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Stosowane;j
Badanie wlasnosci fizycznych i modelowanie pecherzykow
zewngtrzkomorkowych w nano-skali 7 uZyciem mikroskopii sit

atomowych oraz analizy sledzenia nanoczgstek
wykonanej przez mgr Katarzyne Zycienska

pod kierunkiem dr. hab. Macieja Kaminskiego, prof. UW
oraz dr. Jozefa Gintera

w Zaktadzie Fizyki Biomedycznej, Uniwersytetu Warszawskiego

Badania mikropecherzykow sa bardzo wazne dla wspotczesnej
biologii i medycyny, poniewaz ujawniajg nowy, zaawansowany mechanizm
komunikacji mig¢dzykomorkowej. Mikropecherzyki, jako pecherzyki
btonowe uwalniane przez komorki, przenosza biatka, lipidy oraz materiat
genetyczny (w tym RNA i mikroRNA), wplywajac na funkcjonowanie
komorek docelowych. Uczestnicza one w regulacji procesoOw
fizjologicznych 1 patologicznych, takich jak odpowiedZ immunologiczna,
angiogeneza czy procesy zapalne. Ich zdolno$¢ do modulowania aktywnosci
innych komoérek sprawia, ze stanowiag wazny czynnik utrzymania
homeostazy organizmu oraz rozwoju wielu chorob.

Badania wilasciwosci 1 sktadu chemicznego mikropecherzykow maja
szczegllne znaczenie w kontek$cie diagnostyki i terapii chorob, zwlaszcza
nowotworowych, sercowo-naczyniowych i neurodegeneracyjnych. Sktad
chemiczny mikropecherzykéw odzwierciedla stan komorki, z ktorej
pochodzg, co czyni je obiecujgcymi biomarkerami wykorzystywanymi
w tzw. plynnej biopsji. Ponadto intensywnie bada si¢ ich potencjat jako
no$nikéw lekow 1 narzedzi terapii celowanej, co moze przyczyni¢ si¢
do rozwoju medycyny spersonalizowanej. W rezultacie badania
mikropgcherzykéw nie tylko poglebiajg wiedzg o mechanizmach choréb,
lecz takze otwieraja nowe mozliwosci diagnostyczne i terapeutyczne. PL 30-348 Krakéw
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mikropgcherzykow za pomoca mikroskopii sit atomowych (AFM) oraz
metody analizy $ledzenia nanoczastek (NTA). W mojej opinii tematyka
podjeta w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej znajduje si¢ w zakresie
waznych badan biomedycznych, ktéore w ostatnich latach intensywnie
rozwijaja si¢ wraz z postgpem technik biologii molekularnej
1 wysokorozdzielczej mikroskopii.

OGOLNA OCENA ROZPRAWY

Rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Zycienskiej zostata
podzielona na 5 czes$ci, ktére stanowig spojng catosé: 1) Wstep,
i1) Metodologia eksperymentalna, iii) Parametry geometryczne
pecherzykow i1v) Model przylegania do podloza v) Badanie sztywnosci
pecherzykow 1 wyznaczanie modutu zginania oraz vi) Uwzglednienie
poruszania si¢ pecherzykéw w cieczy. W ramach ogo6lnego podsumowania
Autorka wymienia najwazniejsze osiagni¢cia uzyskane w ramach dysertacji.

Rozprawe rozpoczyna streszczenie, w ktorym nakreslono cel pracy
doktorskiej obejmujacy analize wlasnosci fizycznych pecherzykow
lipidowych w nanoskali. W tej czeSci niestety nie doszukatam
si¢ precyzyjnie sformutowanej hipotezy badawczej testowanej w ramach
niniejszego doktoratu. Motywacja, ktora przySwiecata badaniom réwniez
nie jest jasno przedstawiona, ale mozna ja wywnioskowaé z opisu
dotychczasowych badan mikropecherzykoéw. Na poczatku wstepu Autorka
zamieszcza skrocony opis badan prowadzonych w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej oraz podkresla, iz wykonywane przez Nig badania
mikropecherzykow za pomoca AFM maja pionierski charakter
na Uniwersytecie Warszawskim. We wstepie opisane s3 rowniez
mikropecherzyki lipidowe w tym pecherzyki wydzielane przez komorki
oraz bardzo krotko liposomy i metody eksperymentalne wykorzystywane
w dotychczasowych badaniach do analizy mikropgcherzykow. Wstep
obejmuje takze opis metod eksperymentalnych stosowanych w niniejszej
pracy: AFM oraz analiza $ledzenia nanoczastek (ang. nanoparticle tracking
analysis, NTA). Rozdzial ten zawiera warto$ciowe informacje potrzebne
do poznania motywacji podje¢cia tematyki badawczej tej rozprawy oraz
zrozumienia jej dalszych czes$ci. Nie jest on jednak napisany w sposob
systematyczny 1 jest przeznaczony raczej dla czytelnikow zaznajomionych
z tematyka badania mikropecherzykow oraz stosowang metodologig ich
badania. Dodanie rysunkéw i schematéw moglyby znacznie wzbogaci¢
ta czg$¢ pracy 1 uczyni¢ ja bardziej przystepna i zrozumiatg dla osob, ktore
rozpoczynaja prac¢ naukowa obejmujaca badania mikropecherzkow,
szczegoOlnie, ze badania mikropecherzykéw za pomoca AFM nie bytly
wczesniej wykonywanie na Uniwersytecie Warszawskim. W opisie
mikroskopii sit atomowych informacje 0 charakterze
ogolnym/uniwersalnym przeplataja si¢ z charakterystyka systemu



uzywanego przez Autorke. W mojej opinii brakuje opisu odzialywan
pomiedzy probnikiem i probka.

W  kolejnym rozdziale ,Metodologia Eksperymentalna” Pani
mgr Katarzyna Zycienska opisuje wszystkie procedury eksperymentalne,
jakie stosowata w swoim projekcie doktorskim. Pierwszym problemem
naukowym jaki jest omawiany jest osadzanie pgcherzykow na mice.
W rozdziale znajdujemy poprawny opis procedury przygotowania probek,
na podstawie ktérego mozna byloby odtworzy¢ eksperyment. Moje
zastrzezenia budzi natomiast brak istotnych informacji odno$nie tadunku
pecherzykéw, autorka pisze ze jest ujemny, ale nie podaje informacji ile
doktadnie wynosi. Dodatkowo, na podloze nanoszono pegcherzyki
zawieszone w wodzie destylowanej co moze stanowi¢ powazny problem
metodologiczny w przypadku kiedy podiloze pokryte jest APTESem.
Dodatnio natadowane grupy —NHs" przyciagaja ujemnie natadowane
czasteczki. Woda dejonizowana to rozpuszczalnik o bardzo wysokiej statej
dielektrycznej (~80), ktory silnie oslabia oddziatywania elektrostatyczne,
otulajac tadunki swoimi dipolami (hydratacja), w wyniku tego przyciaganie
grupa funkcyjna NHs" <> anion jest juz duzo stabsze. Konieczne jest uzycie
buforu zawierajacego jony (np. Na*, CI, fosforany). Te jony ekranuja
fadunki tworzac tzw. chmure jonowa, dzigki czemu stabilizuja lokalne pole
elektrostatyczne, pozwalajac na krotkiego =zasiggu, uporzadkowane
oddziatywania w cieczy. Zastosowanie soli umozliwitoby uzyskanie
wiekszego pokrycia powierzchni.

Czg$¢ poswigcona obrazowaniu AFM nie jest napisana tekstem
naukowym, ktory moglby stanowi¢ czgs¢ artykutu lub rozdzial monografii.
Rozwazania zawarte w podrozdziale Refleksje Osobiste $wiadcza
z pewnoscig o duzym zaangazowaniu Autorki w wykonywanie trudnych
1 wymagajacych pomiarow za pomoca mikroskopii sit atomowych, mimo
to uwazam cz¢$¢ informacji zawartych w tym podrozdziale oraz porownan
za niepotrzebne, nie maja one bowiem uniwersalnego charakteru
stanowigcego o wartosci naukowej. Podobnie jak przedstawiony
na Rysunku 4 ,,Schemat eksperymentu z obrazowaniem na mikroskopie sit
atomowych pecherzykdw zewnatrzkomoérkowych”, ktory nie jest
przejrzysty 1 czytelny. Wstepne opracowywanie obrazéw AFM zostato
wykonane i opisane poprawnie.

Trzecia cze¢$¢ rozprawy doktorskiej poswigcona jest zmierzeniu
rozmiarow badanych pecherzykow (wysokos$é¢, szeroko$¢ poldwkowa)
1 wyznaczeniu wielko$ci dla nich charakterystycznych takich jak promien
krzywizny jego gornej czgsci, oznaczany jako Rc. Parametr Rc wyznaczano
w oparciu o wysoko§¢ 1 szerokos¢ potowkowa lub wyznaczano
bezposrednio z dopasowania do profili wysokos$ci pgcherzykow. Otrzymano



porownywalne wyniki. W mojej opinii jest to wartoSciowa czg$¢ rozprawy,
zobrazowano setki pecherzykow, zastosowano odpowiednie zatozenia
i1 modele pozwalajace na wyznaczenie wielkoSci geometrycznych
charakterystycznych dla tych pecherzykow. Poprawne obliczenia sg poparte
wlasciwg analizg statystyczng. Graficzna prezentacja wynikow jest jasna
przejrzysta i wzbogaca lekture pracy.

Czwarta cze$¢ dysertacji obejmuje analiz¢ kata przylegania
pecherzykéw do podloza. W tej czesci wykorzystujac  dane
eksperymentalne 1 obliczenia teoretyczne zademonstrowano, iz kat
przylegania pecherzykow do podioza nie jest wielko$cig charakterystyczna
dla danego rodzaju pecherzykow w okreslonych warunkach (stezenia
roztworu 1 sily przyciggania do podtoza) jak postulowali inni badacze.

W pigtej cze$ci niniejszej pracy doktorskiej Autorka przedstawia
badania wiasciwosci mechanicznych pecherzykow. Uwzgledniajgc ilo$é
przedstawionych danych mozna wnioskowaé, iz rozdziat ten ma raczej
wstepny charakter. Dlatego, w mojej opinii interesujace bytoby poréwnanie
zastosowania modelu Hertza-Sneddona do otrzymanych wynikéw lub
zamieszczenie uzasadnienia dlaczego wybrano inng metod¢ analizy. W tej
czesci pracy Pani mgr Katarzyna Zyciefnska proponuje wyznaczenie modutu
zginania pecherzyka z wykorzystaniem zmierzonych 1 wyznaczonych na
podstawie topografii parametrow geometrycznych pecherzykdéw: wysokosé
1 promien krzywizny oraz S$rednica geometryczna oraz wartoscl
wyliczonych z modelu: modutu zginania btony pecherzyka, cisnienia
osmotycznego oraz energii adhezji. Nalezy podkreslic,
ze w zaproponowanej metodzie korzysta si¢ takze ze stalej sprezystosci
pecherzyka wyznaczonej na podstawie spektroskopii sit. Bioragc pod uwage
opisane w pracy doktorskiej trudno$ci eksperymentalne zwigzane
z zebraniem krzywych sita-odlegto$¢ z pecherzykoéw oraz z wyznaczeniem
stalej sprezystosci na podstawie tych danych mozemy wnioskowacé, ze
wyznaczony w ten sposob modul zginania moze by¢ obarczony duzym
btedem.

Ostatnia szosta czes$¢ dysertacji opisuje zmiany $rednic geometrycznych
pecherzykéw w czasie uptywajacym od ich nalozenia na podioze. Do
wyliczonych §rednic geometrycznych pgcherzykow zewnatrzkomoéorkowych
dopasowywano rozktad log-normal, co jest wlasciwym podejsciem.
Rozmiar $rednic byt analizowany po 1h oraz po 20h od nalozenia. Autorka
proponuje dwa wyjasnienia tej obserwacji: (1) dluzszy czas osadzania
si¢ wigkszych pecherzykow na podtozu zgodnie z opisem ruchow Browna
oraz (2) rozciaganie si¢ btony komoérkowej pecherzykow zaadsorbowanych
do podltoza. Wyniki przeprowadzonych obliczen teoretycznych sugeruja,
iz polaczenie tych dwoch efektow moze wyjasni¢ obserwowang zmiang



srednic geometrycznych w czasie. Jest to jednak jedna z kilku mozliwosci.
Mozna byloby potwierdzi¢ pierwsza hipoteze eksperymentalnie doktadnie
monitorujac  w czasie stopien pokrycia powierzchni pecherzykami
o roznych rozmiarach (osadzanie z kilku jednorodnych roztworoéw).

SZCZEGOLOWE UWAGI DO ROZPRAWY

Podczas czytania rozprawy nasuwaja si¢ pewne bardziej szczegdtowe
pytania oraz zagadnienia:

e Literatura powinna by¢ Zrodlowa tzn. jesli piszemy o pierwszym
STM-ie (strona 32 Dysertacji) to w tym miejscu cytowanie nalezy
si¢ laureatom Narody Nobla Gerdowi Binnigowi i Heinrichowi
Rohrerowi. ,,G. Binnig 1 H. Rohrer “Surface Studies by Scanning
Tunneling Microscopy” Physical Review Letters, 1982 rok (vol. 49,
str. 57)”.

e W mojej opinii w pracy bardzo korzystne byloby poréwnanie
wynikow otrzymanych za pomocg analizy $§ledzenia nanoczastek
(ang. Nanoparticle Tracking Analysis NTA) z wynikami DLS
(Dynamic Light Scattering). Zastosowanie DLS pozwolitoby na
wyznaczenie wspotczynnika dyfuzji 1 promienia
hydrodynamicznego oraz okreslenie jednorodnosci populacji
pecherzykow. Dodatkowo nalezy pamietac, iz NTA moze nie by¢
wystraczajaco czuta metoda do analizy matych pecherzykow (40-80
nm).

e Autorka podkresla, iz przedstawione w niniejszej rozprawie badania
skupiaja si¢ na metodologii podkreslajac nowatorski charakter
badan. Takie badania wymagaja optymalizacji procedur
eksperymentalnych. Ktore parametry modyfikowano aby otrzymac
optymalne rozmieszczenie pecherzykow na podiozu? Czy
kontrolowano pH roztworow w ktorych zawieszone byly
mikropecherzyki?

e Na stronie 34 Autorka pisze o trudnosciach zwigzanych z
rozpoznawaniem pecherzykow na obrazach zebranych za pomoca
AFM. Nalezy tutaj podkresli¢, Zze stopien pokrycia powierzchni
pecherzykami nie byl optymalizowany i nie zostat okreslony, co
moze by¢ przyczyna, iz pecherzyki byly zbyt blisko (co wida¢ na
Rys. 36) lub daleko siebie (Rys. 7) zlokalizowane - co utrudniato
odpowiednio  wyznaczenie  granic pomi¢dzy nimi  albo
zlokalizowanie odpowiedniej liczby pecherzykéow do dalszej
analizy.

e Na stronie 31 przedstawione sg uzywane probniki, ktorych promien
krzywizny ostrza wynosit 1 nm (obrazowanie) lub 10 nm
(spektroskopia sit). Dlaczego do obrazowania wzglednie duzych



obiektow jakimi s3a mikropecherzyki uzywano tak ostrych
probnikéw?  Zastosowanie tych probnikéw nie  poprawito
rozdzielczo$ci uzyskanych obrazéow (bioragc pod uwage rozmiar
pikseli) a moglo doprowadzi¢ do uszkodzenia delikatnych
biologicznych probek.

e Rysunek 35 nie jest poprawny, dzwignia probnika AFM nie wygina
si¢ w przedstawiong strong¢ przy naciskaniu na podtoze.

e W trzeciej czeSci rozprawy zaobserwowano, iz S$rednica
geometryczna pecherzykéw osadzonych na podiozu zwigksza si¢ po
20h od osadzenia. Dlaczego nie zaplanowano i nie wykonano
systematycznych pomiaréw obrazowania pecherzykow w roéznych
odstgpach czasu po natozeniu na probke?

e Jestem ciekawa zdania Autorki odno$nie innych mozliwych hipotez
wyjasniajagcych zmiany $rednic geometrycznych w czasie - czy
rozwazano np. fuzje pecherzykow? Jakie metody eksperymentalne
mozna byloby zaplanowac aby sprawdzi¢ t¢ hipoteze?

o Kirzywe sita-odleglo$¢ przedstawione na rys. 38 trudno poréwnac,
ze wzgledu na znaczaco rdznigce si¢ skale.

e Wg mnie rozpraw¢ wzbogaciloby systematyczne pordéwnanie
moduldéw zginania wyznaczonych dla przynajmniej kilku rodzajow
pecherzykow 1 liposomow za pomocg metody zaproponowanej
w rozprawie (wykorzystujacej parametry geometryczne, wartosci
wyznaczone z modelu oraz sztywno$ci wyznaczonej na podstawie
spektroskopii sit) oraz za pomoca metodologii uzywanej przez
innych naukowcéw, ktora jest cytowana w niniejszej rozprawie
(np. Vorselen et al. 2020).

e Niezgodno$¢ oznaczen Aj — A3z na stronie 62

Powyzsze uwagi/komentarze sg sugestia do dyskusji, ktora moze zostac
podjeta podczas obrony pracy.

W mojej opinii rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Zycienskiej wnosi
istotny wktad do dziedziny fizyka w szczegdlnosci w zakresie biofizyki
poprzez polaczenie teoretycznego i doswiadczalnego podejscia do badan
ztozonych uktadoéw biologicznych jakimi sg pecherzyki zewnatrzkomorkowe
1 liposomy. Nalezy w ty miejscu podkresli¢ wnikliwe podejscie do opisu
ksztattu i rozmiaro6w pecherzykow oraz zastosowanie odpowiednich modeli
do wyznaczenia ich parametrow geometrycznych. Autorka wykazata takze, ze
kat przylegania pecherzykow do podtoza nie jest wielkoscig charakterystyczng
uktadu, co stanowi wazne doprecyzowanie istniejagcych modeli adhezji
pecherzykéw. Interesujacy jest zaproponowany sposoOb powigzania topografii
AFM 7z modelem mechanicznym pecherzyka, pozwalajacy — mimo
ograniczen eksperymentalnych — na oszacowanie modulu zginania btony.



Catos¢ pracy ma wyraznie metodologiczno-fizyczny charakter i stanowi punkt
wyjscia do dalszych, bardziej zaawansowanych badan ilo§ciowych
nad mechanikg i adhezjg obiektow biologicznych w rezimie nanoskali.

Podsumowujac uwazam, ze zlozona rozprawa doktorska spetnia
wymagania stawiane pracom doktorskim zgodnie z ustawg o stopniach
naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
z 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz.
1668 zpodzn. zm.). Niniejszym wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Fizyka
Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie Pani Katarzyny Zycienskiej
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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