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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Zycieniskiej, pt. ,Badanie wtasnosci fizycznych i
modelowanie pecherzykéw zewnatrzkomérkowych w nano-skali z uzyciem mikroskopii sit
atomowych oraz analizy $ledzenia nanoczastek”

Rozprawa doktorska, pt.. ,Badanie wiasnosci fizycznych i modelowanie pecherzykow
zewnatrzkomérkowych w nano-skali z uzyciem mikroskopii sit atomowych oraz analizy sledzenia
nanoczastek”, autorstwa mgr Katarzyny Zycieriskiej zostata mi przedtozona do recenzji przez dra
hab. Jacka Szczytko, profesora uczelni, w imieniu Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne UW.

Pecherzyki zewnatrzkomérkowe, kuliste obiekty o nanometrycznych rozmiarach wydzielane
przez komorki, stanowia obiecujaca platforme jako nowe nosniki lekéw, ze wzgledu na swoje
petnione naturalne funkcje w organizmie, polegajace na transporcie informacji miedzykomorkowej
w postaci biatek, lipidéw i kwaséw nukleinowych. Nalezg wiec one do systemu komunikacji
miedzykomérkowych wptywajac migdzy innymi na procesy zapalne, gojenie ran, odpornosc i rozwoj
choréb. Pecherzyki zewnatrzkomérkowe wykorzystywane sg takze jako biomarkery, np. chordb
nowotworowych. Dzieki ich naturalnym wiasciwosciom umozliwiajgcym przenoszenie roznych
czasteczek w postaci, np. biatek, w sposob naturalny chronig je przed destrukcyjnym dziataniem
enzymatycznym zachodzacym w krwiobiegu. Giéwng funkcje w ich dziataniu ochronnym stanowi
btona lipidowa, ktérej wiasciwosci fizyczne majg ogromy wptyw na potencjalne wykorzystanie
pecherzykéw w transporcie zawartych w nich lekdéw. Ponad to, specyficzne biatka (ligandy)
znajdujgce sie na powierzchni pecherzykoéw zewnatrzkomérkowych pozwalajg na selektywne
oddziatywanie z komérkami docelowymi, co jest niezwykle waine w nowoczesnych
przeciwnowotworowych  terapiach celowanych. Dlatego uwaza sig, ze pgcherzyki
zewnatrzkomérkowe stanowig znakomitg alternatywe dla tradycyjnych systeméw nosnikowych
lekow, co jest przedmiotem intensywnych badan. Niewatpliwie tematyka podjgta przez
mgr Katarzyne Zycieriskg doskonale wpisuje sig w ten istotny nurt badarn.

Doktorantka prowadzita swoje badania pod opieka promotorska dra hab. Macieja Kamirskiego,
prof. UW i dra Jézefa Gintera, co zaowocowato oceniang praca doktorska. Dysertacja zredagowana
zostata w postaci monografii w jezyku polskim i zostata podzielona na szes¢ czgsci poprzedzonych
streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Gtéwnym celem badawczym dysertacji jest opracowanie metodologii badawczej umozliwiajacej
poprawne wyznaczenie wiasciwosci fizycznych pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych, takich jak ich
érednica, sztywno$¢, modutu zginania, kat zwilzania. Do badar wykorzystano pgcherzyki hodowane
z komérek nowotworu prostaty PC3 jak i modelowe liposomy zbudowane z fosfolipidéw DPPC i
DOPC. Do badar wykorzystano mikroskopie sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy, AFM) i
analize $ledzenia nanoczastek (ang. Nanoparticle Tracking Analysis, NTA), a nastepnie poréwnano
wyniki eksperymentalne z wynikami otrzymanymi z modelowania komputerowego. Nalezy
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podkresli¢, ze praca z tak matymi obiektami badawczymi i préoba ich zmierzenia nie jest zadaniem
trywialnym, a wiedza na temat ich rozmiaréw i sztywnosci ma ogromne znaczenie dla ich
potencjalnego zastosowania terapeutycznego.

Pierwsza cze$¢ rozprawy (rozdzialy 1-3) obejmuje skrécony opis pracy nad pecherzykami oraz
opis pecherzykdw lipidowych z uwzglednieniem ich podziatu na pecherzyki zewnatrzkomérkowe i
liposomy. W tej czesci dysertacji znalazt sie takze opis metod wykorzystanych do analizy
pecherzykdw (AFM i NTA). Doktorantka oparta te cze$¢ dysertacji o wiele pozycji literaturowych, co
Swiadczy o jej dojrzatosci naukowe] i umiejetnosci postugiwania sie materiatami zrédtowymi ze
zrozumieniem.

W czesci 2 rozprawy (rozdziaty 4-6), zatytutowanej ,Metodologia eksperymentalna”,
Doktorantka szczegéfowo opisuje sposoby otrzymywania pecherzykdw zewngtrzkomdrkowych jak i
liposomdw. Opisana jest takze procedura modyfikowania powierzchni miki poprzez naniesienie
warstwy ztozonej z (3-aminopropylo)trietoksysilanu (APTES), w celu zwigkszenia przyciggania
pecherzykéw do powierzchni. Niestety w pracy nie przedstawiono wzoru strukturalnego tego
zwigzku. Nie opisano takze procedury osadzania pecherzykdw na podfozu. Do badan wykorzystano
zaréwno pecherzyki zewnatrzkomdrkowe z komérek hodowanych w Zakfadzie Fizyki Biomedycznej
jak i liofilizowane pecherzyki zewngtrzkomérkowe zakupione z firmy Hansa BioMed. W badaniach
liposomdéw zastosowano 200 mM roztwor sukrozy w wodzie, aby zwiekszyc ich stabilnos$¢ i utatwic
obrazowanie za pomocg AFM. W pracy nie znalaztem wyjasnienia tego podejécia. Czy zastosowanie
roztworu sukrozy wptywa na wiasciwosci pecherzykdw, np. zmiane rozmiaréw na skutek inne sity
jonowej?

Obrazowanie AFM wykonano z wykorzystaniem miki jako podtoza. Naniesienie na powierzchnie
miki warstwy zbudowanej z APTES miato za zadanie poprawic site oddziatywania pecherzykow z
podtozem na drodze oddziatywan elektrostatycznych. Jest to bardzo ciekawe rozwigzanie, cho¢ w
pracy nie wyjasniono skad bierze sie dodatni tadunek na powierzchni warstwy. W warunkach
fizjologicznych, APTES jest raczej neutralny. Doktorantka opisuje takie problem zwigzany z
uzyskaniem czystej powierzchni po naniesieniu APTESu. Niestety w pracy nie pokazano ani jednego
zdjecia AFM pokazujgcego powierzchnie tego podtoza ani informacji o jego chropowatosci. Te
informacje wydaja sie kluczowe w kontekscie pdZniejszego wyznaczania wysokosci pecherzykow.
Nalezy jednak podkresli¢, ze Doktorantka z sukcesem poradzita sobie z problemem powstawania
nanoobiektéw na powierzchni miki zmodyfikowanej APTESem, opracowujgc skuteczng metode
ich usuwania. Czy mozliwe jest, ze APTES, jako czasteczka amfifilowa, tworzy micele po zetknigciu z
woda i dlatego widoczne byty nanoobiekty przypominajgce pecherzyki?

Obrazowanie AFM wykonano z wykorzystaniem dwu rodzaju tipdw AFM o promieniu 1 i 10 nm.
Sa to wartosci podawane przez producenta i czesto roznig sie od wartosci rzeczywistych. Czy
wykonane byty obrazy SEM w celu potwierdzenia tych parametréw? Wysoko oceniam dyskusje,
jaka przeprowadzita Doktorantka odnosnie mozliwych artefaktéow wystepujacych podczas
obrazowania AFM. Swiadczy to o zrozumieniu pracy z mikroskopem AFM oraz zjawisk
zachodzacych w trakcie skanowania. Jednakze nie jest dla mnie zrozumiate, na czym polegato
odpowiednie dobieranie predkosci skanowania pionowo i poziomo.

W 3 czeéci rozprawy (rozdzialy 7-10), opisano metodologie otrzymywania parametrow

geometrycznycrl\ fecherzykéw po ich zaadsorbowaniu na powierzchni miki, takich jak wysokos¢ (H),
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szerokos$¢ potéwkowa (FWHM) oraz promien krzywizny gornej czesci pecherzykéw (Rc), a nastepnie
na podstawie otrzymanych wynikéw wyznaczono $rednice pecherzykdw swobodnie poruszajgcych
sie w roztworze (d®°M). O ile wybdr zobrazowanych pecherzykow spetniajgcych kryterium
minimalnej wysokosci Doktorantka wykonywata automatycznie, z wykorzystaniem napisanego
przez siebie skryptu, to dalsza analiza wyselekcjonowanych obiektéw wymagata recznej analizy
kazdego z nich poprzez wyznaczenie czterech réznych profili wysokosci o ksztaicie podobnym do
krzywych Gaussa. Wymagato to niezwyktej precyzji i niewatpliwie byto bardzo pracochtonne.
Nalezy takze podkresli¢, ze Doktorantka do wyznaczenia parametrow geometrycznych
nanometrycznych pecherzykow, ktore nie sg obiektami sztywnymi i po zaadsorbowaniu na podtfozu
nie s3 kulami, uwzglednita zaréwno aspekt dotyczacy wyznaczenia poziomu zerowego jak i
zaproponowata odpowiednie modele do wyznaczenia R, uwzgledniajac przy tym promien ostrza
AFM. Mam jednak pewne zastrzeienie co do wyznaczonych wartosci FWHM, poniewaZ nie
uwzgledniono przy tym $rednicy ostrza AFM, a wiec otrzymane wartosci mogg by¢ zawyzone o
dwukrotno$¢ tej Srednicy. Niestety brak precyzyjnego pomiaru promienia ostrza AFM moze
dodatkowo wprowadza¢ znaczgcy btagd pomiarowy. Na podstawie otrzymanych profili, wyznaczono
zaréwno FWHM jak H, z uwzglednieniem poprawki na wysokosc¢. Niestety opis wyznaczenia punktu
zero jest bardzo lakoniczny i dla 0séb nie majacych doswiadczenia w tego typu pomiarach moze by¢
niezrozumiaty (paragraf 5.3.1.). Natomiast opis wykorzystanego algorytmu w pakiecie pySPM
(Scholder,2019) zostat catkowicie pominiety.

Otrzymane wartosci parametréw H, FWHM i R. zostaty wykorzystane do wyznaczenia $rednicy
pecherzykdw przed zaadsorbowaniem na powierzchni miki. W moim przekonaniu, jest to jedno z
wazniejszych osiggnie¢ Doktorantki. W pierwsze] kolejnosci Doktorantka przedstawita wyniki dla
liofilizowanych pecherzykdéw zewnatrzkomdrkowych. Nalezy zauwazy¢, ze obrazowanie AFM dla
tych pecherzykéw zostato wykonane sondg AFM, ktérej promien ostrza wynosit 10 nm. Srednia
wysoko$¢ obserwowanych pecherzykéw wyniosta od 9,9 do 15.5 nm, a dopowiadajgce im $rednie
wartosci szerokosci potdéwkowych to 27,8 i 66,8 nm. Widac zatem, ze pecherzyki po osadzeniu na
podiozu ulegajg sptaszczeniu. Druga obserwacjg jest to, ze pecherzyki nie sa jednorodne pod
wzgledem wielkosci. Niezrozumiatym jest dla mnie wynik dotyczacy wartosci parametru Rc dla tych
pecherzykéw, ktdry jest wyraznie wyzszy niz wartosci dla szerokosci potéwkowej. W rezultacie,
Doktorantka wyznaczyta $rednie wartosci $rednicy geometrycznej pecherzykéow przed ich
unieruchomieniem na podtfozu, ktére wyniosty od 25,1 do 66,2 nm. Widac zatem, ze te wartosci sg
bardzo zblizone do wartosci szerokosci potdwkowych. Otrzymane wyniki zostaty przedstawione
zaréwno w postaci histogramow jak i tabeli z informacjg o wartosci sredniej, medianie i odchyleniu
standardowym.

W dalszym etapie dysertacji Doktorantka opisata wyniki badan otrzymanych dla pecherzykéw
zewngtrzkomérkowych z komérek PC3 hodowanych w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej. Obrazowanie
AFM wykonano z uzyciem sondy o $rednicy ostrza 1 nm. Uzycie innej sondy od tej, wykorzystanej
do pomiaru pecherzykow liofilizowanych budzi zastrzezenie jesli chodzi o metodyke pomiarowa.
Promien ostrza sondy ma duze znaczenie dla wartosci otrzymanych parametréw geometrycznych.
Uwazam, ze nalezato wykona¢ pomiary z wykorzystaniem obu sond (1 i 10 nm) zaréwno dla
pecherzykéw liofilizowanych jak i tych otrzymanych w Zakfadzie Fizyki Biomedycznej. Badania

przeprowadzonlc:3po 120 h od unieruchomienia pecherzykéw na mice wykazujg wzrost ich wielkosci
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w czasie. Srednie wartosci $rednicy geometrycznej pecherzykéw z komérek PC3 wynosity 75,8 i 85,2,
odpowiednio po 1i 20 h, i podobnie jak dla pecherzykdw liofilizowanych, ich wartosci byty bardzo
zblizone do wartosci szerokosci potowkowych.

Podobne badania przeprowadzono dla liposoméw zbudowanych z DPPC i DOPC, wyznaczajgc
opisane wyzej parametry. Wykazano, ze liposomy z DPPC s3g wieksze od liposomow z DOPC.

W czesci 4 rozprawy (rozdziaty 11-12) Doktorantka podjeta sie proby wyznaczenia kata
przylegania pecherzykéw do podtoza (a). Nalezy zaznaczyé, ze kat przylegania zostat wyznaczony w
oparciu o parametry opisane powyzej, a interpretacja otrzymanych wynikow zostata oparta o
numeryczny model pecherzyka unieruchomionego na podtozu, dopasowujac jego parametry do
danych eksperymentalnych. W modelu uwzgledniono srednice geometryczng pecherzyka w
roztworze, wyznaczong w oparciu o pomiary AFM, oraz warunek minimalnej energii swobodnej, w
sktad ktorej wchodzg (i) energia potencjalna wynikajgca z reakcji na zginanie, (ii) praca sit cisnienia
osmotycznego oraz (iii) energia potencjalna zwigzana z elektrostatycznym oddziatywaniem
pecherzyka z podtozem. Zaproponowany model pokazat, ze wartos¢ kata przylegania dla
pecherzykéw o $rednicy geometrycznej ponizej 50 nm zalezy gtéwnie od modutu zginania, podczas
gdy wartosci kata przylegania dla pecherzykéw wiekszych niz 150 nm zalezg przede wszystkim od
ci$nienia osmotycznego. Najlepsze dopasowanie modelu do danych eksperymentalnych pozwolifo
wyznaczy¢ wartosci modutu zginania i ci$nienia osmotycznego dla badanych pecherzykéw. Uwazam
to osiagniecie za niezwykle istotne z punktu widzenia potencjalnego zastosowania pecherzykow
zewnatrzkomorkowych jako nosnikow lekow.

Czesé 5 dysertacji (rozdziaty 13-17) poswiecona jest opisowi badan wtasciwosci mechanicznych
badanych pecherzykéw z wykorzystaniem AFM w trybie spektroskopii sit. Podjgcie sig tego typu
badari wymaga ogromnego doswiadczenia zaréwno w pracy z mikroskopem AFM jak i w analizie i
interpretacji otrzymanych wynikéw. Doktorantka dokfadnie opisuje trudnosci eksperymentalne
zwigzane z tymi pomiarami i pozniejszg analizg danych. Mimo, Ze otrzymane wyniki pomiarowe nie
nalezag do najlepszych, to bardzo wysoko oceniam prébe wyznaczenia nanomechanicznych
parametréw pecherzykow, gdyz wiedza na ten temat ma istotne znaczenie dla dalszych badan w
kierunku nowych nosnikéw lekéw. Na Rys. 36 przedstawiono przyktadowy obraz AFM z widocznymi
duzymi pecherzykami (ok. 100 nm) wraz z siatkg punktéow wybranych do wykonania pomiaréw
krzywych F-D. Zaskakuje wielkos¢ i ilo$¢ pecherzykdw na powierzchni, jesli poréwnac to do danych
przedstawionych na Rys. 6. Nasuwa sie wiec watpliwos¢, dlaczego nie przygotowano probki o
mniejszej ilosci pecherzykéw zaadsorbowanych na powierzchni? Pozwolitoby to w doktadniejszy
sposdb wyznaczy¢ obszar miki pokryty przez pecherzyk i w rezultacie wyznaczy¢ z wigksza precyzja
odpowiednie krzywe F-D. Tak jak Doktorantka zauwaza, na pomiar krzywych F-D duzy wptyw ma
predko$¢ z jakg sonda AFM zbliza sie a nastepnie oddala od badanej prébki. Czy wykonano badania
dla réznych predkosci probkowania? Musze takze wspomniec o bardzo lakonicznym opisie metody
kalibracji sondy i wyznaczeniu tak istotnych parametréw jak poziom zerowej sity i punkt kontaktu
ostrza sondy z prébka. Dodanie odpowiedniego rysunku wyjasniajacego metodologie postgpowania
znaczaco utatwitoby zrozumienie tych aspektow. Kluczowym zagadnieniem w pomiarach
indentacyjnych jest poprawna kalibracja sondy AFM. Niestety w pracy zagadnienie to nie zostato
szczegbtowo opisane. Niewtasciwa kalibracja sondy moze mie¢ takze wplyw na wartosci

wyznaczonej sztlywnos';ci oraz wysokosci pecherzykdw. W pracy nie opisano sposobu wyznaczania
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wysokosci pecherzykdw na podstawie krzywych F-D, podajac jedynie otrzymane wartosci. W dalszej
czesci tego rozdziatu dysertacji, Doktorantka opisuje procedure wyznaczania modutu zginania w
oparciu o zaproponowany model. To kolejny punkt rozprawy, ktdry zastuguje na podkreslenie,
poniewaz prowadzi do uzyskania bardzo interesujacych wynikow.

W ostatniej czesci Dysertacji (rozdziaty 18-19), Doktorantka wyznacza srednice hydrodynamiczng
pecherzykdéw poruszajgcych sie w roztworze na skutek ruchow Browna, wykorzystujac metode
analizy sledzenia nanoczastek. Nie jest wiadomo, czy pomiary wykonano dla pecherzykow
zawieszonych w wodzie czy w buforze. Jest to wazna informacja, poniewaz sifa jonowa roztworu
silnie wptywa na otoczke solwatacyjng nanoczastek, a wiec i na ich ruch w roztworze. Otrzymane
wyniki w postaci histograméw zostaty opisane dopasowujgc do nich rozktad logarytmiczno-
normalny. Czym sg Srednice Maximum Martin? Tak jak moina byto sie spodziewac, Srednice
geometryczne pecherzykéw sg mniejsze od srednic hydrodynamicznych. Niewatpliwe na wartosc¢
$rednicy hydrodynamicznej majg wplyw takie parametry jak wielkos¢ i ksztaft pecherzyka oraz jego
tadunek powierzchniowy. Doktorantka prowadzi krotkg dyskusje dotyczacg jedynie wptywu
wielkosci pecherzykéw i ich sztywnosci na otrzymane wyniki. Ciekawym podejsciem jest
wprowadzenie przez Doktorantke, tzw. wspétczynnika skalowania. Uwazam, ze dogtebna analiza
tego podejscia, poparta badaniami mogtaby zaowocowaé wprowadzeniem standardowej
metodologii w tego typu pomiarach.

Jedna z obserwacji Doktorantki byto zauwazenie, ze $rednica pecherzykéw osadzonych na
podtozu zmienia sie w czasie. Pomiary AFM wykonano dla dwéch przypadkéw, tj. po 1120 godzinach
od naniesienia pecherzykdw na mike. Mam kfopot w zrozumieniu tych wynikéw, poniewaz nie
wiadomo, jak nanoszono pecherzyki. Czy po nakropieniu roztworu z pecherzykami i odczekaniu
okre$lonego czasu, usuwano ten roztwér i umieszczano probke w celce AFM wypetnionej
roztworem bez pecherzykéw, a nastepnie obrazowano jg po 1 h i po 20 h? Sgdzac jednak z
postawionej hipotezy:

,mniejsze pecherzyki docieraja do podtoza i przyczepiajg sie do niego szybciej niz wigksze
pecherzyki, gdyz zgodnie z teorig ruchdw Browna poruszaja sie szybciej”

mozna sadzi¢, ze pomiary AFM wykonano dla roztworu z pecherzykami. Ta kwestia powinna zostac
wyjasniona w trakcie obrony Doktoratu. Ponadto postawiona hipoteza jest przez Doktorantke
obalona w dalszej dyskusji (Rozdziat 19.2.3 ,Dyskusja”), gdzie jest mowa, Ze:

,Mniejsze pecherzyki docieraja do podfoza wolniej.”

Przechodzac do oceny merytorycznej pracy, podkresli¢ nalezy, ze do realizacji zatozonych celow
badawczych mgr Katarzyna Zycienska wykorzystata dwie komplementarne techniki badawcze, a
mianowicie mikroskopie sit atomowych i analize sledzenia nanoczastek. Otrzymane przez nig wyniki
postuzyty jej do zaproponowania modeli pozwalajacych na wyznaczenie szeregu bardzo waznych
parametrow badanych pecherzykéw, takich jak érednica geometryczna i hydrodynamiczna,
sztywnos¢, promien krzywizny, modut zginania, ci$nienie osmotyczne. W mojej ocenie zastosowany
warsztat metodologiczny jest w przewazajacej mierze poprawny. Pewne moje watpliwosci budzi
tylko wspomniany wczeéniej brak pomiaréw AFM pecherzykéw z uzyciem sond o jednakowym
promieniu ostrza oraz brak pomiaréw krzywych F-D dla sond o réznych statych sprezystosci.
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Wysoko oceniam wykorzystanie niezwykle trudnych badan AFM w trybie spektroskopii sit do
okreslenia wiasciwosci nanomechanicznych badanych pecherzykéw. Stwierdzam, ze zatozone cele
badawcze zostaty osiggniete, a krytyczna dyskusja uzyskanych wynikéw, nie budzi watpliwosci.

Z obowigzku recenzenta chciatbym jednak wskaza¢ pewne aspekty, ktore podczas lektury
dysertacji wzbudzity moje watpliwosci. W trakcie publicznej obrony doktorskiej chciatbym, aby
Doktorantka, oprocz podniesionych wczesniej aspektow metodycznych, skomentowata warunki
prowadzonych eksperymentéw AFM w kontekscie stabilno$ci obrazowanych pecherzykow.

Mam takze duzo zastrzezenie co do stylistyki jezyka polskiego, ktdrg postuguje sie Doktorantka.
Domyslam sie, ze wiekszos¢ literatury z tej tematyki napisana jest w jezyku angielskim, jednakze
decydujac sie na napisanie monografii w jezyku polskim, nalezy uzywac go w sposob poprawny,
unikajgc zargonu. Ponizej podaje tylko kilka przyktadéw, ktére w moje opinii nie powinny miec
miejsce w zadnej pracy doktorskiej.

Juz w tytule dysertacji jest btad, poniewaz stowo ,wtasnos¢” zdefiniowane jest jako faktyczne
posiadanie czegos, np. prawo do dysponowania rzeczg. Niewatpliwie Doktorantka miata na mysli
»wiasciwosc”, czyli mierzalng ceche badanego obiektu.

W wielu miejscach mozna spotkac sformutowanie, ze wykorzystano ,,podfoze mikowe”. Nie jest to
wtasciwe okreslenie, poniewaz dotyczy produktu wytworzonego z miki, np. materiatu izolacyjnego
wykorzystywanego w elektronice. Natomiast nazwa ,,mika” dotyczy mineratu, ktéry to wiasnie byt
wykorzystywany przez Doktorantke jako podtoze do unieruchamiania pecherzykéw.

Str 19.

Nadal nie ma konsensusu co do strategii badania wtasnosci fizycznych pecherzykéw na AFM.

Str. 19

Nadal nie istnieje standard analizy pecherzykéw zewngtrzkomérkowych pod AFM

Str. 27

Pecherzyki zewngtrzkomérkowe majg fadunek powierzchniowy ujemny, dzigki czemu cheg
przyciggac sie do podioza pokrytego APTESem

Str 29

Obrazowanie zostato wykonane na mikroskopie sit atomowych Dimension Icon...

Str. 29

Pierwszym etapem przed obrazowaniem jest natozenie sondy na uchwyt...

Str. 33

W obu wypadkach zadbano o odpowiednie rozciericzenie probki przed badaniem oraz kalibracje
sprzetu.

Str. 39

Jednak poniewaz na Rc2 z dopasowania okregu nie wptywa dobrze ustalona wysokos¢ H i FWHM
Str 83

natomiast dysponujemy mocno ograniczong liczbg prawidtowych spektroskopii

Z jednego obrazu uzyskuje sie w zaleznosci od gestosci pecherzykéw na mice

Mozna w tym c?léj skorzystac z pojedynczej spektroskopii pecherzyka
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Str. 93

Tak samo jak dla dgeom, dla dhydro mediana p* wyszta ciut wieksza dla liofilizowanych
pecherzykéw w poréwnaniu

Str 97

Jak przedstawiono w rozdziale 18.4 srednice hydrodynamiczne wychodzg wieksze niz $rednice
geometryczne

Str 99

Przeprowadzono symulacje, aby sprawdzi¢ jak zmienia sie histogram érednic w czasie po natozeniu
kropli na mike

Przedstawione powyzej uwagi oraz pytania nie wptywajg na moja pozytywnga ocene przedstawionej
do recenzji rozprawy doktorskiej. Majg one na celu jedynie wyjasni¢ niejasne kwestie i sprowokowac
do dyskusji mogacej przynie$¢ nowe pomysty badawcze. Stwierdzam, ze Doktorantka zrealizowata
postawione cele badawcze, dobierajgc wiasciwy warsztat metodyczny. Wyciggnigte na podstawie
badar wnioski sg trafne i nie budzg zastrzezen.

Podsumowujgc, w mojej opinii przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, pt. ,Badanie
wlasnoéci fizycznych i modelowanie pecherzykéw zewnatrzkomérkowych w nano-skali z uzyciem
mikroskopii sit atomowych oraz analizy $ledzenia nanoczastek” autorstwa mgr Katarzyny Zycienskiej
spefnia wszystkie ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane kandydatom do stopnia naukowego
doktora. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne UW o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Katarzyny Zycienskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jok M4

dr hab. inz. Piotr Pieta, prof. IChF PAN
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