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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Zyciefiskiej

pt. ,.Badanie wlasnosci fizycznych i modelowanie pecherzykéw
zewnatrzkomoérkowych w nano-skali z uzyciem mikroskopii sit
atomowych oraz analizy §ledzenia nanoczastek”

Praca doktorska mgr Katarzyny Zycienskiej zatytutowana ,,Badanie wtasnosci fizycznych
i modelowanie pecherzykow zewngtrzkomadrkowych w nano-skali z uzyciem mikroskopii
sit atomowych oraz analizy Sledzenia nanoczgstek” zostata wykonana pod opieka
naukowg dr hab. Macieja Kaminskiego, prof. UW oraz dr Jézefa Gintera, w Zakfadzie
Fizyki Biomedycznej, Instytutu Fizyki Doswiadczalnej, na Wydziale Fizyki Uniwersytetu

Warszawskiego.

I. Tematyka rozprawy i jej aktualnosé

Tematyka rozprawy dotyczy eksperymentalnej i teoretycznej charakteryzacji
pecherzykdw  zewnatrzkomorkowych  (EVs) w  nanoskali, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich wtasciwosci geometrycznych, adhezyjnych i mechanicznych. Praca
koncentruje sie na opracowaniu, walidacji i zastosowaniu metod mikroskopii sit
atomowych (AFM) oraz analizy $ledzenia nanoczgstek (NTA) do ilosciowego badania EVs

pochodzenia komérkowego.
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Jest to obszar niezwykle dynamicznie rozwijajacy sie, co potwierdza gwattowny wzrost
liczby publikacji z ostatnich lat w dziedzinach biofizyki, nanomedycyny i technologii
pecherzykéw zewnatrzkomaorkowych.

Aktualno$¢ tematyki wynika z faktu, ze EVs sg uznawane za jedne z najbardziej
obiecujgcych biomarkerow i nosnikéw terapeutycznych. Ich rola w diagnostyce
nowotwordow, medycynie spersonalizowanej, immunologii czy terapii RNA jest szeroko
dyskutowana w najnowszej literaturze. Jednoczesnie wcigz istnieje pilna potrzeba
standaryzacji i udoskonalenia metod charakteryzacji fizycznej EVs, zwtaszcza w zakresie
pomiaru ich wielkosci, ksztattu, deformowalnosci oraz dynamiki oddziatywania z
podtozem. Rozprawa wpisuje sie zatem w jeden z centralnych problemoéw wspétczesnej
nauki o EVs: zrozumienie ich wtasciwosci fizycznych na poziomie pojedynczych
pecherzykow.

Autorka rozprawy wniosta istotny wktad do tej dziedziny, opracowujac procedure
obrazowania EVs w cieczy na AFM, obejmujgca m.in. uzyskanie stabilnego,
pozbawionego zanieczyszczen  podtoza mikowego o dodatnim  fadunku
powierzchniowym. Jest to zagadnienie o duzym znaczeniu praktycznym, poniewaz
wiarygodnos$¢ pomiaréw AFM silnie zalezy od jakosci i powtarzalnosci immobilizacji
badanych pecherzykéw. W rozprawie przeanalizowano rdowniez zalezno$¢ kata
przylegania od $rednicy EVs, wykazujac, ze mniejsze pecherzyki charakteryzujg sie
wiekszym katem kontaktu, co znajduje odzwierciedlenie we wzroscie wspotczynnika
wysokosé/promien krzywizny (H/Rc).

Jednym z najwazniejszych osiggniec jest wprowadzenie wspotczynnika skalowania AFM—
NTA, ktory opisuje relacje miedzy Srednicg geometryczng a hydrodynamiczng danej
populacji EVs. Jest to propozycja o duzej wartosci praktycznej i potencjalnym znaczeniu
dla standaryzacji pomiaréw wielkosci pecherzykéw, problemie szeroko dyskutowanym w
Srodowisku naukowym.

Dodatkowo autorka zaproponowata szybkg procedure estymacji modutu zginania btony
na podstawie geometrii pecherzyka i ograniczonej liczby krzywych spektroskopii sit. Tego
typu uproszczone podejscie do mechanicznej charakterystyki EVs ma duzy potencjat
aplikacyjny, biorgc pod uwage rosngce zainteresowanie wtasciwosciami mechaniki btony
w kontekscie réznic biologicznych, standw chorobowych i zastosowan terapeutycznych.

Podsumowujac, tematyka rozprawy jest w petni aktualna, zgodna z globalnymi trendami
badan nad EVs i stanowi znaczacy wkitad w rozwéj metodologii, modelowania oraz
interpretacji danych biofizycznych. Opracowane w niej rozwigzania majg znaczenie nie



tylko dla podstawowego zrozumienia wtasnosci pecherzykdéw zewngtrzkomérkowych,
ale réwniez dla ich przysztych zastosowan diagnostycznych i terapeutycznych.

. Cel i struktura pracy

Celem rozprawy byto zbadanie wtasciwosci fizycznych pecherzykéw lipidowych w
nanoskali, ze szczegdlnym uwzglednieniem pecherzykdéw zewnatrzkomaérkowych (EVs),
poprzez potgczenie badan eksperymentalnych i modelowania teoretycznego. W pracy
dazono do opracowania i walidacji metodologii obrazowania i analizy pecherzykow
zewnatrzkomorkowych przy uzyciu mikroskopii sit atomowych (AFM) oraz do
poréwnania uzyskanych wynikdw z parametrami hydrodynamicznymi mierzonymi
metodg analizy Sledzenia nanoczastek (NTA).

Realizacja tego celu miata umozliwié¢ lepsze zrozumienie wtasciwosci fizycznych EVs, co
jest istotne zaréwno dla ich wykorzystania w procedurach diagnostycznych, jak i dla ich
potencjalnej roli jako nosnikéw lekéw.

W ramach badan analizowano EVs pochodzgce z hodowanych w Zakfadzie Fizyki
Biomedycznej UW komodrek nowotworu prostaty PC3 oraz sztucznie przygotowane
pecherzyki lipidowe.

Wyniki eksperymentéw AFM i NTA zestawiono z obliczeniami uzyskanymi z dwdch
modeli teoretycznych:

(1) modelem opisujgcym ksztatt i sztywnos¢ pecherzyka osadzonego na powierzchni
miki w oparciu o teorie Canhama—Helfricha oraz (2) modelem opisujgcym proces
adsorpcji pecherzykéw na podtozu, opartym na teorii ruchéow Browna w kropli cieczy.

Rozprawa ma przejrzystg strukture, obejmujgcy zarowno wprowadzenie teoretyczne,
szczegotowy opis metod, jak i cztery czesci prezentujgce wyniki eksperymentalne oraz
ich interpretacje. Praca sktada sie z szesciu gtéwnych czesci, a czesci wynikowe (I1I-VI)
zakonczone sg odrebng dyskusjg odnoszacg uzyskane wyniki do literatury i modeli
teoretycznych.

Czes$¢ | — Wstep (rozdz. 1-3)

Przedstawia kontekst naukowy badan nad pecherzykami zewngtrzkomérkowymi i
liposomami, omawia podstawy biofizyki membran oraz szczegétowo wprowadza dwie
kluczowe metody analityczne wykorzystane w pracy: mikroskopie sit atomowych (AFM)
i analize Sledzenia nanoczgstek (NTA).

Czes¢ Il — Metodologia eksperymentalna (rozdz. 4-6)
Obejmuje opis wszystkich wykorzystywanych prébek, a takze bardzo szczegdtowy opis
przygotowania podtoza i prowadzenia pomiaréw AFM, tacznie z omdwieniem



artefaktéw i parametréow pracy mikroskopu. Osobny rozdziat przedstawia metodologie
analiz NTA.

W  czesci poswieconej hodowli komérkowej oraz izolacji pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych doktorantka przedstawia szczegétowy opis zastosowanej
metodologii, obejmujgcy zaréwno warunki hodowli linii komdrkowej, jak i kolejne etapy
izolacji EVs. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze autorka jasno wskazuje, kto w zespole
odpowiadat za poszczegdlne etapy prac eksperymentalnych, w tym hodowle komérek i
izolacje pecherzykéw. Takie podejscie jest niezwykle istotne w pracach
interdyscyplinarnych, gdzie rzetelne rozdzielenie kompetencji i odpowiedzialnosci
zwieksza przejrzystos¢ badan oraz ich powtarzalnosc.

Zwracam jednak uwage, Ze w opisie metodologicznym nie doprecyzowano
jednoznacznie, czy wszystkie eksperymenty AFM i NTA byty wykonywane na swiezo
wyizolowanych pecherzykach zewngtrzkomoérkowych, czy tez na prébkach wczesniej
zamrozonych i nastepnie rozmrazanych. Kwestia ta ma istotne znaczenie, poniewaz liczne
doniesienia literaturowe oraz wytyczne Miedzynarodowego Towarzystwa Pecherzykow
Zewnatrzkomadrkowych (Thery et al., 2018) wskazujg, ze cykle zamrazania i rozmrazania
mogg wptywac na rozktady rozmiaréw EV, sprzyjac¢ ich agregacji oraz modyfikowac
parametry geometryczne i mechaniczne. Uzupetnienie tej informacji pozwolitoby na
petniejszg ocene wptywu przygotowania probek na uzyskane wyniki oraz utatwitoby ich
poréwnanie z danymi literaturowymi.

Uprzejmie prosze doktorantke o doprecyzowanie, czy wszystkie pomiary AFM i NTA byty
wykonywane na pecherzykach zewnatrzkomadrkowych poddanych cyklom zamrazania i
rozmrazania, czy tez obejmowaty réwniez préby wykonywane na $wiezo wyizolowanych
EV. Prosze takie o wskazanie, czy poréwnywano wyniki uzyskane dla pecherzykéw
Swiezych i przechowywanych oraz w jaki sposéb potencjalny wptyw procedur zamrazania
i rozmrazania byt uwzgledniany w interpretacji przedstawionych wynikéw.

W badaniach AFM deklarowana sita obrazowania rzedu 600 pN (do 1 nN) jest relatywnie
wysoka jak na tak podatne mechanicznie obiekty. W literaturze (np. Vorselen et al., 2020)
konsekwentnie podkresla sie konieczno$¢ stosowania mozliwie niskich sit oraz
dokumentowania ich wptywu na parametry geometryczne pecherzykéw, takie jak
wysokos¢ (H) i promien krzywizny (Rc). W rozprawie brak jest systematycznej analizy
zaleznosci H i Rc od ustawionej sity, co utrudnia jednoznaczne okreslenie, w jakim
stopniu stosowane warunki mogly prowadzic do czesSciowego sptaszczenia
obrazowanych struktur.

Uprzejmie prosze doktorantke o ustosunkowanie sie podczas obrony do powyzszej uwagi
oraz o wyjasnienie, w jaki sposéb mozna eksperymentalnie wyznaczy¢ zakres sit, w



ktorym geometria pecherzykdw pozostaje nienaruszona, a uzyskiwane obrazy
odzwierciedlajg ich rzeczywisty ksztatt.

Wszystkie cztery kolejne czesci rozprawy zawierajg prezentacje danych
eksperymentalnych potaczong z analizg numeryczng oraz dyskusja.

Czes¢ lll — Parametry geometryczne pecherzykow (rozdz. 7-10)

Autorka szczegétowo przedstawia sposdb wyznaczania wysokosci H, promienia
krzywizny Rc, szerokosci potdwkowej (FWHM) oraz srednicy geometrycznej pecherzyka
swobodnego w cieczy. Dokonano selekcji jakosciowej obiektéw oraz przeprowadzono
analize poréwnawczg trzech typow pecherzykdw. Czesé ta konczy sie dyskusjg dotyczaca
otrzymanych rozktadéw i ich interpretacji.

Czes¢ IV — Model przylegania do podtoza (rozdz. 11-12)

Skupia sie na analizie kata przylegania a oraz na modelu opartym na teorii Canhama—
Helfricha. Model dopasowano do wynikéw eksperymentalnych, co umozliwito
interpretacje zaleznosci H/Rc i a jako funkcji Srednicy pecherzykdéw. W czesci tej znajduje
sie szczegdtowa dyskusja poréwnujgca dane do przewidywan teoretycznych.

Cze$¢ V — Badanie sztywnosci i modutu zginania (rozdz. 13—-17)

Zawiera eksperymentalne wyniki spektroskopii sit i analize sztywnosci pecherzykdw, a
takze model naciskania pecherzyka przez sonde AFM. Autorka przedstawia metode
wyznaczania modutu zginania i poréwnuje jg do wartosci znanych z literatury. Czes¢ ta
réwniez zakoriczona jest dyskusjg wynikdw.

Czes¢ VI — Uwzglednienie ruchdw Browna i analiza poréwnawcza AFM—NTA (rozdz. 18—
19)

Autorka bada zaleznos$é miedzy srednicami geometrycznymi (AFM) i hydrodynamicznymi
(NTA), stosujgc dopasowanie rozktadéw log-normalnych. Szczegétowo analizuje zmiany
Srednich s$rednic w czasie od naniesienia prébki oraz przeprowadza symulacje ruchéw
Browna wyjasniajgce obserwowane zjawiska. Czes$¢ konczy dyskusja integrujgca wyniki
eksperymentu i symulacji.

Rozprawe zamyka syntetyczne podsumowanie najwazniejszych osiggniec¢, w ktérym
doktorantka wymienia pie¢ kluczowych rezultatéw swojej pracy:

1. Opracowanie optymalnej metodologii obrazowania pecherzykow
zewnatrzkomarkowych na AFM, w tym procedury szybkiego i powtarzalnego
przygotowania podfoza.



2. Udokumentowanie i wyjasnienie wzrostu Srednicy geometrycznej EVs w czasie,
poparte analizg eksperymentalng i modelowaniem.

3. Woprowadzenie rozktadu log-normalnego do opisu srednic AFM i NTA oraz
zaproponowanie wspotczynnika skalowania AFM—NTA jako cechy populacji
pecherzykow.

4. Zaobserwowanie i modelowe potwierdzenie wzrostu kata przylegania dla
matych EVs i liposoméw.

5. Opracowanie szybkiej procedury estymacji modutu zginania przy wykorzystaniu
modelowania oraz ograniczonej liczby krzywych sita—odlegtosc.

[ll. Cze$¢ wynikowa i analiza danych

Czes$¢ wynikowa rozprawy (czesci IlI-VI) jest obszerna i bogata w dane. Doktorantka
przeprowadzita kompletne analizy geometryczne, adhezyjne i mechaniczne
pecherzykdw zewngtrzkomérkowych, taczac dane eksperymentalne AFM i NTA z
modelowaniem teoretycznym.

Wyniki obrazowania AFM zostaty zinterpretowane zaréwno w kategoriach
podstawowych parametrow geometrycznych jak i dodatkowych wielkosci opisujgcych
interakcje z podfozem, takich jak kat przylegania czy stosunek wysokosci do promienia
krzywizny. Dane geometryczne zostaty nastepnie zestawione z rozktadami
hydrodynamicznymi uzyskanymi metodg NTA, co pozwolito na zaproponowanie nowej,
ilosSciowej relacji miedzy tymi dwoma metodami w postaci wspodtczynnika skalowania
AFM-NTA. Jest to oryginalny i interesujgcy wynik, rzadko spotykany w dotychczasowych
pracach nad EVs.

W uzasadnieniu podjecia badan nad wtasciwosciami mechanicznymi pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych doktorantka wskazuje, ze analiza ta EV ma istotne znaczenie
zarowno z punktu widzenia badan podstawowych, jak i potencjalnych zastosowan
biomedycznych, w szczegdlnosci w kontekscie wykorzystania pecherzykéow jako
nosnikow lekow. Jako istotny kontekst tych rozwazan autorka wskazata prace Guo et al.,
w ktdrej na modelowym uktadzie pecherzykéw wykazano, ze elastycznos$¢ nanostruktur
w istotny sposéb wptywa na ich wychwyt komadrkowy oraz dystrybucje in vivo.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w cytowanej pracy analizowany byt uktad o uproszczonej,
syntetycznej powierzchni lipidowej, pozbawionej biatek i ztozonych struktur
glikokoniugatowych charakterystycznych dla naturalnych pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych. W zwigzku z tym wyniki Guo et al. nalezy traktowac przede
wszystkim jako dowdd potwierdzajgcy znaczenie wilasciwosci  mechanicznych

6



nanostruktur, przy jednoczesnej koniecznosci ostroznego przenoszenia tych wnioskéw
na uktady EV o ztozonej biologicznej architekturze powierzchni.

W przypadku naturalnych EV o losach biologicznych, takich jak adhezja do btony
komorkowej, wybor drogi internalizacji czy swoisto$¢ oddziatywan miedzykomadrkowych,
w decydujgcym stopniu wspdtuczestniczg biatka powierzchniowe oraz profil glikozylacji.
Elementy te modulujg rozpoznanie receptorowe, oddziatywania elektrostatyczne oraz
mechanizmy endocytotyczne, co oznacza, ze wiasciwosci mechaniczne pecherzykéw nie
mogg by¢ interpretowane w oderwaniu od ich kontekstu molekularnego i sktadu
powierzchniowego.

W literaturze dotyczgcej mechaniki komadrek podkresla sie istotng role glikokaliksu jako
warstwy typu szczotki polimerowej, ktérej wiasciwosci mechaniczne opisywane sg m.in.
w ramach dwuwarstwowego modelu zaproponowanego przez Sokotowa. W podejsciu
tym odpowiedZ mechaniczna obiektu biologicznego na indentacje AFM rozdzielana jest
na dwa wkfady: poczatkowy, wynikajgcy z kompresji powierzchniowej warstwy
glikokoniugatéw (opisywany modelem szczotki polimerowej), oraz giebszy,
odpowiadajacy sprezystej deformacji wtasciwej struktury biologiczne;j.

W Swietle przedstawionych w rozprawie wynikdw oraz ograniczen zaproponowanego
modelu mechanicznego pecherzykow prosze doktorantke o odniesienie sie do pytania,
w jaki sposéb mozliwe bytoby potaczenie opisu mechaniki pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych z ich sktadem powierzchniowym, w szczegdlnosci obecnoscia
biatek i glikokonjugatéw. Czy i w jakim zakresie adaptacja podejécia zaproponowanego
przez Sokotowa, polegajgca na analizie krzywych sita—odlegtos¢ w dwéch rezimach
indentacji oraz na rozdzieleniu wktadu powierzchniowej warstwy od odpowiedzi samej
btony lipidowej, mogtaby pomdc w interpretacji uzyskanych krzywych spektroskopii sit
AFM i w bardziej jednoznacznym wyznaczaniu parametrow mechanicznych EV?

IV. Ocena dorobku naukowego doktorantki

Dorobek naukowy doktorantki jest spdjny tematycznie i Scisle powigzany z tematyka
rozprawy doktorskiej. Obejmuje on publikacje w recenzowanych czasopismach
miedzynarodowych, aktywny udziat w konferencjach naukowych, realizacje projektéw
badawczych oraz pozyskiwanie finansowania w drodze konkursowe;j.

Najwazniejszym elementem dorobku jest praca opublikowana w czasopi$mie
International Journal of Molecular Sciences (Zyciefska et al., 2022), w ktérej doktorantka
byta inicjatorka koncepcji badawczej i odpowiadata za przeprowadzenie eksperymentéow
AFM, opracowanie algorytmdéw analizy danych, analize obrazéw, przygotowanie
wizualizacji oraz wspottworzenie i redakcje tekstu. Praca ta stanowi istotny element
merytoryczny rozprawy doktorskiej i dokumentuje samodzielno$¢ naukowg doktorantki
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na zaawansowanym etapie badan. Warto zaznaczy¢, ze cho¢ czasopismo to wydawane
jest przez wydawnictwo MDPI, posiada ono wieloletnig renome oraz ugruntowang
pozycje w obszarze badan z zakresu biologii molekularnej i biofizyki.

Pozostate publikacje, w ktérych doktorantka jest wspdtautorky, potwierdzajg jej
aktywnosé badawczg w projektach interdyscyplinarnych. W pracy Pszczotkowska et al.
(2022) doktorantka brata udziat w eksperymentach zwigzanych z izolacjg EV i analizg NTA
oraz wspotuczestniczyta w redakcji tekstu. Z kolei publikacja Akuwudike et al. (2023)
dokumentuje jej kompetencje w zakresie analizy obrazéw mikroskopii elektronowej oraz
interpretacji danych eksperymentalnych z pogranicza biofizyki i biologii molekularnej.

Doktorantka wykazuje rdwniez wysokg aktywnos¢ konferencyjng, regularnie prezentujac
wyniki swoich badan w formie referatéw ustnych i posteréw na konferencjach krajowych
i miedzynarodowych, w tym wystgpieniach bezposrednio zwigzanych z tematykg EVs,
AFM i NTA. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje uzyskanie nagréd konferencyjnych za
prezentacje ustne i plakaty, co swiadczy o wysokiej jakosci przedstawianych wynikéw
oraz ich pozytywnym odbiorze przez srodowisko naukowe.

Istotnym elementem dorobku doktorantki jest takze aktywnos¢ projektowa i grantowa.
Doktorantka byta kierownikiem dwdéch grantéw IDUB Uniwersytetu Warszawskiego, w
tym projektu poswieconego badaniom pecherzykéw zewnatrzkomadrkowych.

Na uwage zastuguje réwniez udziat doktorantki w projektach aplikacyjnych i
interdyscyplinarnych, obejmujgcych m.in. wspodtprace z Wielkopolskim Centrum
Onkologii nad algorytmami wspierajgcymi planowanie radioterapii, projekty z zakresu
analizy obrazéw medycznych z wykorzystaniem sieci neuronowych oraz rozwdj
dydaktycznego modelu tomografu komputerowego. Aktywnosci te potwierdzajg
szerokie kompetencje doktorantki w zakresie programowania, analizy danych oraz
taczenia metod fizycznych, informatycznych i biomedycznych.

V. Wnioski koricowe

Od strony formalnej rozprawa spetnia wymogi stawiane dysertacjom doktorskim. W
rozprawie, w szczegllnosci w czesci metodologicznej, jezyk opisu procedur
eksperymentalnych nie zawsze spetnia standardy stylu naukowego, ktére sg oczekiwane
w pracy doktorskiej. W kilku miejscach pojawiajg sie sformutowania o charakterze
potocznym i opisowym, typowe raczej dla narracji dydaktycznej niz formalnego opisu
metod badawczych.

Na tym tle szczegdlnie zwraca uwage podrozdziat 5.2.1 ,Refleksje osobiste”, w ktérym
zastosowany zostat wyraznie odmienny styl narracyjny. Przytoczony fragment ma
charakter opisowy i anegdotyczny, postuguje sie jezykiem potocznym oraz
poréwnaniami o charakterze publicystycznym (np. odwotfania do ,pracy
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zegarmistrzowskiej”,  subiektywne  komentarze  dotyczace  trudnosci  prac
eksperymentalnych), ktére nie sg typowe dla tekstéw naukowych ani rozpraw
doktorskich. Tego rodzaju narracja, cho¢ moze by¢ interesujgca z perspektywy
dydaktycznej lub popularyzatorskiej, nie spetnia standardéw jezyka naukowego, ktory
powinien by¢ bezosobowy, precyzyjny i pozbawiony elementdw subiektywnych.

Z punktu widzenia struktury i spdéjnosci rozprawy zasadne bytoby przeniesienie tego
podrozdziatu do materiatéw uzupetniajgcych (suplementu lub aneksu).

Podkreslam, ze wskazana uwaga ma charakter wytgcznie redakcyjny i formalny i w zaden
sposAb nie umniejsza wartosci merytorycznej przeprowadzonych badan ani kompetencji
eksperymentalnych doktorantki, ktére zostaty udokumentowane w sposéb rzetelny i
przekonujacy.

Przedstawiona dysertacja spetnia warunki okreslone w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz.742 z pdzniejszymi
zmianami). W zwiazku z powyzszym wnosze o dopuszczenie mgr Katarzyny Zycienskiej
do dalszych etapow przewodu doktorskiego, w tym do publicznej obrony rozprawy.

T el

Tomasz Kobiela



