz brzegu
przekroju pecherzyka. B) Ksztalt pecherzyka. Aby wyobrazi¢ sobie calty pecherzyk,
trzeba obroci¢ go wokol prostej przebiegajacej pionowo przez jego srodek.
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W niniejszym modelu minimalizowana jest energia swobodna pecherzyka sktada-
jaca sie z trzech czlonéw: energii potencjalnej wynikajacej z charakterystycznej dla
danej btony pecherzyka reakcji na zginanie, pracy sil ci$nienia osmotycznego dziataja-
cego na Scianki pecherzyka oraz energii potencjalnej wynikajacej z elektrostatycznego
przyciagania pecherzyka do podtoza.

Energia ta bedzie rowna:

o /<1+1>2dA+/VAH(V’) AV’ — A (7)
“2"J\Rr, "R, v T

gdzie K to modul zginania btony pecherzyka, R; i Ry to promienie krzywizny peche-
rzyka (promienie stycznych do powierzchni okregéw) w plaszezyznach wyznaczonych
przez normalng oraz dwie prostopadle styczne do powierzchni pecherzyka w danym
punkcie (pogladowy przyktad tej koncepcji przedstawiono na rys. 27), V to objetosé
pecherzyka przyczepionego do podtoza, a A; to powierzchnia styku pecherzyka z pod-
lozem (w modelu réwna wl3, poréwnaj wzor z Tang i in. (2020)). AII(V) = 1% —TJ, to
roznica miedzy ci$nieniem osmotycznym wewnatrz pecherzyka przyczepionego do pod-
loza o objetosci V' a ci$nieniem osmotycznym na zewnatrz pecherzyka (lub wewnatrz
niego, kiedy byt kulka o objetosci Vy = %W(dgeom)?’). Zalozono, ze zmiana objetosci za-
chodzi powoli i w stalej temperaturze, wiec spetnione jest IIV = constans. Przyjeto
tez przyblizenie, ze roztwor dla swobodnie ptywajacych pecherzykow jest izotoniczny,
jak rowniez, ze struktura blony jest na tyle jednorodna, ze najnizsza energie krzywizny
przyjetaby ona, gdyby byta ptaska.

Pierwszy czlon wzoru [7] wynika z energii krzywizny pecherzyka. Modul zginania
k jest to charakterystyczna cecha blony lipidowej danego typu pecherzykow. Mowi jak
trudno jest zgiac¢ btone pecherzyka. Jest on wspotczynnikiem proporcjonalnosci we wzo-
rze na energie potencjalng krzywizny elementu powierzchni dA. Drugi czton opisuje
wplyw cisnienia osmotycznego na pecherzyk, jest to wzor na prace w przemianie izo-
termicznej. Natomiast trzeci czton opisuje wplyw przyciagania pecherzyka do podtoza
miki.

Zalozmy, ze interesuje nas ksztalt pecherzyka, opisany przez jego wysokos¢ i sze-
rokos¢. W tych samych warunkach, jesli btona bedzie bardziej sztywna (bedzie miata
wiekszy modul zginania), pecherzyki beda mialy wieksza wysokosé wzgledem szeroko-
Sci, gdyz trudniej im bedzie ulec zginaniu. Natomiast jesli sita elektrostatyczna bedzie
mocniej przyciaga¢ ten sam pecherzyk, bedzie on miat tendencje do bycia bardziej

plaskim i szerszym.
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Rysunek 27: Przedstawienie promieni krzywizny Ry i Ry (odpowiednio niebieskiego i
zielonego okregu) dla pomaranczowej elipsoidy w jej najwyzszym punkcie. Na schemacie
zaznaczono element powierzchni dA.

12.3 Wykresy a od $rednicy pecherzyka — wyniki dla modelu

Ksztalt pecherzyka minimalizujacego energie swobodna zalezy od doboru parametrow
modelu: &, Il i v oraz od wielkosci pecherzyka przed przyczepienia do podloza d5*°™.
Przyjmijmy, ze ksztalt pecherzyka na podlozu moze by¢ opisany dwiema wartosciami:
wysokoscia H oraz promieniem krzywizny w najwyzszym punkcie R.. Co za tym idzie
mozna dla niego wyliczy¢ kat przylegania do podloza na podstawie wzoru |§| (chociaz
interpretacja, czym doktadnie jest w tym wypadku kat przylegania nie jest jasna). Na
wykresie 28] przedstawiono przyktadowe ksztalty zaleznosci o od $rednicy pecherzyka
dseo™ dla roznych parametrow modelu. Krzywe A (czerwona) i B (niebieska) roznia si¢
tylko wartoscia modulu zginania. Natomiast krzywe A i C (zielona) réznia sie tylko
wartosciag cidnienia osmotycznego. Jak wida¢, na ksztalt krzywych dla pecherzykow o
srednicy geometrycznej ponizej 50 nm wplywa gltéwnie modul zginania, podczas gdy
wartosci kata przylegania osiggane dla pecherzykow wiekszych niz 150 nm zalezg przede
wszystkim od przyjetego poczatkowego ci$nienia osmotycznego. Wyniki z modelowania
potwierdzaja, ze dla wickszych pecherzykow zatozenie o niezaleznosci kata od $rednicy
geometrycznej moze by¢ catkiem dobrze spetnione, podczas gdy dla matych pecherzy-

kow zaleznosé weale nie musi by¢ spetniona (analogicznie do danych eksperymentalnych

na rys. .
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Rysunek 28: Modelowany wykres zaleznosci « od §rednicy pecherzyka d&*°™ dla réznych
parametréow modelu. Krzywe A (czerwona) i B (niebieska) réznia sie tylko wartoscia
modutu zginania, B ma 10 krotnie wiekszy modul zginania. Krzywe A (czerwona) i C
(zielona) roznig sie wartoscia ci$nienia osmotycznego — C ma 10 krotnie nizsze ci$nienie.

Warto zauwazy¢, ze z wlasnosci modelu i wzoru [7] wynika, ze jesli wszystkie wartosci
k, Iy 1 v pomnozymy przez te samg wartos¢, to nie zmieni ksztaltu pecherzyk, ktory
minimalizuje wzor na energie swobodna (nie zmienia sie jego parametry H, R., «).
Natomiast sama wartosé¢ energii swobodnej zostanie pomnozona przez te warto$é. Za-
tem na podstawie ksztattu pecherzykéw mozemy probowaé wnioskowaé o wartosciach
parametru modelu, pamietajac, ze moga one by¢ pomnozone przez nieznana stata. W
nastepnym rozdziale zostanie przedyskutowany sposob odkrycia tej statej. Wartosci pa-
rametrow modelu przestawione na wykresie [28sa pogladowe (aby wyjasni¢ model) i nie

odpowiadaja fizycznym wartosciom.

12.4 Wykresy H/R,

Wprowadzony model nie opisuje pecherzyka jako doktadnie czasze sferyczna. Kat ze-
tkniecia z podlozem w modelu jest zawsze réwny zero. Wobec tego interpretacja kata
przylegania nie jest jasna. Kat a w pracy Ridolfi i in. (2020) (patrz wzor [6)) jest skompli-
kowang funkcja H i R.. Okazuje sie, ze podobny charakter zaleznosci od d5°°™ uzyskuje
duzo prostsza wielkos¢ H/R,., rowniez opisujaca ksztalt pecherzyka o znanej srednicy
geometrycznej. Sam parametr H/R. uzywany jest w badaniach, chociazby w Ye i in.
(2021)) i Piontek i Roos (2022), na ogol podawane jest w jakim zakresie sie znajduje.
Na wykresie pokazano zaleznos¢ H/R. od d#°™ dla tych samych pecherzykow co
na wykresie 23] Wida¢, ze wykresy H/R.(d®°™)maja bardzo podobny charakter do
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a(de°™). Dla H/R. tak samo jak przy kacie istnieje ograniczenie gorne. Kat przylega-
nia moze wynosi¢ maksymalnie 180°. Jesli pecherzyk traktowany jako czasza sferyczna
osiggnatby te warto$¢ kata przylegania, to znaczytoby wtedy, ze pecherzyk bytby kula
stykajaca sie¢ w jednym punkcie z podtozem. Natomiast H/R. moze wynosi¢ maksy-
malnie 2 w identycznym przypadku. Jako mniej skomplikowanego do analizy i bardziej
zrozumialego w interpretacji parametru uzyto wykresow zaleznosci H/R, od d®°™ do
poréwnania z modelem, cho¢ dla porzadku rowniez sprawdzono zaleznosé o od ds°°™.
Przeksztatcajac wzor 4] mozemy zauwazyé, ze jesli minimalna wysoko$é pecherzyka
wynosi Hpy,, to dla danej srednicy d8°™ minimalna warto$¢ H/R. = m
Ksztalt tej krzywej stanowi dolne ograniczenie dla punktéw na wykresie 29, w tym
wypadku przyjeto Hp;,, = 8 nm. Dla d®*°™ = H,;, dostajemy minimalng wartosé
H/R. =2, czyli jest to pecherzyk, ktory nie moze ulec rozptaszczeniu, lecz musi pozo-

stac¢ kulisty.

12.5 Dopasowanie parametré6w modelu do wynikéw ekspery-

mentu

Jako miare dopasowania modelu do danych uzyto nieskorelowanego wspotczynnika de-
terminacji (R?). Przyjmuje on wartoéci maksymalnie do wartosci 1, gdzie 1 to maksy-
malnie dobre dopasowanie. Pokazuje on jak dobrze model wyjasnia dane eksperymen-
talne.

Mozna go obliczy¢ za pomoca wzoru:
> (Y — )°

n

R*=1- -
i:l(yi - y)2

gdzie y; — dane eksperymentalne, y; — przewidywane dane modelu, ¥ — $rednia
wartosci danych eksperymentalnych (Scikit-learn, dostep 17-09-2025)).

Wartosci R? moga by¢ ujemne jesli samo zastosowanie $redniej jest lepsze niz do-
pasowana funkcja (licznik jest wtedy wickszy od mianownika). W dalszej czesci pracy
patrzono na same wartosci wieksze od zera i szukano takich parametréow modelu k,
[ i v, aby uzyska¢ jak najwigkszy R? z dopasowania zaleznosci H/R.od d&*°™ dla
modelowanych pecherzykéw o energetycznie optymalnym ksztatcie do punktow ekspe-
rymentalnych na ptaszczyznie d#°™-H/R,.

Poniewaz, jesli wymnozymy wszystkie parametry modelu przez te sama wartosé,

ksztalt pecherzyka sie nie zmieni (patrz rozdzial [12.3)), przedstawiono wyniki dopaso-
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Rysunek 29: Wykresy srednicy geometrycznej kata przylegania H/R,. od d&°™ dla pe-
cherzykow liofilizowanych z komorek PC3. A), B) i C) to odpowiednio wykresy dla
danych ,A”, B” i ,,C”. Im mniejsze wartosci srednicy geometrycznej, tym na ogot wiek-

sza wartos¢ H/R,.
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wania (rys. 30/A) przy stalym parametrze ¥ = 10mJ/m? i zmieniajacych si¢ x oraz Il
(na osiach k podzielone przez stala Boltzmanna (kp) wymnozona przez temperature
(T'), na drugiej osi Iy mierzone w kPa). Na tym rysunku czerwona kropka oznaczono
parametry dla ktorych model jest najblizej danych eksperymentalnych. Na poczatku nie
postawiono progu na wysoko$é¢, gdyz nie byto wiadomo, czy odciecie to nie bedzie mieé¢
zbyt duzego wktadu do wyboru najlepszych parametréw modelu. Jak sie jednak okazalo
nie zmienilo to istotnie wartosci dopasowanych parametréw modelu. Dla v = 10 mJ/m?
wynosity one w obu przypadkach k = 16 kgT i 11y = 64 kPa (w ramach przyjetej roz-
dzielczosci obliczen). Wykres z progiem wysokosci mozemy zobaczy¢ na rys. Aby
uzyskaé jeszcze bardziej doktadne wartosci parametrow « i Ilj, interpolowano wartosci
H i R. (wyliczone wczesniej na logarytmicznie rownomiernie roztozonej siatce dla pa-
rametréow x i Iy oraz liniowo réwnomiernie roztozonych wartosciach d&°™) i dla tych
nowych wartosci modelowanych pecherzykéw wyliczono R?. Wyniki dopasowania po in-
terpolacji przedstawiono na rys. Dla tej interpolacji najlepsza energie uzyskano dla
troche wyzszego k i nizszego 11y, wynoszacych odpowiednio k = 22 kT i II; = 58 kPa.
Jak mozna zaobserwowaé na wykresach [30A, i [32A, dla pecherzykow liofilizowa-
nych wyzsze wartosci R? mozna osiagnaé¢ dla w miare podobnych wartosci x natomiast
dla szerokiego przedziatu wartosci Ily (podtuzny pionowy ksztalt na wykresie )

Analogiczne badanie przeprowadzono dla liposoméw DOPC i DPPC, réwniez uzy-
skujac pionowy ksztalt maksimum okreslonego lepiej dla s niz dla II,. Dla DOPC
maksimum zostalo znalezione dla wartosci k = 25,6 kgT i Il = 57, 7TkPa (patrz rys.
33), natomiast dla DPPC maksimum zostalo znalezione dla wartosci k = 18,5kp T 1
Iy = 93,9kPa (patrz rys. [34)). Wartosci te zostaly dopasowane réwniez przy zalozeniu
v =10mJ/m?.

Czes¢ V
Badanie sztywnosci pecherzykow 1

wyznaczanie modulu zginania

Badanie wlasnosci nanomechanicznych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych jest istotne
z punktu widzenia zaréwno badan podstawowych jak i chociazby ich zastosowan jako

no$nikéw lekoéw. Wehtanianie przez komorki nanopecherzykéw zalezy nie tylko od ich
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Rysunek 30: Dopasowanie modelu do ztaczonych danych ,,A”, |B” i ,C” pecherzykow
liofilizowanych z komoérek PC3 bez zastosowania progu wysokosci. A) Macierz R? dla
roznych wartosci s oraz Il przy zalozeniu statej ¥ = 10mJ/m?. Czerwona kropka za-
znaczono model z maksymalnym R2. B) Wykres zaleznosci H/ R, od d&°™. Czerwonymi
gwiazdkami zaznaczono przewidywania dla najlepszego modelu (z maksymalnym R?).
Czerwong krzywa interpolowano wartosci miedzy tymi punktami.
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Rysunek 31: Wykresy A i B analogiczne jak na rys. |30| dla tych samych danych, tylko
ze zmienionym progiem wysokosci na 8 nm. Przerywanag linig zielong zaznaczono prog,
gdzie wysoko$é pecherzyka jest rowna 8 nm.
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Rysunek 32: Wykresy A i B analogiczne jak na rys. dla tych samych danych, z
tym samym progiem wysokosci, tylko macierz R? zostala uzyskana z interpolowanych
danych H i R, dla wiekszej liczby mozliwych wartosci x oraz Il,.
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Rysunek 33: Wykresy A i B analogiczne jak na rys. 32| dla liposoméw DOPC.
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Rysunek 34: Wykresy A i B analogiczne jak na rys. |32| dla liposoméw DPPC.

rozmiaru, ale tez od tego, czy sa bardziej lub mniej miekkie (Guo i in., 2018).

13 Krzywa spektroskopii sil

Do badania sztywnosci postuzyta krzywa uzyskana z powolnej spektroskopii sit (zwa-
nej czasem nanoindentacja — z ang. nanoindentation). W powolnej spektroskopii sit
naciskamy na pecherzyk znacznie wolniej niz ma to miejsce w zwyklym obrazowaniu
AFM. Przyktadowo naciskamy z czestotliwoscig 1 Hz w jakie$ jedno miejsce na probce,
czyli sonda opuszcza sie i podnosi w ciggu jednej sekundy. Dzieki temu mozna uzy-
ska¢ doktadniejsze krzywe, z mniejsza iloScig szumu czy drgan niz ma to miejsce, kiedy
wykonuje sie szybka spektroskopie sit metoda PeakForce QNM, dla ktorej typowa cze-
stos§¢ drgania sondy to 1-2 kHz. Niesie to jednak troche wad. W szczegdlnosci jest nia
ilog¢ czasu, ktora zuzywa sie na wykonanie spektroskopii. Drugim problemem moze by¢
trudnos¢ w doktadnym ustaleniu miejsca na obrazie AFM, w ktorym wykonywana jest
spektroskopia (ze wzgledu na ograniczong precyzje dzialania piezoelektryka przemiesz-
czajacego sonde poziomo). Uzywany sprzet do obrazowania Bruker Dimension Icon,
umozliwial ustawienie progowej sity do ktorej naciskany jest pecherzyk, ktora typowo
moze by¢ istotnie wicksza niz ta uzywana do obrazowania.

Pierwotnie rejestrowana jest krzywa opisujaca site dzialajaca na sonde wzgledem
przemieszczenia sondy, ktora zamieniana jest na krzywa opisujaca site wzgledem od-

legtosci sondy od probki. W trakcie naciskania na pecherzyk, dzwignia, na ktorej za-
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Rysunek 35: Schematyczne przedstawienie dziatania sondy na pecherzyk.

mocowana jest sonda ulega ugieciu. Nazwijmy to ugiecie u. Schematycznie zjawisko
to przedstawiono na rysunku Wedlug prawa Hooka zaktada sie, ze ugiecie to jest

liniowo proporcjonalne do dziatajacej sily i wyraza sie wzorem:

F, = k.u (8)

gdzie Fj to sita jaka dziata na sonde, k, to stala sprezystosci sondy, a u to ugiecie
dzwigni sondy.

Zgodnie z trzecia zasada dynamiki Newtona sila jaka dziata na sonde Fj jest rowna
sile, jakg sonda dziala na pecherzyk F),. Dla pecherzyka zakladajac analogicznie [, =
k,d, gdzie d to glebokos¢ weisniecia sondy w probke (ang. indentation), jest ona réwna
odleglosci sonda-probka wzietej z przeciwnym znakiem (patrz rys. . Ta glebokosé¢

jest rowna przemieszczeniu sondy Az od chwili, gdy dotkneta probki, minus ugiecie

Fs
ks

zmiana z krzywej sita-przemieszczenie sondy na krzywa zaleznosci sity od glebokosci

dzwigni 0 (czyli w sumie d = Ax — §). Ze wzoru |8 6 = +* 1 F, = F;, wigc finalnie

wcisniecia sondy w probke mozna uzyskaé¢ zmieniajac os odcietych wedtug wzoru:

0 =Az— Ly
ks
(poréwnaj wzor w Vorselen i in. (2020)).

Urzadzenie z ktorego korzystano podczas wykonywania spektroskopii sit (korzystano
z funkcji Point and Shoot) pozwala najpierw zeskanowa¢ obszar szybkim obrazowaniem
i obejrze¢ topografie, a nastepnie wybra¢ punkt lub zestaw punktéw w ktorych bedzie
robiona spektroskopia sil. Nietrywialnym problemem w nanoindentacji jest jednak tra-
fienie w pecherzyk, poruszamy sie przeciez w nanoskali. Podniesienie i opuszczenie sondy
sprawia, ze zawsze sie¢ ona troche przemie$ci. Nawet samo szybkie skanowanie, jesli za-

cznie sie je od gory, to po dotarciu do dotu i skanowaniu od dotu do gory, daje obraz
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Rysunek 36: Przyktadowy wyboér punktéow do spektroskopii sit z uzyciem funkeji Point
and Shoot wykonanych w programie Nanoscope. Obraz powstal z uzyciem szybkiego
skanowania. Bialymi krzyzykami zaznaczono miejsca, gdzie wykonano po6zniej spektro-
skopie.

lekko przesuniety. Nie jest wiec mozliwe doktadne stwierdzenie, czy na pewno uderzono
w pozadane miejsce (w tym wypadku w $rodek pecherzyka). Postanowiono wiec, aby
podobnie, jak opisano to w artykule Ridolfi i in. (2020), robi¢ spektroskopie w wielu
punktach umieszczonych na siatce prostokatnej (w przyblizeniu kwadratowe;)

Bialymi krzyzykami na rys. |36| zaznaczono punkty w ktorych byta pézniej wykonana
spektroskopia. Dzieki temu mozna byto zobaczy¢, ze w niektérych miejscach spektro-
skopia trafia w podtoze (krzywe byly bardziej pionowe), a w innych trafia w pecherzyk.
Wyrysowywano krzywe (uzyskane w miejscach bialych krzyzykow), aby zorientowaé
sie, gdzie dokltadnie lezy pecherzyk. Jak sie spodziewano, srodek pecherzyka, mimo wy-
brania go w srodku kwadratu w ktérym obrazowano, ostatecznie znalazt sie w innym
miejscu, niz wynikaloby to z obrazowania. Przyktadowo na rys. krzywe w gornej
czedci znacznie réznia sie nachyleniem od tych znajdujacych sie ponizej. Mozna wiec
przypuszczaé, ze w tym goérnym obszarze natrafiliSmy na pecherzyk. Widaé¢ wiec, ze
sonda przemiescita sie pionowo wzgledem wybranego obszaru troche inaczej niz zostato
to zaplanowane. Do dalszej analizy wybrano krzywsa, ktora jest najblizej srodka pe-
cherzyka (reprezentujaca najwieksza wysokosé pecherzyka liczac od punktu kontaktu
sondy z btona). Wybrana krzywa z rys. [37| mozna zobaczy¢ na rys. 40|

Aby uzyska¢ krzywe spektroskopii wykonywano w wybranym obszarze szereg na-
noindentacji (patrz biale krzyzyki na rys. , przy czym po jej wykonaniu w jednym
punkcie na siatce, sonda przesuwata sie do nastepnego punktu, w ktérym wykonywata

kolejny pomiar.
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Rysunek 37: Uzyskane spektroskopie dla wybranego obszaru w ktérym znajdowat sie
pecherzyk dla pecherzykéw liofilizowanych z danych ,B”. Mimo iz pecherzyk byt wy-
brany w srodku tego obszaru, z krzywych wynika, ze znajduje sie on na goérze. Widaé
to po tym, ze sita ro$nie wolniej, gdyz sonda natrafita na miekszy obszar, a nie od
razu na twarde podloze miki. Na zielono narysowano krzywe podejscia, na zoétto krzywe
odejscia.
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W analizie krzywej spektroskopii istotna i nietrywialng kwestia bylo wyznaczenie
poziomu zerowej sily (na osi pionowej), jak rowniez punktu kontaktu sondy z pecherzy-
kiem (na osi poziomej). Aby wyznaczy¢ punkt kontaktu, najpierw brana byta potowa
punktéw od poczatku krzywej, gdzie sonda jeszcze nie dotyka do pecherzyka. Z tych
punktow (stanowiacych obszar odniesienia) liczone byto odchylenie standardowe, a na-
stepnie sprawdzane byto w ktérym momencie sonda przekracza trzykrotnosé odchylenia
standardowego. Aby znalez¢ zero sprawdzano wartosé srednia na odcinku, gdzie sonda
jeszcze nie dotyka pecherzyka i odejmowano te srednia od sity. W niektoérych przy-
padkach zdarzalto sie, ze pojawiat sie trend rosnacy, badz malejacy. Ten trend réwniez
odejmowano od danych, najpierw dopasowujac prosta do wartosci z obszaru odniesienia.
Analogiczne podejscie w znajdowaniu zer zastosowano w artykule Offroy i in. (2020)).

Trzeba dodaé, ze w analizie krzywych spektroskopii ostatecznie postuzono sie nieco
inng kalibracja statej sprezystosci sondy niz ta, ktorg dostarczato oprogramowanie mi-
kroskopu. Przyjeto, ze przy spektroskopii sit wykonanej na czystej mice, krzywa po-
winna dazy¢ do prawie pionowej — i na tej podstawie zmodyfikowano stata sprezystosci

sondy.

,» »

14 Sztywnosé

Przy badaniu réznych materialéw najczesciej zaktada sie nieliniows zaleznosé sity od
gltebokosci weisniecia (indentacji) sondy. Czesto w modelach stosuje sie proporcjonal-
nos¢ sity do indentacji w potedze 3/2 lub 2. Przyktadowo model Hertza (rozwiniety
przez Sneddona) w zaleznosci od ksztaltu koncowki sondy zaklada wtasnie takie potegi
(Kontomaris, Malamou i Stylianou, 2022)). Jego zastosowanie jest bardziej odpowiednie
dla twardych obiektow (Tang i in., [2020)). Dzieki temu modelowi mozliwe jest wyzna-
czenie modutu Younga. W stosunku do komoérek i pecherzykow lipidowych jednym z
pomystéw na opisanie ich reakeji na wciskanie sondy jest model Canhama-Helfricha w
ktorym zaleznosé sity od indentacji jest liniowa (Tang i in., 2020; Ridolfi i in., 2020).
W praktyce zwykle tylko fragment krzywej jest liniowy dla matych gltebokosci weisnie-
cia. Wowczas tangens nachylenia liniowego fragmentu krzywej okresla sie sztywnoscia
i oznacza litera k, przez analogie do stalej sprezystosci sprezyny. Sztywnosé ta jest za-
lezna od szeregu réznych czynnikoéw, warunkéw w jakich sie znajduje pecherzyk, czy

chociazby samej wielkosci pecherzyka.
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14.1 Uzyskane spektroskopie pecherzykow

Jak podaje Vorselen i in. (2020)), w pecherzykach zewnatrzkomoérkowych na krzywej
zaleznosci sity od glebokosci wcidniecia powinno by¢ widaé¢ dwa przebicia warstwy li-
pidowej. Te miejsca przebicia mozna poznaé¢ po spadku sity po przebiciu przez btone.
Jednak w danych uzyskanych na potrzeby niniejszej pracy na ogoét nie byto widaé po-
dwdjnego przebicia btony. Podobne zachowanie mozna zobaczy¢ na wykresach peche-
rzykow zewnatrzkomorkowych w pracy Ye i in. (2021). Autor uwaza, ze moze by¢ to
spowodowane docisnieciem warstw i przebiciem obu na raz. Jest to prawdopodobna
wersja, ktora by¢ moze zaszta réwniez w uzyskanych w naszym zespole danych. Tym
bardziej jest to prawdopodobne ze wzgledu na to, ze uzywana sonda (chociaz wymiarow
poréwnywalnych do tych w Vorselen i in. (2020)) byla ostro zakonczona i wbijata sie
latwiej (jak ,igla”) w pecherzyk przebijajac od razu dwie warstwy. Jednak aby to po-
twierdzi¢ niezbedne bytoby ponowne uzyskanie spektroskopii sit z mniej ostra koncowka
sondy.

Warto rowniez zauwazy¢, ze czesto przebicie miato miejsce dla réznej wartosci sity.
Szczegodlnie widac to jak poroéwna sie liposomy uzyskane sztucznie wytworzone w naszym
zespole z dwoch roznych lipidow: DPPC oraz DOPC (patrz rys. 38). Dla wytworzonych
z DPPC, ktoére powinny by¢ sztywniejsze niz te z DOPC, nie wida¢ byto wyraznego
przebicia nawet dochodzac do sity 10 nN i by¢ moze sonda wciskajac pecherzyk nie
osiggata kontaktu z podtozem. DPPC w temperaturze pokojowej wystepuje w fazie ze-
lowej, podczas gdy DOPC w fazie ptynnej. W zaleznosci od typu pecherzyka przebicie
wystepowato dla mniejszych lub wiekszych wartosci sity. Podobne zachowanie mozna
zauwazy¢ w pracy Saavedra V. i in. (2020)), gdzie przebicie za pomoca sondy o po-
dobnym promieniu krzywizny (10 nm) ostrza z azotku krzemu dla warstw lipidowych
zbudowanych z DOPC wystepowalo dla wartosci sity do 5 nN (ze $rednig ok. 2,5 nN),
a dla DPPC miedzy 15 a 25 nN (ze $rednia ok. 18 nN). W niniejszych badaniach nie
uzywano az tak duzej sity i dla liposoméw z tego ostatniego lipidu nie zaobserwowano
wyraznego przebicia. Aby potwierdzi¢ hipoteze, ze przebicie ma miejsce dla wiekszych
wartodci sity, wymagane jest przeprowadzenie ponownie spektroskopii dla liposoméw
DPPC dla wigkszych wartosci sity.

Na rys. 39| przedstawiono jedng spektroskopie sit dla liposomu DOPC, ktora wydaje
sie pasowaé¢ do opisu oddziatywania sondy z pecherzykiem majacym podwojng blone
lipidowa. Widaé¢ na nim podwdjne przebicie btony, w odleglosci ok. 5 nm jedno od dru-

giego. Jednak ten pecherzyk wydaje sie w tym miejscu bardzo niski. Prawdopodobnie
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Rysunek 38: Spektroskopia liposomu z DOPC (A) i DPPC (B). Na A wida¢ przebicie
przez blone liposomu przy ok. 2 nN. Dla DPPC nie zostatlo zaobserwowane wyrazne
przebicie, cho¢ byé moze nastgpito ono dla ok. 4 nN. Na czerwono zaznaczono fragmenty
krzywych wykorzystane do oszacowania sztywnosci.

pecherzyk nie zostal tu nacisniety na srodku, tylko gdzies na brzegu. Rysunek ten zostat
przedstawiony jako dos¢ rzadki w moich danych przyktad wyraznego przebicia najpierw
gornej, a pozniej dolnej czesci blony.

Ye iin. (2021) w swojej pracy zwracaja uwage, na pare rejonéow krzywej spektrosko-
pii sity przeprowadzanej na pecherzykach. Przedstawia, ze najpierw sonda naciska na
pecherzyk, nastepnie tworzy sie wigzanie sondy z lipidami btony, p6zniej sonda przebija
btone pecherzyka, nastepnie wbija sie w pierwsza, potem w druga btone i dociska obie
warstwy do podtoza. W swoich krzywych obserwuja najpierw mocniej rosnaca krzywa, a
nastepnie wolniej. Jest to przeciwne zjawisko do zaobserwowanego w przedstawianych
w niniejszej pracy spektroskopii (patrz rys. , gdzie po poczatkowym wolniejszym
wzroscie sily, sita na ogoét zaczyna rosnaé szybciej.

Wartosci sztywnosci wyznaczono dla pierwszego liniowego obszaru. W wickszosci
obserwowano dwa w miare linowe obszary (patrz rys. . Niestety mimo wykonania
wielu spektroskopii, niewiele nadawato sie do dalszej analizy. Czesto problemem byty
wystepujace szumy, brak widocznego przebicia btony pecherzyka, brak wyraznego li-
niowego obszaru do ktorego mozna dopasowaé sztywnos$é lub nietrafienie w region z
pecherzykiem. Zeby moc powiedzie¢ o typowej sztywnosci lub analizowaé¢ doktadniej
réznorodnos¢ wynikéw, potrzeba wiecej krzywych. Uzyskanie ich jest jednak bardzo
czasochlonne, a w niniejszej pracy skupiono sie bardziej na metodologii i modelowa-
niu w kontekscie sztywnosci i wyznaczania modutu zginania. Niezbedne jest uzyskanie

wiekszej liczby danych spektroskopii pecherzykow, aby moc dobrze przetestowaé prezen-
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Rysunek 39: Podwojne przebicie btony lipidowej liposomu DOPC przy ok. 1 nN.
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Rysunek 40: Spektroskopia sil pecherzyka liofilizowanego z danych ,B” uzyskana z na-
noindentacji. Linia niebieska zaznaczona krzywa podejscia (kiedy sonda zbliza sie do
pecherzyka), natomiast linia pomaranczowa narysowana jest krzywa odejscia (kiedy
sonda oddala sie od pecherzyka). Czerwona i zielong linig zaznaczono pierwsze i drugie
liniowe dopasowanie. Dla pierwszej czerwonej linii uzyskano sztywnosé réwna 0, 052 %,
natomiast dla fragmentu zaznaczonego zielona linig 0, 176 %
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Tabela 8: Wartosci sztywnosci oraz parametrow geometrycznych pecherzykow liofilizo-
wanych dla danych ,A” i ,B”. d®°™ to Srednica pecherzyka swobodnie ptywajacego w
cieczy (wyliczenie patrz rozdzial , Hgpertro to wartos¢é wysokosci ze spektroskopii sit
atomowych, H,,, to wysoko$¢ wyliczona z obrazéw topograficznych na mikroskopii sit

atomowych.
sztywnos¢ k [N/m| | d&°™|nm| |  Hgpektro (D] Hopy [nm]
ze spektroskopii | z obrazowania
Pecherzyk 1. 0.059 50,6 38,5 16,9
z danych ,,A”
Pecherzyk 2. 0.052 120,2 70,7 25,9
z danych ,,A”
Pecherzyk 3. 0.032 46,3 30,3 16,1
z danych ,B”
Pecherzyk 4. 0.031 122,7 33,9 11,6
z danych ,B”

towany w niniejszej pracy model. Przyktadowe wyniki przedstawiono w tabeli[§ Przed-
stawiono tam dwa wieksze i dwa mniejsze liofilizowane pecherzyki zewnatrzkomoérkowe
z komorek nowotworowych PC3. Wartodci sztywnosci wynosity miedzy 0,031 % a 0,059
%. W literaturze dla tego typu pecherzykéw nie znaleziono wyznaczonej sztywnosci,
natomiast poréwnujac do wartosci innych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych w pracy
Ridolfi i in. (2020), czy w przegladowej pracy LeClaire, Gimzewski i Sharma (2021)
sa podobne co do rzedu wielkosci (przytaczane wartosci srednie znajdowaly sie miedzy
0,011 X a 0,049 X).

Zaobserwowano, ze warto$ci wysokosci pecherzykéw uzyskane ze spektroskopii sa
wyzsze niz te uzyskane z obrazéw topograficznych powierzchni (patrz tabela. Bardzo
podobne spostrzezenie przekazuja Ye i in. (2021) twierdzac, ze badane przez nich wyso-
kosci pecherzykow zewnatrzkomorkowych uzyskane ze spektroskopii byly o 19 + 6 nm
wyzsze niz te z obrazéw topograficznych. Jest to tym bardziej niepokojace, poniewaz
moéwimy o bardzo matych pecherzykach jakimi sa pecherzyki zewngtrzkomorkowe. Efekt
ten moze bowiem wplynaé znaczaco na wyliczenie Srednicy geometrycznej pecherzyka.
Ma to wpltyw szczegdlnie do problemu opisanego w rozdziale gdyz zaktadajac to,
ze wysokosé pecherzyka jest zanizona, mozna ustawi¢ nizszy prog wysokosci, ktory spo-
wodowalby mniejsze odciecie na wykresach (poréwnaj rys. z progiem wysokosci z rys.
bez progu wysokosci). Rodzi to rowniez pytanie, czy wartosci wysokosci wyznaczone
ze spektroskopii mozna uzywaé w zastosowanym modelu? Oraz z czego wynika taka

roznica, ktora zaréwno w przedstawionych wynikach jak i u Ye i in. (2021) jest dos¢
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duza? Poniewaz model byt dopasowywany do danych pochodzacych z szybkiego obra-
zowania, zdecydowano sie na uzycie wysokosci obliczonej na podstawie obrazu. Rodzi
to niestety dodatkowy problem, gdyz nie ma wtedy 100% pewnosci, ze trafiony zostal

pecherzyk, ktory sie wybrato (znajdujacy sie w wybranym kwadracie).

15 Model pecherzyka wcisnietego

15.1 Tworzenie pecherzyka i naciskanie

Przy tworzeniu modelu wcisnietego pecherzyka zatozono, ze koricowka sondy, ktora na
niego naciska, jest ksztattu kuli o promieniu réwnym R,;. Poniewaz w badaniach eks-
perymentalnych koncéwka sondy miala nominalny promien krzywizny réwny 10 nm
(chociaz prawdopodobnie inny ksztalt) w przedstawionych wynikach modelu réwniez
uzyto tej wartosci. Zatozono, ze wcisniecie sondy powoduje powstanie na goérze w srodku
w pecherzyku dotka o ksztalcie i promieniu krzywizny sondy (patrz czerwony obszar na
Tys. . Aby to uzyska¢ dodano dodatkowe dwa wycinki okregow (wiec i dwa dodat-
kowe wezly, zaznaczone kolorem pomaranczowym na rys. [42B). Poréwnanie pecherzyka
,stacjonarnego” przyczepionego do podtoza do tego samego pecherzyka, ale wcisnietego,
przestawiono na rys. Podobnie jak byto to dla modelowania stacjonarnego ksztattu
pecherzyka przyczepionego do podtoza, model wcisnietego pecherzyka jest tworzony
tak, aby minimalizowal energie swobodna ze wzoru [7]i aby jego pole powierzchni byto
rowne polu powierzchni swobodnie plywajacego kulistego pecherzyka o zadanej sred-
nicy d#°™ (patrz rozdzial . W praktyce optymalizacja pozostalych weztéw poza
drugim liczac od $rodka dodanym weztem byta potrzebna tylko niewielka gdyz mody-
fikowano pecherzyk juz optymalny. Dobér polozenia pierwszego od srodka dodanego

wezta wynikal jednoznacznie z glebokosci weisniecia sondy i promienia krzywizny R;.

15.2 Modelowanie spektroskopii sit

Zamodelowano jak zmienia sie¢ energia swobodna po coraz mocniejszym wcisnieciu pe-
cherzyka. Nastepnie dokonano interpolacji krzywej F/(J) miedzy punktami, dla ktorych
obliczono wartosci energii, za pomoca fragmentow funkcji kwadratowych sklejonych
w danych punktach z warunkiem gladkiej pierwszej pochodnej. Uzyto do tego funk-
cji CubicSpline z pakietu scipy.interpolate w jezyku Python. W ten sposob znaleziono

przyblizong warto$¢ pochodnej w kazdym z tych punktéow, ktora jest rowna wartosci
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Rysunek 41: Modelowanie wci$niecia pecherzyka przyczepionego do podtoza. Czerwo-
nym kolorem zaznaczono miejsce styku sondy o promieniu R;. Przedstawiono wciéniecie
sondy na odleglo$¢ §. Szarym kolorem przedstawiono sonde. Sita F' ma ilustrowaé, ze
pecherzyk byt wciskany przez sonde.
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Rysunek 42: A) Pecherzyk przyczepiony do podtoza. Czerwonymi kropkami zaznaczono
wezty pomiedzy kolejnymi odcinkami okregow. B) Weisniety sondg o promieniu krzy-
wizny 10 nm pecherzyk przyczepiony do podtoza. Na pomarariczowo zaznaczono do-
datkowe wezly, ktore nie wystepowaty w A.
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Rysunek 43: Modelowanie wciskania dla pecherzyka o srednicy 40 nm. A) Przykladowy
pecherzyk o srednicy 40 nm. B) Zaleznos¢ energii od wglebienia sondy §. C) Zaleznosé
sity od 0. Wybrane wartosci parametrow modelu &, Ily i 7, a co za tym idzie wartosci
sity i energii w tym wypadku nie oddaja jeszcze wartosci, ktore moglty panowaé podczas
przeprowadzonego eksperymentu.

sity F(0). Przyktadowy wynik dzialania modelu weciskajacego pecherzyk mozna zoba-
czy¢ na rys. Jak wida¢, model prezentuje w przyblizeniu liniowa zaleznosé¢ sity od
wcisniecia (rys. ) Jak sie wydaje, nie catkiem liniowe utozenie punktéw na prostej
moze by¢ wynikiem niedoskonatego algorytmu optymalizacji. Na wykresie wartosci sity
sa nierealnie duze, co wynika z dobranych parametrow modelu «, IIy i 7, ktore jak
opisano w rozdziale jesli pomnozone zostana przez te sama warto$¢, nie zmienia
ksztaltu pecherzyka, ale wymnoza energie (co za tym idzie rowniez site) przez te war-
tos¢é. Omowienie znajdowania fizycznych wartosci na podstawie poréwnania modelu i

wynikow eksperymentu przedstawiono w nastepnym rozdziale.

16 Wyznaczenie modulu zginania

Jak przedstawiono we wzorze [7|modut zginania (k) jest wspotezynnikiem proporcjonal-
nosci we wzorze na energie potencjalna krzywizny elementu powierzchni dA. Opisuje
on, jak trudno zgiaé¢ btone pecherzyka. Im mniejsza wartosé modutu zginania, tym pe-
cherzyk ma wicksza tendencje do zginania swojej blony i rozptaszczania sie¢ na podtozu
w wyniku przyciaggania. W odréznieniu od sztywnosci (k) nie zalezy on od wielkosci
pecherzyka, ale maja na niego wpltyw wlasnosci btony pecherzyka. Jest wiec wartodcia,

ktora moze charakteryzowaé¢ dany typ nanopecherzykow lipidowych.
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16.1 Wyznaczanie modulu zginania we wspétczesnych bada-

niach

Obecnie dominujaca metoda wyznaczania modutu zginania pecherzykow jest procedura
opisana w artykule Vorselen i in. (2020). Jest to metoda bardzo czasochtonna. Bazuje
ona na analizie spektroskopii sit pecherzykéw. Podejscie to korzysta z silty wigzania F;
(ang. tether force) sondy do btony pecherzyka. Jest to sita, ktéra mozna zaobserwo-
waé przy odchodzeniu sondy, czesto woéwcezas tworzy sie taricuch lipidowy taczacy btone
lipidowsa z koncowka sondy znajdujaca sie juz ponad pecherzykiem. Mozna te site zaob-
serwowaé na krzywej odejscia przez to, ze sita po oddaleniu od pecherzyka nie schodzi
od razu do zera, dopiero w pewnej odlegltosci wida¢ gwaltowny powrot do zerowej sity
(patrz F; na rys. , ktory przedstawia uzyskang spektroskopie pecherzyka liofilizo-
wanego z komoérek PC3). Autorzy Vorselen i in. (2020) stwierdzaja, ze sila wiazania
wedlug jest rowna F, = 2mv/20k, gdzie o to naprezenie blony, a x to modul zginania.
Natomiast z réwnania Younga-LaPlace’a AIl = 20 R, !, gdzie AIl to réznica ciénient
osmotycznych na zewnatrz i wewnatrz pecherzyka, R. to promieni krzywizny peche-
rzyka przyczepionego do podloza. Laczac te dwa wzory ze soba Vorselen i in. (2020))
otrzymuja AIl = F?(4nR.x)~t. Podejscie to polega na znalezieniu takich wartosci k,
aby punkty na wykresie znormalizowanego modutu zginania i ciSnienia znalazty sie jak
najblizej krzywej teoretycznej wyznaczonej przez model numeryczny opisany w Vorse-
len i in. (2017)). Jest to model numeryczny opisujacy wzajemna zaleznosé sztywnosci,
ciSnienia osmotycznego i modutu zginania. Energie wcisnietego pecherzyka wylicza za
pomoca opracowanego modelu komputerowego, w ktérym opisuje konicowke sondy jako
ksztaltu paraboloidy (w mojej pracy stosowana jest kula) i nie uwzglednia przyciaga-
nia podloza. Podejscie to wymaga do$é¢ duzej proby pecherzykéow z wyznaczonymi ich
promieniami krzywizny R, i znalezionymi warto$ciami F;. Nie zawsze jednak wida¢ tak
wyrazne F; jak przedstawione na rys. [44B. Czasami pojawia si¢ nie jeden ,schodek”,
a wiecej. Ridolfi i in. (2020) réwniez zwrocit uwage na to, ze nie zawsze wyznaczenie
F, bylo tatwe oraz ze podejscie przedstawione w pracy Vorselen i in. (2020)) jest po-
dejsciem bardzo czasochtonnym. W niniejszej pracy nie sprawdzono tego podejscia ze
wzgledu na zbyt mata liczbe krzywych spektroskopii, ktore byty charakterystyczne dla
pecherzykow, i nie uzyskano by dobrej statystki, ktora w wypadku opisanej wyzej me-
tody jest catkowicie niezbedna do wykonania jakichkolwiek obliczen. Ciekawe bytoby w

przysztosci poréwnanie obu metod wyznaczania k.
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Rysunek 44: Przykladowa krzywa spektroskopii sit podejscia i odejscia dla pecherzyka
liofilizowanego komoérek PC3. A i B prezentuja te sama krzywa. Na niebiesko zaznaczono

krzywa podejscia, na pomaranczowo krzywa odejscia. Na B zaznaczono sile wiazania
F;.

16.2 Wyznaczenie modutu zginania korzystajac z modelu

W naszym wypadku mamy do dyspozycji duza statystyke ksztattéw pecherzykow uzy-
skana na podstawie obrazowania, natomiast dysponujemy mocno ograniczona liczba
prawidlowych spektroskopii. Ponizej zostanie przedstawiona procedura, ktéra moze po-
zwoli¢ na oszacowanie modutu zginania nawet na podstawie tylko jednej spektroskopii,
przy posiadaniu wyzej opisanych danych z obrazowania. Zal6zmy, ze dla danego eks-
perymentu z obrazéw uzyskanych z AFM mamy wyznaczone parametry geometryczne
pecherzykow takie jak ich wysoko$é i promien krzywizny oraz wyliczona na tej podstawie
srednica geometryczna. Dane te mozna zebraé z szybkiego skanowania sonda wickszego
obszaru, co odbywa sie duzo szybciej niz wykonywanie spektroskopii sit. Z jednego ob-
razu uzyskuje sie w zaleznosci od gestosci pecherzykéw na mice, kilka lub kilkanascie
pecherzykow. Natomiast ze spektroskopii w jakims obszarze mozna raczej powiedzie¢ o
jednym pecherzyku (pod warunkiem, ze sie go trafi). Z takiej statystyki mozna za po-
moca metody opisanej w rozdziale [[2.5 wyznaczy¢ najbardziej prawdopodobne wartosci
Kmod, Ymod 1 Homoa z doktadnoscia do staltej przez ktora trzeba je przemnozy¢. Ale jak
znalezé te stalg? Mozna w tym celu skorzystaé¢ z pojedynczej spektroskopii pecherzyka
na ktorej wyznaczona zostanie sztywnos¢ Keksp, poprzez dopasowanie liniowego obszaru
do krzywej spektroskopii. Nastepnie dla modelu z wyznaczonymi wczesniej parame-
trami Kmod, Ymod 1 Hlomod zOstanie wyznaczony pecherzyk modelowy, ktory ma $rednice

geometryczng taka, jak ten z eksperymentu. Poprzez symulacje wciskania przy para-

83



metrach modelu Kpmod, Ymod 1 Homoa Wyznaczona zostanie jego sztywnosé kpoq. Wartosé
Keksp jest porownywana do kmeq 1 Wyznaczana jest stala, przez ktorg trzeba by pomno-
2y¢ Kmod, aby sztywnos¢ modelowanego pecherzyka byla réwna sztywnosci zmierzonej
w eksperymencie.

Procedura wyznaczania modutu zginania x mogtaby wyglada¢ nastepujaco:

1. Z obrazow AFM wyznaczy¢ Srednice geometryczne d°™ i wartosci H/R. dla

wszystkich dobrze zobrazowanych pecherzykow.
2. Zrobi¢ diagram zaleznosci H/R.(d%*°™) z danych eksperymentalnych.

3. Przy zaltozeniu dowolnej arbitralnej wartosci parametru v,04, znalezé pare po-
zostalych parametréow modelu (Kmod, Homoa) dla ktorych zaleznosé H/R.(d®™)

uzyskana z modelu pasuje najlepiej do danych eksperymentalnych.
4. Ze spektroskopii sit AFM wyznaczy¢ staly sprezystosci kexsp pecherzyka.

5. Z symulacji spektroskopii sit w modelu wyznaczy¢ stata sprezystosci kyoq peche-

rzyka w warunkach opisanych parametrami (Kmod, Ymods Homod)-
6. Modul zginania x dla tego pecherzyka wynosi £ = Kmod * Keksp/Fmod-

7. ... punkty 4, 5, 6 powtorzy¢ dla wielu pecherzykow.

Jakie zalety niesie to podejscie wzgledem podejscia omoéwionego w [I6.1]7 Za-
uwazmy, ze w tamtym podejsciu do wyznaczenia modutu zginania x niezbedne jest
posiadanie duzej liczby spektroskopii sit dla pecherzykow, dla ktérych wyznaczone
zostanie Fy, ki R. (Vorselen i in. (2020) wskazuje na minimalna liczbe 50). Na-
tomiast w przedstawionym podejéciu wstepne wartosci k sa okreslane, natomiast
sztywnosé k ze spektroskopii stuzy znalezieniu statej kalibracyjnej przez ktora zo-
stanie wymnozona k. Oczywiscie im wiecej pecherzykéw bedzie mialo zbadana
sztywnosé, tym doktadniej bedzie mozna wyznaczy¢ stalg kalibracyjna. Dlatego
robiono réwniez spektroskopie samej miki z APTESem. Warto zwrécié uwage,
ze razem z wyznaczeniem modutu zginania pecherzykow, zostaja tez wyznaczone
pozostate dwa parametry — ci$nienie osmotyczne swobodnie ptywajacego peche-
rzyka oraz wspolczynnik adhezji do podtoza. Metoda ta zaktada, ze wszystkie
badane pecherzyki sa tego samego rodzaju — majg wiec podobne wartosci pa-

rametrow (k, 7y, Ilp). Jesli na podstawie geometrii mozna byloby sadzi¢, ze mamy
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do czynienia z réznymi rodzajami badanych obiektow, nalezatoby je odseparowaé

przed przeprowadzeniem obliczen.

16.3 Znaleziony modul zginania

Zgodnie z procedura opisana w poprzednim rozdziale [16.2] wyznaczono modul zgi-
nania dla pecherzykow liofilizowanych z komorek PC3 przedstawionych w rozdziale
Aby uzyska¢ wartosci poczatkowe parametréow modelu (ktore potem sa przeska-
lowane), skorzystano z wartosci przestawionych na wykresie : zalozono ymoq = 10
mJ/m? i wyznaczono optymalne wartosci (kmoqa = 21,8 kgT, Ipmoa = 57,7 kPa). Dla
pecherzykow, ktorym udato sie zrobi¢ spektroskopie sil, wyznaczono ich $rednice geo-
metryczng i zakladajac powyzsze parametry modelu wyznaczono kp,.q. Nastepnie po-
rownano warto$ciami sztywnosci wyznaczone z modelu z tymi wyznaczonymi ze spek-
troskopii, aby uzyskaé¢ ostateczne wartosci k. Dla tych pecherzykow wyliczono wartosé
srednia k = (22,98 £7,35) kg T. W literaturze nie znaleziono wartosci dla pecherzy-
kow zewnatrzkomorkowych z komorek nowotworowych prostaty PC3. Natomiast dla
innych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych wartosci znajdowaly sie na ogét miedzy 13
a 33 kT (Ye iin., [2021}; Sorkin i in., 2018; Stridfeldt i in., 2025, Vorselen i in., 2018)
co bytoby dos¢ zgodne z uzyskanymi wynikami, a w kazdym wyszed! podobny jak tych
przedstawionych w literaturze.

Mozna zauwazy¢, ze znajac k£ 1 Fy; mozna obliczy¢ AIl (réznice cisnienn osmotycz-
nych na zewnatrz i wewnatrz pecherzyka) korzystajac z opisanego w rozdziale m
wzoru AIl = F? (47 R.x)~!. Obliczono te warto$¢ dla pecherzyka nr 1, dla ktorego aku-
rat udalo sie zmierzy¢ F;, i uzyskano AIl =~ 173 kPa. W naszym podejsciu roéznice
cisnienn osmotycznych mozna wyliczy¢ jako AIl = Ig(Vo/V — 1) =~ 63 kPa, co jest war-
toscig ok. 3 razy mniejsza. Warto jednak zaznaczy¢, ze przedstawiona w tym rozdziale
metoda znajdowania k i Ily, jak mozna zobaczy¢ na wykresie dla prezentowanych
danych wyznacza duzo doktadniej wartos¢ « niz Iy, co ma wpltyw tez na niedoktadnosé
wyznaczenia All.

Uzyskane wartosci k, v 1 All sa podobnego rzedu wielkosci jak rozwazane w pracy
(Tang i in., 2020). Jest rzecza pewna, ze nie sa to wartosci doktadne, zachecajace jest
jednak stwierdzenie, ze zastosowanie zupetnie nowego podejscia do obliczen nie spowo-
dowato uzyskania wynikow istotnie odbiegajacych od tych, ktore zwykle sa uzyskiwane
innymi metodami.

Na koricu tabeli[9] zostaly dodane wartosci parametréow wyliczone dla pojedynczych
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Tabela 9: Wyliczone z modelu wartosci «, vy, I1

sztywnosé | d&e™ K K v I, All
k [N /m)] [nm| | [k T] | [1072° J] | [mJ/m?] | [kPa] | |kPal
eksperyment
Pecherzyk 1. 0,059 50,6 | 25,11 10,4 11,5 66,27 | 63,41
z danych A"
Pecherzyk 2. 0,052 120,2 | 33,33 13,8 15,3 87,98 | 106,51
z danych A"
Pecherzyk 3. 0,032 46,3 | 13,11 5,43 6,0 34,61 | 30,70
z danych ,B”
Pecherzyk 4. 0,031 122,7 | 20,37 8,43 9,3 53,77 | 65,30
z danych ,B”
Liposom DOPC 0,008 83,1 | 5,03 2,08 1,96 11,28 | 13,28
Liposom DPPC 0,091 129,8 | 57,14 23,66 30,8 288,60 | 277,33

liposoméw DOPC i DPPC, dla ktérych wydawalo sie, ze udato sie uzyskac¢ akceptowalna
spektroskopie. Jednak ich doktadnos¢ jest bardzo watpliwa, poniewaz w ogole nie udato
sie uzgodni¢ wysokosci uzyskanych na podstawie obrazowania z tymi, ktére wynikalyby

ze spektroskopii.

17 Dyskusja

W tej czesci zaproponowano metode wykorzystania poréwnania modelowania spektro-
skopii sit z eksperymentalng spektroskopia. Wyliczone wartosci parametréw mechanicz-
nych pecherzykéw mozna traktowac tylko jako pogladowe. Trudnosci eksperymentalne
okazaly sie wprowadza¢ bardzo duze ograniczenia do zastosowania w praktyce tej me-
tody.

Jedna jak sie wydaje bardzo istotna trudnoscia jest niedopasowanie wysokosci pe-
cherzykow uzyskiwanych z obrazowania i ze spektroskopii. Fakt ten spotykany jest tez
w literaturze Ye i in. (2021) i wymaga z jednej strony zrozumienia skad sie to bierze,
z drugiej strony znalezienia skutecznego rozwigzania. Jednym z mozliwych wyjasnien
mogloby byé to, ze obszar na obrazie traktowany jako podtoze, jest czesto pokryty
lipidami nie wchodzacymi w sktad pecherzykéw, ale wywolujacymi pozorne obnizenie
pecherzykow. Charakterystyczne dla krzywych spektroskopii wykonanych na podlozu,
przy uwzglednieniu sprzetowej kalibracji sondy, jest to ze krzywa ta jest pochylona, a

nie pionowa jak mozna by sie spodziewaé¢ dla zetkniecia sondy z twardym podtozem
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mikowym. Jest to jednak tylko hipoteza, ktora tez nie jest oczywista.

Zastosowany model ma wiele ograniczen. Pierwszym z nich jest przyjecie a priori,
ze ci$nienie poczatkowe w swobodnie plywajacym pecherzyku jest jednakowe jak oto-
czenia. W wypadku liposoméw moze by¢ to catkiem uzasadnione ze wzgledu na proces
ich wytwarzania (zawieraja te sama ciecz, w ktorej ptywaja). Ale dla innych pecherzy-
kow jest to tylko przyblizenie, ktore w dalszej pracy nad rozwojem modelu nalezaloby
usuna¢. Oczywiscie w modelu nie zostala uwzgledniona nigdzie grubo$é btony, jak row-
niez jej hipotetyczna rozciagliwo$é. Rowniez przedmiotem dyskusji jest przekonanie,
ze w trakcie indentacji pecherzyka woda jest w stanie przeniknaé¢ przez blone podiprze-
puszczalna. Stridfeldt i in. (2025) uwaza, ze czas na zajscie tego zjawiska powinien by¢
traktowany jako duzo dtuzszy. Niemniej model Vorselen i in. (2017)) zaktada, ze czas
robienia pojedynczej spektroskopii jest wystarczajaco dtugi.

Zaproponowana metoda wydaje sie dziata¢ w sytuacji, gdy czes¢ pecherzykow jest

bardzo mata. Jest to réwniez duze ograniczenie dla tej metody.

Czes¢ VI
Uwzglednienie poruszania si¢

pecherzykéw w cieczy

18 Poréwnanie Srednic geometrycznych i hydrodyna-

micznych

Omawiane w niniejszej pracy pecherzyki sa zbyt male, aby mozna bylo zobaczy¢ je
pod zwyklym mikroskopem optycznym — sa one mniejsze niz dtugo$é fali swiatta
widzialnego. Aby zobaczyé¢ ich strukture, czy chociazby rozmiar, trzeba postuzyé sie
innego rodzaju metodami, ktore de facto rekonstruuja ich wtasnosci. Trzeba zdawaé so-
bie sprawe, co doktadnie mierzg dane urzadzenia, zeby mozna byto powiedzieé¢, jaki jest
faktyczny rozmiar danego typu pecherzykow. Srednica bowiem jest jedna konkretna, a
jednak korzystajac z roznych metod uzyskiwane wartosci potrafia sie znaczaco od siebie
rozni¢. Jedng z klasycznych metod pomiaru rozmiaru matych pecherzykéw zewnatrz-

komorkowych jest analiza $ledzenia nanoczastek. Uzywajac transmisyjnej mikroskopii
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elektronowej (TEM) sadzono na poczatku, ze egzosomy (rodzaj pecherzykow zewnatrz-
komoérkowych) sa wkleste. Okazalo sie jednak, ze to co widziane bylo jako wglebienie,
spowodowane byto dehydratacja przy obrazowaniu TEM (Woo, Sharma i Gimzewski,
2016)).

W poprzednich rozdzialach oméwiono srednice geometryczne d®*°™ pecherzykow
uzyskane z obrazow AFM poprzez przeliczenie opisane w rozdziale [§| Rozmiary na
obrazie topografii powierzchni z AFM nalezy przetozy¢ na mozliwa srednice pecherzyka
swobodnie ptywajacego w roztworze, zanim spadl on na powierzchnie. Jest wiec to po-
sredni spos6b wnioskowania o tym jaka srednice majg pecherzyki w swoim naturalnym
srodowisku — w naturalnych warunkach przemieszczaja sie w cieczy. W metodzie ana-
lizy $ledzenia nanoczastek nie ma takiego problemu, gdyz bada si¢ pecherzyki zewnatrz-
komorkowe, kiedy swobodnie poruszaja sie w cieczy. Nie trzeba wiec ich unieruchamiac,
czy odpowiednio przygotowywaé probki przed wykonaniem pomiaru. Jednak srednice
uzyskiwane sa rowniez posrednio przez badanie, jak zmienia si¢ potozenie nanoobiektow
(jak opisano w rozdziale . Nazwijmy $rednice uzyskana z tego sprzetu srednica hy-
drodynamiczng d™9°, gdyz wartosci tej srednicy, jak zreszta w wielu innych badaniach
nie tylko pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, réznig sie od érednic d®°™ uzyskanych z
mikroskopu sit atomowych. Nie istnieja jeszcze metody moéwiagce, jak doktadnie prze-
liczy¢ érednice hydrodynamiczng na geometryczna, chociaz jedna z hipotez mozliwego
przeliczenia sugeruje w moim artykule Zycienska i in. (2022) i przedstawie w nastep-
nych rozdziatach. NTA zwykle kalibruje sie na nanokulkach polistyrenowych, ktorych
wielko$¢ jest zatem poézZniej znajdowana zgodna z innymi metodami mikroskopowymi,
jednak pecherzyki lipidowe maja inne wtasnosci hydrodynamiczne, co powoduje, ze
zmierzona ta metoda srednica hydrodynamiczna moze by¢ istotnie zawyzona w sto-

sunku do ich geometrycznego rozmiaru.

18.1 Rozklady log-normalne

Jak mozna byto zaobserwowaé na histogramach przedstawionych w rozdziale wiele
parametréw nanopecherzykéow, w tym ich srednice, pochodza z rozktadéw silnie sko-
$nych. Jest to zjawisko znane w przyrodzie, tam gdzie badany parametr nie moze mieé¢
wartosci ujemnej (np. wzrost lub wiek), a co za tym idzie, nie moze zostac¢ w $cisty spo-
sOb opisany rozktadem normalnym, ktory przypisuje niezerowe prawdopodobienstwo
rOwniez ujemnym wartosciom.

Do opisania rozktadu takich biologicznych parametréw przydatne moze by¢ zdefi-
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niowanie rozktadu logarytmiczno-normalnego (dalej nazywany bedzie log-normalnym).
Gestos¢ funkeji prawdopodobienstwa zmiennej losowej x dla takiego rozktadu opisy-

wana jest wzorem:
fz) = exp( (lnx_“)Q) dla 0 <z < o0,

zo/2m T 202

gdzie In(x) jest zmienng pochodzaca z rozktadu normalnego ze srednia p 1 wariancja

0. Rozklad log-normalny ze swojej natury jest dodatnio skosny Mateu-Figueras i Olea
(2020). Czesto podaje sie mediane danych pochodzacych z rozkladu log-normalnego
p* = et i parametr ksztaltu o* = €7, gdyz sa latwiejsze w interpretacji (Limpert,
Stahel i Abbt, 2001)).

Do dopasowania rozkladu log-normalnego do danych empirycznych wykorzystano

wzory podane przez Lisicki i in. (2019)):

_ My
h= AL

gdzie tak zwane momenty M; i M, dla Srednicy i-tego pecherzyka rownej d; i liczbie

N 2
=1 dz :

wszystkich pecherzykéw rownej N sy rowne: My = & YN di, Mo = &+ %

W publikacjach mozemy spotkaé¢ dopasowanie rozktadu Gaussa do wyliczonych sred-
nic geometrycznych pecherzykow zewnatrzkomorkowych (Vorselen i in., 2018 Sharma
i in., 2020). Czesto jednak znacznie lepiej do danych biologicznych, ktore zawieraja
male i dodatnie wartosci, dopasowuje sie do danych rozktad log-normalny (Lisicki i
in., 2019; Limpert, Stahel i Abbt, 2001)). Wida¢ bowiem, ze wiele z prezentowanych w
publikacjach rozkladéw nie jest symetrycznych. Kurtjak i in. (2022) dopasowuja roz-
ktad log-normalny do $érednic pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, jednak w pracy nie
sa podawane parametry ksztaltu o*, tylko érednia, odchylenie standardowe i wspot-
czynnik wariancji, obliczany tak, jak wedlug Canchola (2017) nie powinno si¢ go liczy¢
dla rozktadu log-normalnego. Parametry te sa wygodne do opisu symetrycznych roz-
ktadow, zwtaszcza rozktadu Gaussa. Jednak wydaje sie, ze w wypadku pecherzykow
zewnatrzkomorkowych rozklad srednic zarowno d&°™, jak i d™9° ma inny charakter.
Ponizej prezentuje poréwnanie dopasowania rozktadu Gaussa do dopasowania rozktadu
log-normalnego dla uzyskanych srednic geometrycznych pecherzykéw zewnagtrzkomor-

kowych z komorek PC3. Wartosci niepewnoéci zostaly ustalone na podstawie testu
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Rysunek 45: Dopasowanie rozktadu log-normalnego do srednic geometrycznych dla pe-
cherzykow zewnatrzkomorkowych z komoérek PC3 po jednej godzinie i po 20 godzinach
(Zycienska i in., 2022).

bootstrap dla 100000 powtorzen losowania pecherzykow dla przedziatu ufnosci 95%. W
technice bootsrap losowana byta z powtorzeniami préba o tej samej liczebnosci co byta

badana.

18.2 Dopasowanie rozkladu log-normalnego dla srednic geome-

trycznych

Jak widaé¢ na rys. [45] histogram srednic geometrycznych dla pecherzykow zewnatrzko-
moérkowych ma podobny ksztatt do rozktadu log-normalnego. W tabeli|10| przedstawiono
dopasowania rozktadu log-normalnego dla d®*°™ pecherzykéw zewnatrzkomorkowych z
komorek PC3 (obrazowanych po 1 h od natozenia na mike oraz po 20 h od nalozenia
na mike, szerzej omawiane w rozdziale , odtworzonej liofilizowanej wersji tych pe-
cherzykow oraz liposoméw DOPC i DPPC. Rozklady srednic pecherzykéw z hodowli i
liofilizowanych z danych ,A” maja podobny ksztalt (patrz wartosci o* w tabeli , jed-
nak te liofilizowane sg troche mniejsze od tych z hodowli. Co ciekawe, liposomy rowniez
maja ksztalt rozktadu podobny, ale wartosci mediany wyraznie mniejsze. Dopasowania

dla EVs liofilizowanych przedstawiono na rys. [46], za$ dla liposomoéw na rys. [47]

18.3 Dopasowanie rozkladu log-normalnego dla $rednic hydro-

dynamicznych

W tabeli[l1| przedstawiono parametry dopasowania rozktadu log-normalnego dla srednic

hydrodynamicznych uzyskanych z analizy $ledzenia nanoczastek. Ksztalt rozktadow jest

90



0.020 + i pecherzyki PC3 dane "A"

- = dopasowany rozktad

Prawdopodobienstwo
o o o
(=] (=] o
[=} = [t
(9] o [¥;]

o
o
=]
s}
L

1 T T T
150 200 250 300 350 400
d9eom [nm]

o
u
o
=
o
o

Rysunek 46: Dopasowanie rozktadu log-normalnego do srednic geometrycznych peche-
rzykow liofilizowanych ze zbioru ,,A”.
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Rysunek 47: Dopasowanie rozktadu log-normalnego do $rednic geometrycznych liposo-
mow DOPC (A) i liposoméw DPPC (B).
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Tabela 10: Wyniki dopasowania rozktadu log-normalnego dla $rednic geometrycznych.
Granice ustalono na podstawie przedzialu ufnosci 95% ustalonego za pomoca testu
bootstrap. Badania NTA i AFM dla liposoméw DPPC zostaly wykonane na prébkach
zrobionych innego dnia, dlatego zostaly przedstawione w tabeli kursywa.

|

|

Papym [nm]

|

O Apv D]

|

pecherzyki zewnatrzkomorkowe
z komorek PC3
(obrazowane po 1 h
od nalozenia na mike)

711 [-2,8; +3,0]

1,431 [ —0,035; +0,033]

pecherzyki zewnatrzkomoérkowe
z komoérek PC3
(obrazowane po 20 h
od nalozenia na mike)

79,8 [ —4.,5; +4,7]

1,436 [ —0,054 ; +0,050]

liofilizowane pecherzyki
zewnatrzkomorkowe
z komorek PC3
dane “A”

62,4 [-1,3;+1,3]

1,405 [0,050; +0,058]

liofilizowane pecherzyki
zewnatrzkomorkowe
z komorek PC3
dane “B”

31,0 [-2,4;+ 2,9]

1,837 [-0,222; + 0,162]

liofilizowane pecherzyki
zewnatrzkomorkowe
z komorek PC3
dane “C”

22,96 [1,03; + 1,08

1,521 [0,061; + 0,069

liposomy DOPC

374 [—1,1; +1,2]

1,399 [-0,103;+0,122]

liposomy DPPC

42,98 [-2,07: + 2,24]

1,650 [—0,101;+0,101]
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Rysunek 48: Dopasowanie rozkladu log-normalnego dla $rednic hydrodynamicznych
uzyskanych z NTA dla pecherzykow zewnatrzkomorkowych z hodowli komoérek PC3
(Zycienska i in., 2022).

podobny dla wszystkich procz dla liposoméw DPPC, dla ktorych wspotezynnik ksztattu
jest nieco mniejszy. Tak samo jak dla d&°™, dla d™9° mediana p* wyszla ciut wieksza
dla liofilizowanych pecherzykéow w poréwnaniu z tymi z hodowli komorkowej, a dla lipo-
somow mediana wyszta wyraznie mniejsza. Rys. 48| przedstawia dopasowanie rozktadu
log-normalnego dla §rednic hydrodynamicznych pecherzykéw zewnatrzkomorkowych z

hodowli komoérek PC3.

18.4 Poréwnanie $rednic geometrycznych i hydrodynamicznych

Ciezko poréwnacé wartoséci dopasowania rozktadu do danych w literaturze, gdyz niewielu
autorow dopasowuje rozktady log-normalne do danych z AFM. Przyktadem, ktory do-
pasowuje jest Kurtjak i in. (2022). Mimo tego, ze tym artykule nie zostala podana
wartos¢ ¢* dla dopasowania AFM na podstawie wykresow odtworzylam dopasowa-
nie log-normalne. Co ciekawe o, 0szacowana na podstawie wykresu w tym artykule
wychodzi bardzo podobna (1.454) jak dla pecherzykow zewnatrzkomorkowych z PC3,
mimo ze w Kurtjak i in. (2022) badane sa pecherzyki zewnatrzkomorkowe z ptynu mo-
zgowo rdzeniowego, a tutaj przedstawione sa z nowotworu prostaty PC3. Wartosci opp
1 oApy odtworzone z tego artykutu nie wychodza takie same, ale ciezko wnioskowac o
srednicach AFM, gdyz Kurtjak i in. (2022) podaje $rednice Maximum Martin, a nie
wyliczone Srednice geometryczne, co nie ma takiego fizycznego sensu jak ds°™.

Jak mozna zauwazy¢, Srednice geometryczne r6znia sie od srednic hydrodynamicz-

nych. W przypadku pecherzykow zewnatrzkomoérkowych pixpa od papy 16201 sie ponad
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Tabela 11: Wyniki dopasowania rozktadu log-normalnego dla srednic hydrodynamicz-
nych uzyskanych z NTA. Granice ustalono na podstawie przedzialu ufnosci 95% usta-
lonego za pomoca testu bootstrap. Badania NTA i AFM dla liposoméw DPPC zostaty
wykonane na probkach zrobionych innego dnia, dlatego zostaly przedstawione w tabeli
kursywa.

’ ‘ pxra [nm] ‘ oXa [nM] ‘

pecherzyki zewnatrzkomorkowe | 149,2 [-2,3; +2,3] | 1,461 [-0,014;-+0,014]

z komorek PC3
liofilizowane pecherzyki 143,1 [-1,9; +1,9] | 1,410 [--0,016; +0,015]

zewnatrzkomorkowe
z komorek PC3
z danych ,A”

liposomy DOPC 134,2 [-1,7; +1,7] | 1,412 [—0,018;+0,018]
liposomy DPPC 116,7 [ 1,2, 1,3 | 1,339 [ 0,016; +0,017]

2-krotnie, a dla liposoméw ponad 3-krotnie. Podobng zaleznosé¢ wida¢ np. w pracy
Skliar i in. (2018)), ktory postuluje, ze w przypadku pecherzykéw zewnatrzkomorko-
wych wynika to rowniez z obecnosci szeregu biatek, ktore wplywaja na wolniejsze ich
poruszanie sie w cieczy. Nie wyjasnia to jednak réznicy w srednicach geometrycznych i
hydrodynamicznych dla liposomoéw, ktore takich biatek nie zawieraja. Prawdopodobnie
odbicie czasteczek cieczy od $cianek pecherzykow nie jest catkowicie sprezyste (Shringi
i Sharma, 2017)) oraz pecherzyki moga by¢ przyciagane przez czasteczki wody, co spo-
walnia ich ruchy (Skliar i Chernyshev, |2019)). Shringi i Sharma (2017) podaje, ze ruchy
Browna moga zaleze¢ od sztywnosci. Mozna postulowaé, ze DOPC sa najmieksze z
przedstawionych pecherzykow (wedtug Ridolfi i in. (2020)), chociaz nie znaleziono w
literaturze sztywnosci pecherzykow zewnatrzkomorkowych z komorek PC3, ale mozna
zalozy¢, ze warto$¢ ich jest mniej wiecej poréwnywalna z innymi tego typu pecherzy-
kami czyli bytoby im blizej sztywnoscia do liposoméw DPPC niz do DOPC. W naszym
wypadku dla liposoméw DPPC niestety nie mozna poréwnywaé parametréow pu* roz-
ktadoéw uzyskanych na podstawie AFM i NTA, gdyz parametr ksztaltu o* nie wyszedt
dla nich taki sam w przedziale ufnosci 95%. Prawdopodobnie jest to spowodowane
tym, ze badania NTA i AFM dla liposoméw DPPC zostaly wykonane na probkach zro-
bionych innego dnia (dlatego zostaly przedstawione w tabelach kursywa). Dla danych
przedstawionych w tabeli [11] dla §rednic hydrodynamicznych i w tabeli [L0| dla $rednic
geometrycznych, tylko liposomy DPPC w przedziale ufnosci 95% (uzyskanego z testu

bootstrap dla 100000 powtorzen losowania pecherzykoéw) nie wykazaly takiego samego
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Tabela 12: Wartosci wspoltezynnika skalowania pira /(apy dla badanych pecherzykow.

’ ‘ HNa/ FAFM ‘

pecherzyki zewnatrzkomorkowe | 2,1 +/— 0,1
z komorek PC3

(obrazowane po 1 h

od nalozenia na mike)

pecherzyki zewnatrzkomorkowe | 1,9 +/— 0,1
z komorek PC3

(obrazowane po 20 h

od nalozenia na mike)

liofilizowane pecherzyki 2,3 +/—0,1
zewnatrzkomorkowe
z komorek PC3
z danych ,A”
liposomy DOPC 3,6 +/— 0,2
liposomy DPPC (2,7 +/—-0,2)

ksztattu oXpa 1 0apy. Wielkosé pecherzykow na podstawie NTA uktada sie w tej samej
kolejnosci co ze $rednic geometrycznych (procz liposoméw DPPC), jednak roznice te

dW¥° s mniejsze niz d&eo™.

procentowo z

Parametr o* dla rozktadéw log-normalnych dopasowanych do $rednic geometrycz-
nych i hydrodynamicznych wyszly rowne w przedziale ufnosci 95%. Wskazuje to, ze
jeden z rozktadow mogl powstac¢ z drugiego poprzez skalowanie liniowe, a konkretnie
mnozac Srednice geometryczne pecherzykow przez stosunek median z NTA do AFM
% Nazwijmy ten stosunek wspotczynnikiem skalowania. Wartosci ﬁ przedsta-
wiono w tabeli Poréwnujac wartosci wspotezynnika skalowania mozna zobaczyé, ze
dla pecherzykow liofilizowanych i pecherzykow z hodowli (poréwnuje tutaj te obrazo-
wane po 1 h, gdyz byly obrazowane w podobnym czasie od nalozenia na mike co te
liofilizowane) wartosci te mieszcza sie w granicach niepewnosci. Natomiast dla liposo-
méw DOPC wspoélezynnik ten wychodzi wiekszy, co mogloby by¢ zgodne z hipoteza
Shringi i Sharma (2017)), Ze sztywnos$¢ wplywa na poruszanie sie pecherzykow w cieczy.
Przytoczone dane mogltyby wskazywaé, ze im micksze pecherzyki, tym wspoétezynnik
ten bylby wickszy. Z przedstawionych danych wydaje sie, ze wspotczynnik skalowa-
nia zz—:& mozna traktowaé jako interesujgcy parametr fizyczny charakteryzujacy rézne

typy pecherzykow. Konieczne bytyby dalsze badania, aby sprawdzié¢, czy to odkrycie
ma charakter ogélny, czy tez odnosi sie tylko do tych populacji pecherzykow.
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19 Zmiany Sredniego rozmiaru w czasie

Przy okazji badan $rednic geometrycznych réznego rodzaju pecherzykéw za pomoca
AFM przez nasz zespél, zauwazyliémy powtarzajaca sie tendencje do zwiekszania sie
w czasie ich $redniej wielkosci. W niniejszym rozdziale przedstawiona zostanie probe
systematycznego zbadania tego zjawiska wraz z propozycja rozwazenia, w jakim stopniu
datoby sie je wyjasni¢ w oparciu o teorie ruchéw Browna. Podsumowana tutaj koncepcja

przedstawiona zostata w artykule Zycienska i in. (2022).

19.1 Poréwnanie histograméw Srednic w zaleznosci od czasu od

nalozenia proébki

Obrazowano pecherzyki zewnatrzkomorkowe z komorek PC3 na mikroskopie sit atomo-
wych po okoto 1 godzinie od nalozenia proébki oraz po okoto 20 godzinach. Poniewaz
samo obrazowanie za kazdym razem trwalo paredziesiagt minut, trudno jest mowié¢ o
doktadnym czasie badania. Aby wykonaé¢ drugie obrazowanie, zobrazowang raz probke
zostawiono na noc w formie tej samej kropli na mice w temperaturze pokojowej, w wa-
runkach duzej wilgotnosci pod przykryciem, aby zapobiec ewentualnemu wyschnieciu
lub zanieczyszczeniu kropli.

Jak mozna zobaczy¢ na wykresie histogram srednic geometrycznych z czasem
przesuwa sie ku wiekszym wartosciom srednic geometrycznych. Mozna to rowniez zaob-
serwowa¢ w §rednich wartosciach d&°™ (wykres 49B). Niepewnos¢ wyznaczenia warto-
$ci $redniej oszacowano metoda bootstrap dla przedziatu ufnosci 95%. Srednia wartosé
d&*°™ po godzinie od nalozenia probki wyniosta 75,8 [—3,0; +3,1] nm, a po 20 godzinach
od nalozenia probki 85,2 [—4,7; +4,8] nm.

Postawiono dwie mozliwe hipotezy przemieszczania sie histogramoéw srednic w cza-
sie: 1) mniejsze pecherzyki docieraja do podloza i przyczepiaja sie do niego szybciej
niz wieksze pecherzyki, gdyz zgodnie z teorig ruchéw Browna poruszaja sie szybciej, 2)
blona pecherzyka przyczepionego do podtoza ulega niewielkiemu rozciagnieciu w czasie.
Aby to sprawdzi¢ postanowiono przeprowadzi¢ symulacje ruchéw Browna i zasymulowaé

rowniez lekkie rozciggniecie blony.

19.2 Symulacja ruchéw Browna

Czastki zawieszone w cieczy podlegaja chaotycznym ruchom zwanymi ruchami Browna.

Przeprowadzona zostata symulacja osadzania si¢ pecherzykéw na mice w czasie po do-

96



A Free-floating vesicles diameters B
110
0.0150 4 after 1 h @ afterlh
after 20 h | _ 1004 h

0.0125 - E § geran
>, £ 904
£ 0.0100 - < }
=] b J
2 0.0075 5 B i
2 c
& 0.0050 $ 707

s
0.0025 - 60 -
0.0000 : ' ' : . - ! 50 L .
0 25 50 75 100 125 150 175 200 after 1 h after 20 h

d9eom (nm)

Rysunek 49: A) Histogram $rednic geometrycznych (d8*°™) pecherzykow zewnatrzko-
morkowych z komorek PC3 uzyskane na podstawie obrazow AFM po 1 godzinie (na
niebiesko) i po 20 godzinach (zaznaczono na pomarariczowo) od nalozenia na podtoze
miki pokrytej APTESem; B) Srednie wartosci d8°°™ (zaznaczone kropkami na analogicz-
nie na niebiesko i pomaranczowo) wraz z przedzialem ufnosci 95% uzyskanym metoda
bootstrap; * oznacza, ze w przedziale ufnosci 95% dwa wyniki nie pokrywaja sie (Zy-
cieriska i in., 2022)).

tarciu do podltoza ruchami Browna. Nastepnie sprawdzano histogram srednic modelo-
wanych pecherzykéw po 1 h i po 20 h od nalozenia na mike, aby sprawdzi¢ hipoteze
przemieszczania sie histogramu ku wiekszym wartosciom $rednic pod wplywem samych

ruchow Browna. Schematycznie przedstawione na rysunku [50]

19.2.1 Metodologia

Aby zasymulowaé¢ ruchy Browna pecherzykéw w kropli, nie jest wystarczajgca znajo-
mos¢ ich srednic geometrycznych, gdyz jak byto to pokazane w rozdziale [I8] nie potra-
fimy tylko na ich podstawie przewidzie¢ ich statej dyfuzji. Za to analiza $ledzenia nano-
czastek dostarcza nam $rednice hydrodynamiczne pojedynczych pecherzykow. Srednica
hydrodynamiczna w tym wypadku okreslata jej stala dyfuzji i pozwalata zasymulo-
waé chwilowa predkosé przemieszczania sie nanoczastki w cieczy. Jak przedstawiono w
rozdziale srednice hydrodynamiczne wychodza wieksze niz srednice geometryczne.
Mimo, ze nie ma og6lnej metody przeliczenia tym srednic (chociaz pewna metoda zo-
stala zapostulowana w rozdziale[18.4), mozna zalozy¢, ze im wigksze d", tym wigksze
ds*°™ (co bytoby zgodne z wynikami z czesci , wiec jakosciowo symulacja z uzyciem
dWdo odzwierciedla réwniez d&°°™. Symulacje ruchéw przeprowadzono zgodnie ze wzo-
rem [I] z rozdziatu [3.2] Metoda Monte Carlo symulowano losowe przemieszczanie sie

pecherzykéw w jednym wymiarze wzdtuz osi z, zgodnie ze wzorem okre$lajacym wa-
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Rysunek 50: A) Schematyczne przedstawienie osadzania sie pecherzykoéw w kropli na
mice pod wptywem ruchéw Browna. Na czerwono zaznaczono hipotetyczna droge na-
noobiektu od poczatkowej pozycji do przyczepienia do podloza B) Hipoteza o przesu-
waniu si¢ histogramu w czasie ku wiekszym wartosciom $rednic pod wyplywem ruchéw
Browna.

riancje polozenia < z? >= 2Dt, gdzie D to stala dyfuzji (ze wzoru , a t to czas.
Warto zwroci¢ uwage, ze kiedy méwimy o czasie w NTA, jako czas w podobnym wzorze
traktujemy odstep czasowy miedzy klatkami filmu, natomiast tutaj interesuje nas catko-
wity czas, jaki uptynat od poczatku symulacji. Niemniej wzor bytby réwnie prawdziwy,
gdyby jako z rozumieé¢ przemieszczenie w pojedynczym kroku czasowym symulacji, zas
jako t czas trwania tego kroku. Fakt ten jest wykorzystywany w teorii dziatania analizy
Sledzenia nanoczastek.

Na poczatku symulacji losowano polozenia 2 - 10 pecherzykéw z rozktadu jedno-
pe-
cherzyka (o numerze k) zostala wylosowana z rozktadu prawdopodobieristwa srednic

rodnego w polozeniach (0, zyayx), gdzie zmax to wysokosé kropli pecherzyka. dzyhro
pecherzykow zewnatrzkomorkowych z komorek PC3 uzyskanego z NTA. Rozklad ten
uzyskany zostal z usrednienia trzech rozkltadéw tego samego typu pecherzykow. Zato-
zono, ze jesli pecherzyk dotknie podloza (osiagnie z, = 0), to przyczepi sie¢ do niego.
Taki przyczepiony pecherzyk nie bierze udzialu w dalszej symulacji ruchow Browna. 7Z
drugiej strony, jesli pecherzyk osiggnie maksymalng wartosé wysokosci kropli 2z = 2zpax,
jest traktowany jakby sie odbijat od niej. W kazdym kroku czasowym symulacji pozy-
cje pecherzykow zmieniaty sie poprzez dodawanie do nich losowych wartosci z rozktadu
Gaussa o odchyleniu standardowym o, = /2D, At, gdzie D, byla obliczana zgodnie ze
wzorem [I] z rozdziatu 3.2 a At to krok czasowy, ktorego uzyto do symulacji, w tym wy-
padku przyjeto At = 10 s. Kropla z pecherzykami na mice byla traktowana jako walec o
wysokosci hgrop = 1 mm, nie symulowano jej sferycznego ksztaltu. Wysokosé tego walca

byla obliczana ze $redniej wysokosci kropli o ksztalcie sferycznej czaszy o wysokosci
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harop 1 podstawie promienia réwnej promieniowi miki rgyop = 5 mm. Wysokos¢ walca

wyznaczono ze wzoru:

1 1 h3,
hcylinder = §hdr0p + 6 Tg 2L

drop

Jako lepkosé cieczy, w ktorej ptywaly pecherzyki zewnatrzkomorkowe, przyjeto lep-
kos¢ wody (w tym wypadku w eksperymencie uzywana byla woda dejonizowana). Su-
mowano ruchy Browna pecherzykoéw w cieczy w czasie od 0 do 20 h od nalozenia probki
na mike.

Wykonano réowniez symulacje dla roznych wysokosci kropli (0,5 mm, 1 mm i 2 mm)
oraz dla roznej liczby pecherzykow (106, 2 - 106, 4 - 10°), co mialo odzwierciedli¢ rozne
mozliwe stezenia pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, podobnego rzedu do tych, z kto-

rymi mieliSmy do czynienia w eksperymencie.

19.2.2 Wyniki symulacji

Przeprowadzono symulacje, aby sprawdzi¢ jak zmienia sie histogram srednic w czasie
po natozeniu kropli na mike. Rysunek przedstawia rozktad srednic uzyty do symu-
lacji ruchéw Browna. Na rys. przedstawiono histogram s$rednic stworzony z losowo
wybranych 200 pecherzykow z tych, ktore po czasie 1 h (na niebiesko) i 20 h (na poma-
raficzowo) osadzily sie na mice. Srednia $rednica pecherzykoéw po czasie 1 h wynosita
75,8 [-3,0; +3,1] nm, a po 20 h 85,2 [—4,7; +4,8] nm. Niepewnosci te zostaly wyzna-
czone metoda bootstrap w przedziale ufnosci 95%. Jakosciowo wyniki te sg podobne do
wynikéw eksperymentalnych, érednie srednice po czasie 20 h wychodza wieksze niz po
czasie 1 h, jednak réznica ta miesci sie w granicach niepewnosci statystycznej. Zapropo-
nowano wiec dodanie niewielkiego liniowego rozciagniecia btony pecherzykow. Okazato
sie, ze przy rozciagnieciu o 8% uzyskuje sie istotng statystycznie roznice srednich $red-
nic dla 1 h i 20 h odpowiednio 1489 [—7,9; +8,6] nm i 167,0 [-8,7; +9,2] nm (patrz
Iys. ) Przyjmujac koncepcje liniowego skalowania opisana w rozdziale mozna
by sadzi¢, ze stanowi to obraz odpowiadajacy zmierzonemu wzrostowi sredniej wartosci
srednic geometrycznych.

Wykonano symulacje sredniej srednicy pecherzykoéw dla réznej wysokosci kropli 0,5
mm, 1 mm oraz 2 mm. Wyniki przedstawiono na rys. [52} Procent pecherzykow osa-
dzonych na podtozu w kazdym wypadku rost z czasem (patrz rys. ), tak samo jak

rosta ich srednia $rednica (rys. [52B). Dla wysokosci kropli rowniej 1 mm (co najbardziej
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Rysunek 51: Wyniki symulacji Monte Carlo ruchéw Browna dla kropli o wysokosci 1
mm. A) Rozklad érednic ™ uzytych do symulacji. B) Histogram rednic wybranych
losowo 200 pecherzykow z tych, ktore osadzity sie na podtozu miki po czasie 1 h (na nie-
biesko) oraz 20 h (na pomaranczowo). Z prawej strony przedstawiono Srednie $rednice
z niepewnosciami wyznaczonymi testem bootstrap dla przedziatu ufnosci 95%. C) Hi-
stogram srednic wybranych losowo 200 pecherzykéw z tych, ktore osadzily sie po czasie
1 h (na niebiesko) oraz 20 h (na pomaranczowo) z dodanym 8% liniowym rozciagnie-
ciem blony pecherzyka. Analogicznie jak na B) z prawe] przedstawiono $rednie $rednice
pecherzykéw. * wskazuje istotng dla przedziatu 95% réznice statystyczng (Zycienska i

in.,.
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Rysunek 52: Wyniki symulacji osadzania sie na mice pecherzykéw w kropli o wysoko-
$ci odpowiednio 0,5 mm (szara krzywa), 1 mm (czerwona krzywa) oraz 2 mm (zielona
krzywa). Przerywang linia niebieska oznaczono czas rowny 1 h, natomiast pomaran-
czowa czas rowny 20 h. A) Procent przyczepionych pecherzykow w funkcji czasu B)
Wyniki $redniej srednicy pecherzykéw w czasie od nalozenia na mike (Zycieﬁska iin.,
2022).
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Rysunek 53: Symulacja Monte Carlo hipotetycznego rozkltadu dwumodalnego srednic
hydrodynamicznych. A) Hipotetyczny rozktad dwumodalny uzyty do symulacji B) Hi-
stogram $rednic pecherzykow osadzonych po 1 h (niebieski) i po 20 h (pomarariczowy)
od nalozenia na mike (Zycienska i in., .

odpowiadalo eksperymentowi) po 1 h osadzito sie ok. 20% pecherzykow, natomiast po

20 h ponad 80 % pecherzykow.

Hipotetyczny rozklad dwumodalny Wplyw ruchéw Browna mogtby mieé jesz-
cze wiekszy wplyw, gdyby rozklad srednic pecherzykéw bytby dwumodalny (jak np.
pecherzyki zewnatrzkomorkowe w pracy Mrowezynski i in. (2018))). Aby to sprawdzi¢
przeprowadzono symulacje ruchéw Browna dla hipotetycznego rozktadu dwumodalnego
(uzyskanego z polaczenia dwoch rozktadow Gaussa). Jak mozna zauwazy¢ na rys. 53B
w tym wypadku po 1 h od nalozenia probki stounek liczby matych pecherzykéw do

wiekszych moglyby zostaé przeszacowany.
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19.2.3 Dyskusja

Wplyw ruchéw Browna jest na ogo6l nie omawiany w kontekscie badan AFM peche-
rzykoéw zewnatrzkomorkowych. Typowo wykonuje sie pomiary po nalozeniu probki na
podloze mikowe (np. Ridolfiiin. (2020)), Yurtsever i in. (2021)) i Bairamukov i in. (2021)).
Jednak zakladajac, ze im wieksze d™4*°, tym wicksze d&°™, to mozna zauwazy¢ wzrost
srednich $rednic pecherzykoéw w czasie. Mniejsze pecherzyki docieraja do podtoza wol-
niej. Eksperymentalnie dla ok. 200 pecherzykéw po 20 h od natozenia probki na mike
w stosunku do 1 h widaé¢ bylo wzrost srednich srednic o 10 nm, co bylo istotnym staty-
stycznie. Jednak symulacja dla 200 pecherzykow, dla ktorych wzrost sredniej srednicy
wyniost okoto 6 nm, nie pokazala istotnej statystycznie réznicy. Zmiana bylta istotna
statystycznie dla symulacji 2000 pecherzykow. Aby uzyskaé istotna statystycznie réznice
w $rednich srednicach dla 200 pecherzykow trzeba byto jeszcze uwzglednié zwickszenie
ich rozmiaru o 8%, prawdopodobnie spowodowane rozciggnieciem blony. Warstwa dwu-
lipidowa uwazana jest w wiekszosci obliczen za stabo rozciggliwg, jednak mozliwe jest
lekkie rozciagniecie lipidéw Vorselen i in. (2020) i Needham i Nunn (1990). W ekspe-
rymencie mogloby spowodowaé takie rozciagniecie sity adhezji do podtoza (mika byta
modyfikowana APTESem, zeby mie¢ dodatni tadunek powierzchniowy i przyciaga¢ pe-
cherzyki zewnatrzkomoérkowe) lub hipotoniczny roztwor na zewnatrz pecherzykow (ze
wzgledu probleméw z uzyskaniem czystego podtoza miki te pecherzyki byty obrazo-
wane z dodaniem wody dejonizowanej). Podane czynniki mogltyby wytworzy¢ cisnienie
osmotyczne miedzy wnetrzem i zewnetrzem pecherzyka. Zmiana powierzchni pecherzy-
kow bytaby spowodowana wnikaniem cieczy do pecherzyka. Jak mozemy zauwazyé¢ w
tabeli [6] w rozdziale nastapit zarowno wzrost wysokosci jak i promienia krzywizny.
Wydaje sie wiec bardziej prawdopodobne, ze pecherzyki nie tyle rozptaszczyty sie na
powierzchni i rozciagnety w skutek adhezji co raczej na skutek ruchéw Browna wicksze
pecherzyki dotarty do podloza pézniej. Dodatkowo na skutek chtoniecia wody blona
mogta ulec lekkiemu rozciagnieciu przez co wszystkie parametry geometryczne ulegly
zwiekszeniu.

Przeprowadzona symulacja wskazywataby, ze aby nie zaniza¢ srednic pecherzykow,
dobrze by byto obrazowac je po paru godzinach. Skliar i Chernyshev (2019)) tez postuluje
obrazowanie po 12-18 h od natozenia probki na mike. Byloby to stuszne, gdyby zatozy¢,
ze nie istnieja inne czynniki précz ruchéw Browna wplywajace na zmiane ksztattu pe-
cherzykow. Z tego wzgledu, ze wystepuja rowniez inne sity dziatajace na pecherzyk (np.

przyciaganie do podloza) nie wydaje sie, aby bylo warto stosowaé protokot obrazowania
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po dlugim czasie, ale warto pamietac¢, ze srednice geometryczne z obrazowania w krot-
kim czasie od nalozenia na mike moga by¢ troche zanizone. Z symulacji rowniez wynika,
ze warto na mike naktada¢ malto cieczy z probka, zeby uzyskaé niska wysokosé kropli,
a tym samym szybsze docieranie wiekszych pecherzykéow do podloza miki. Mozna by
rowniez rozwazy¢ zastosowanie innych metod przyspieszajacych ruch pecherzykow, np.

wywolujac konwekcje w cieczy poprzez jej nieréwnomierne delikatne podgrzanie.
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Najwazniejsze osiagniecia uzyskane w

pracy

Zasadnicze osiggniecia i nowatorskie rezultaty uzyskane podczas pracy nad doktoratem

obejmowaty:

1.

Dobér optymalnych parametrow dzialania mikroskopu sit atomowych do obrazo-
wania i spektroskopii sit oraz metodologie szybkiego przygotowania podtoza pod

obrazowanie pecherzykéw zewnatrzkomorkowych.

Zaobserwowanie i wyjasnienie zwiekszania sie Srednicy geometrycznej obrazowa-
nych pecherzykéw wraz z czasem od natozenia probki na podloze (patrz Zycienska
iin. (2022)).

Zastosowanie rozkltadu log-normalnego do opisu $rednic geometrycznych i hydro-
dynamicznych oraz zaproponowanie wspotczynnika skalowania AFM-NTA jako

cechy charakterystycznej dla pecherzykéow (patrz Zycienska i in. (2022)).

Zaobserwowanie wzrostu kata przylegania dla malych pecherzykow zewnatrzko-
moérkowych i liposoméw oraz uzasadnienie wynikéw eksperymentalnych modelo-

waniem komputerowym.

Zaproponowanie szybkiej procedury szacowania modutu zginania z wykorzysta-
niem symulacji w modelu komputerowym na podstawie geometrii pecherzykow
oraz niewielu (w stosunku do metod dotychczasowych) pomiaréw spektroskopii

sit.

Opublikowanie pierwszoautorskiego artykutu na temat metodologii badan wta-
snosci fizycznych nanopecherzykow, przygotowanie drugiego artykulu do opubli-
kowania wkrotce, wspotautorstwo w dwoch innych artykutach zwiazanych z bada-
niami mikroskopowymi w nanoskali (Zycieriska i in., 2022; Akuwudike i in., [2023;
Pszczotkowska i in., 2022)).
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Schematyczny pecherzyk o ksztatcie sterycznej czaszy. Zaznaczono kat

przylegania (a) pecherzykow do podtoza. W tym wypadku jest on mniej-
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pecherzyka. Aby wyobrazi¢ sobie caty pecherzyk, trzeba obréoci¢ go wokot

prostej przebiegajacej od sy do s3 (czyli jego wysokosci). Wielkosé [

przedstawia droge, jaka trzeba pokona¢ od punktu sy do s;(analogicznie

dla [5). Narysowano kat ¢o, ktory jest w punkcie so. | . . . . . . . ...

61

PG

Modelowany pecherzyk o érednicy 32 nm przyczepiony do podioza, ze

zwiekszona liczba punktow. A) Wykres zaleznosci kata ¢ od drogi s

wzdtuz brzegu przekroju pecherzyka. B) Ksztalt pecherzyka. Aby wy-

obrazi¢ sobie caty pecherzyk, trzeba obréci¢ go wokot prostej przebiega-

jace] plonowo przez jego srodek. | . ... ..o o000,

61

p7

Przedstawienie promieni krzywizny R; 1 Rs (odpowiednio niebieskiego 1

zielonego okregu) dla pomaranczowej elipsoidy w jej najwyzszym punk-

cie. Na schemacie zaznaczono element powierzchni dA.| . . . . . . . ..

63

P8

Modelowany wykres zaleznosci a od srednicy pecherzyka d5°°™ dla roz-

nych parametrow modelu. Krzywe A (czerwona) i B (niebieska) roznia

sie tylko wartoscia modutu zginania, B ma 10 krotnie wiekszy modut zgi-

nania. Krzywe A (czerwona) i C (zielona) réznia sie wartoscia cisnienia

osmotycznego — C ma 10 krotnie nizsze cisnienie. | . . . . . . . . . ..

64

P9

Wykresy srednicy geometrycznej kata przylegania H/R. od d°™ dla pe-

cherzykow liofilizowanych z komorek PC3. A), B) i C) to odpowiednio

wykresy dla danych ,,A”, , B” 1.C”. Im mniejsze wartosci srednicy geome-

trycznej, tym na ogot wieksza wartos¢ H/R..|. . . . . . . . ... .. ..
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[30

Dopasowanie modelu do ztaczonych danych ,A”, . B” 1,C” pecherzykéw

liofilizowanych z komorek PC3 bez zastosowania progu wysokosci. A)

Macierz R* dla réznych wartosci k oraz Il przy zalozeniu stalej v =

10mJ/m?. Czerwona kropka zaznaczono model z maksymalnym R*. B)

Wykres zaleznosci H/R, od d®°™. Czerwonymi gwiazdkami zaznaczono

przewidywania dla najlepszego modelu (z maksymalnym R?). Czerwona

krzywa interpolowano wartosci miedzy tymi punktami.| . . . . . . . ..

BI

Wykresy A 1 B analogiczne jak na rys. 30| dla tych samych danych, tylko

ze zmienionym progiem wysokoscl na 8 nm. Przerywana linig zielona

zaznaczono prog, gdzie wysokos¢ pecherzyka jest rowna 8 nm. | . . . . .

[32

Wykresy A 1 B analogiczne jak na rys. |31] dla tych samych danych, z

tym samym progiem wysokosci, tylko macierz R zostala uzyskana z

interpolowanych danych A 1 R, dla wiekszej liczby mozliwych wartosci

koraz Lo . . . . .

[33

Wykresy A 1 B analogiczne jak na rys. [32[ dla liposoméw DOPC. |

[34

Wykresy A 1 B analogiczne jak na rys. [32[dla liposoméw DPPC.|. . . .
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Schematyczne przedstawienie dziatania sondy na pecherzyk.| . . . . . .
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[36

Przyktadowy wybor punktow do spektroskopii sit z uzyciem tunkej Po-

int and Shoot wykonanych w programie Nanoscope. Obraz powstat z

uzyciem szybkiego skanowania. Biatymi krzyzykami zaznaczono miejsca,

gdzie wykonano pozniej spektroskopie. | . . . . . . ...

72

[37

Uzyskane spektroskopie dla wybranego obszaru w ktorym znajdowat sie

pecherzyk dla pecherzykow liofilizowanych z danych ,,B”. Mimo 1z peche-

rzyk byt wybrany w srodku tego obszaru, z krzywych wynika, ze znajduje

sie on na gorze. Widac¢ to po tym, ze sita rosnie wolniej, gdyz sonda na-

trafita na miekszy obszar, a nie od razu na twarde podtoze miki. Na

zielono narysowano krzywe podejscia, na zotto krzywe odejscia. | . . . .

73

B3

Spektroskopia liposomu z DOPC (A) i DPPC (B). Na A wida¢ przebicie

przez btone liposomu przy ok. 2 nN. Dla DPPC nie zostato zaobserwo-

wane wyrazne przebicie, cho¢ by¢ moze nastapito ono dla ok. 4 nN. Na

czerwono zaznaczono fragmenty krzywych wykorzystane do oszacowania
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Podwojne przebicie btony lipidowe] liposomu DOPC przy ok. 1 nN. | . .
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[0

Spektroskopia sit pecherzyka liofilizowanego z danych ,.B” uzyskana z na-

noindentacji. Linia niebieska zaznaczona krzywa podejscia (kiedy sonda

zbliza sie do pecherzyka), natomiast linia pomaranczowa narysowana jest

krzywa odejscia (kiedy sonda oddala sie od pecherzyka). Czerwona i zie-

long linia zaznaczono pierwsze 1 drugie liniowe dopasowanie. Dla pierw-

szej czerwonej linii uzyskano sztywnos$¢ réwna 0,052 %, natomiast dla

fragmentu zaznaczonego zielong linia 0, 176 g | ..............
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Modelowanie wcisniecia pecherzyka przyczepionego do podtoza. Czerwo-

nym kolorem zaznaczono miejsce styku sondy o promieniu R;. Przedsta-

wiono wcisniecie sondy na odlegtos¢ 0. Szarym kolorem przedstawiono

sonde. Sita F' ma ilustrowac, ze pecherzyk byt wciskany przez sonde.|. .

2

A) Pecherzyk przyczepiony do podloza. Czerwonymi kropkami zazna-

czono wezty pomiedzy kolejnymi odcinkami okregéw. B) Weisniety sonda

o promieniu krzywizny 10 nm pecherzyk przyczepiony do podtoza. Na

pomaranczowo zaznaczono dodatkowe wezty, ktore nie wystepowaty w A. | 80
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Modelowanie wciskania dla pecherzyka o srednicy 40 nm. A) Przykta-

dowy pecherzyk o srednicy 40 nm. B) Zaleznosé energii od weglebienia

sondy 9. C) Zaleznos¢ sity od 9. Wybrane wartosci parametrow modelu

K, g 17, a co za tym 1dzie wartosci sity 1 energii w tym wypadku nie od-

daja jeszcze wartoscl, ktore mogty panowa¢ podczas przeprowadzonego

eksperymentu.|. . . . . ...

81

A7

Przyktadowa krzywa spektroskopii sit podejscia 1 odejscia dla pecherzyka

liofilizowanego komorek PC3. A 1 B prezentuja te sama krzywa. Na nie-

biesko zaznaczono krzywa podejscia, na pomaranczowo krzywa odejscia.

Na B zaznaczono site wiazania F;. | . . . . . . . .. ...

83

5

Dopasowanie rozktadu log-normalnego do srednic geometrycznych dla

pecherzykow zewnatrzkomorkowych z komoérek PC3 po jednej godzinie 1

po 20 godzinach (Zycienska i in.,[2022). | . . . . . ... ... ...

90
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Dopasowanie rozktadu log-normalnego do srednic geometrycznych peche-

rzykow liofilizowanych ze zbioru A" . . .. . .00
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Dopasowanie rozkladu log-normalnego do srednic geometrycznych lipo-

somow DOPC (A) i liposoméw DPPC (B).| . . . ... .. ... ... ..

91

A3

Dopasowanie rozktadu log-normalnego dla srednic hydrodynamicznych

uzyskanych z N'TA dla pecherzykéw zewnatrzkomorkowych z hodowli

komorek PC3 (Zycieriska i in.,2022).[ . . . . . .. ... ... ... ...
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[9

A) Histogram srednic geometrycznych (d8°°™) pecherzykow zewnatrzko-

morkowych z komorek PC3 uzyskane na podstawie obrazow AFM po

1 godzinie (na niebiesko) i po 20 godzinach (zaznaczono na pomaran-

czowo) od nalozenia na podloze miki pokrytej APTESem; B) Srednie

wartosci d8°™ (zaznaczone kropkami na analogicznie na niebiesko 1 po-

marariczowo) wraz z przedziatem ufnosci 95% uzyskanym metoda boot-

strap; * oznacza, ze w przedziale ufnosci 95% dwa wyniki nie pokrywaja

sie (Zycieiska iin., 2022). . . . .. ...

97

B0

A) Schematyczne przedstawienie osadzania sie pecherzykow w kropli na

mice pod wptywem ruchow Browna. Na czerwono zaznaczono hipote-

tyczna droge nanoobiektu od poczatkowe] pozycji do przyczepienia do

podioza B) Hipoteza o przesuwaniu sie histogramu w czasie ku wiek-

szym wartosciom Srednic pod wyptywem ruchéw Browna. | . . . . . . .
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531

Wyniki symulacji Monte Carlo ruchéw Browna dla kropli o wysokosci

1 mm. A) Rozklad érednic d™¥° uzytych do symulacji. B) Histogram

srednic wybranych losowo 200 pecherzykow z tych, ktore osadzity sie na

podlozu miki po czasie 1 h (na niebiesko) oraz 20 h (na pomaranczowo).

Z prawe] strony przedstawiono srednie Srednice z niepewnosciami wy-

znaczonymi testem bootstrap dla przedzialu ufnosci 95%. C) Histogram

srednic wybranych losowo 200 pecherzykow z tych, ktore osadzity sie po

czasie 1 h (na niebiesko) oraz 20 h (na pomaranczowo) z dodanym 8%

liniowym rozciagnieciem btony pecherzyka. Analogicznie jak na B) z pra-

wej przedstawiono $rednie Srednice pecherzykow. * wskazuje istotng dla

przedziatu 95% réznice statystyczng (Zycienska i in., 2022).. . . . . . .
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52

Wyniki symulacji osadzania sie na mice pecherzykow w kropli o wysokosci

odpowiednio 0,5 mm (szara krzywa), 1 mm (czerwona krzywa) oraz 2 mm

(zielona krzywa). Przerywang linig niebieska oznaczono czas rowny 1 h,

natomiast pomaranczowa czas rowny 20 h. A) Procent przyczepionych

pecherzykow w funkeji czasu B) Wyniki sredniej srednicy pecherzykow

w czasie od nalozenia na mike (Zycieriska i in., [2022). . . . . . .. . ..
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Symulacja Monte Carlo hipotetycznego rozktadu dwumodalnego srednic

hydrodynamicznych. A) Hipotetyczny rozktad dwumodalny uzyty do sy-

mulacji B) Histogram $rednic pecherzykow osadzonych po 1 h (niebieski)

i po 20 h (pomarariczowy) od naltozenia na mike (Zycieriska i in., [2022).| 101
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