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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Michata Sarny pt.
»Melanin granules modify nanomechanical properties of

melanoma cells and inhibit invasive abilities of the cells”™

Mimo wielu dziesieciocleci badan, ciagle nie rozumiemy wielu
aspektéw choroby nowotworowej i nie zawsze dysponujmy odpowiednimi
narzedziami diagnostycznymi dla wczesnej jej detekcji i prognozy
rozwoju. Ogromny postep‘ na tym polu zawdzieczamy biologii
molekularnej i proteomice, jednak zastosowanie metod biofizyki moze
takze dostarczy¢ cennych danych. Swietnym argumentem na rzecz.
stusznosci tej tezy moze by¢ rozprawa doktorska mgr Michala Sarny.
Doktorant zastosowal w niej technike mikroskopii sit atomowych dla
oceny wpiywu zawartosci melaniny na nanomechaniczne wtasciwosci
komérek czerniaka; drugim celem pracy byta ocena wplywu =ziaren
melaniny na inwazyjnos¢ komérek czerniaka w modelu in vitro.

Rozprawa doktorska mgr Michaia Sarny ma forme zestawu trzech
§cisle powigzanych tematycznie publikacji i zwieztego omdéwienia
wynikow w jezyku angielskim (zaopatrzonego w streszczenie w jezyku
polskim). Publikacje wchodzgce w skiad rozprawy ukazaty sie w
czasopismach Pigment Cell & Melanoma Research (impact factor 5.839)
i Experimental Dermatology (impact factor 4.115), a trzecia w-
materiatach pokonferencyjnych 17th Meeting of the Society for
Pigment Cell Research (Genewa, 2012). Zalaczone oswiadczenia
wspotautorow nie zawlerajg oszacowania procentowego udziatu
wszystkich wspotautordw {(moim zdaniem bedacego zupeinym.
nieporozumieniem ze wzgledu na arbitralnos$é¢ i brak obiektywnychi
kryteriow ustalania takiego wkladu), natomiast (zgodnie =z

zaleceniami Centralnej Komisji ds. Stopni i Tytutéw) okreélaja




rzeczowo wkiad wspdtautoréw w powstanie publikacji. Oswiadczenia te
nie pozostawiajay watpliwodci co do decydujacej roli mgr M. Sarny w
powstaniu tych publikacji, obejmujacej w szczegélnosci opracowanie
koncepcji pracy i zaplanowanie doswiadczeri, opracowanie modelu
komérkowego, opracowanie sposobu szybkiego zbierania krzywych
sitowych umozliwiajacego zmierzenie wystarczajacej liczby zywych
komorek, przeprowadzenie pomiaréw lub udziat w ich przeprowadzeniu,
przygotowanie manuskryptu publikacji i ostatecznych odpowiedzi na
uwagi recenzentdw. Mgr Michal Sarna jest pierwszym autorem i autorem
korespondujacym wszystkich publikacji.

Idea pracy jest zdumiewajgco prosta i oryginalna. Komérki
czerniaka zawierajq ziarna melaniny, ktérych - w przeciwiedstwie do
melanocytow - nie sg w stanie przekazywaé innym komorkom; gromadzone:
w nich ziarna melaniny muszg wpiywa¢ na wtasciwoséci mechaniczne tych
komérek. Optymalna technikay pozwalajgca zmierzy¢ ilosc melaniny jest
technika EPR, zas$ znakomitg technika, ktéra umozliwia pomiar
wtasciwosci mechanicznych komérek jest mikroskopia sit atomowych.
Obie te techniki, uzupélnione o techniki mikroskopii optycznej i
metody biologii komérkowej, byty podstaws metodyki badan stosowanych
w pracach skiadajgcych sie na rozprawe doktorska mgr M. Sarny.

Dobor komorek do badar nie byl Yatwy, bowiem komérki wiekszoéci
linii czerniaka tracg melanine w warunkach hodowli 1in vitro;

Doktorant uzyt w badaniach komérki ludzkiego czerniaka SKMEL-188 i

komérki mysiego czerniaka B16F1@8. Dla poréwnania badat normalne ; Do

meléhocyty cztowieka. Analiza danych uzyskanych technika mikroskopii
sita atomowych nie byla prosta, bowiem badany materiat (komérki) nie
spetniajg zaloZen modelu Hertza opisujgcego odksztakcenia plastyczne
i konieczne byio opracowanie specjalistycznego oprogramowania dla
analizy krzywych silowych. Doktorant jest wspétautorem tego
opracowania (Review of Scientific Instruments 2014), jednak nie
wchodzi ono w sktad rozprawy doktorskiej.
Pierwsza z prac sktadajacych sie na rozprawe doktorsky (Proc.

17th Meeting Soc. Pigment Cell Res. 2012) dokumentuje wpiyw ziaren




melaniny na morfologie i wiasciwosci nanomechaniczne komérek B16F10.
Komorki czerniaka zawierajace melanine cechowaly sie wieksza
sztywnosdcig (wyzszg  warto$cia modutu  Younga) niz  komérki
nieupigmentowane. Kolejna praca (Pigment Cell Melanoma Res. 2013)
dowodzi, ze ziarna melaniny zwiekszajg sztywnos$¢ komérek czerniaka
cziowieka SKMEL-188. Pordwnanie wtasciwoéci komdrek SKMEL-188 1
normalnych melanocytéw cziowieka falsyfikuje obiegowy poglad, w mysl
ktérego komérki nowotworowe sg mniej sztywne niz komérki normalne.
Jak  stusznie zauwaza Doktorant w Dyskusji tej publikacji,
uniemozliwia to prosta nanodiagnostyke komérek czerniaka w oparciu o
wyznaczenle modutu Younga, jednak (uwaga recenzenta) wzbogaca wiedze
o wlasciwosciach mechanicznych komérek czerniaka. Stwierdzenie to
wydaje sie zresztg by¢ ograniczone do komérek czerniaka i
niekoniecznie odnosi sie do innych  komdrek nowotworowych,
pozbawionych balastu melaniny.

Trzecia praca wchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej mgr
Michata Sarny jest w moim przekonaniu najbardziej interesujaca.
Wykazuje ona, ze im wigksza liczba ziaren melaniny, tym mniejsza
jest: zdolnos¢ komérek SKMEL-188 do migracji przez standardowsz
bariere w tesScie Transwell. Oczywiscie chodzi o test in vitro,
jednak  zaleznoS¢  pomiedzy  sztywnoscig  komdrek uwarunkowang
zawartoscia melaniny a ich zdolno$cig penetracji barier
mechanicznych; mozna oczekiwaé, e analogiczna zaleznosi¢ moze
dotyczyl zdolnoSci do przenikania przez bariere naczyniowg i w
konsekwencji przerzutowania. To bardzo pouczajacy przykiad, jak
wiasciwosci mechaniczne komérek moga determinowaé¢ ich zachowanie sie
i - nawet jesli ta analiza jest uproszczona - umozliwia zrozumienie
istotnych biofizycznych aspektéw rozwoju choroby nowotworowej.
Uwazam, Ze rozprawa doktorska mgr M. Sarny wnosi nowe oryginalne
dane do biofizyki komérek nowotworowych.

Mam drobne uwagi krytyczne w odniesieniu do rozprawy. Na s. 36
Doktorant pisze, ze obserwacja o hamowaniu przez melanine zdolnosci

inwazyjnej komorek czerniaka jest nowg obserwacia. Wedtug mojej




wiedzy, postal bezbarwnikowa czerniaka (melanoma amelanoticum), nie
zawierajgca lub zawierajaca znikome ilos$ci barwnika, co $wiadczy o
bardzo matym zrdéinicowaniu komérek nowotworowych, jest szczegélnie
ciezkg odmiana czerniaka, o wiekszej ziosliwosci 1 bardziej
niepomyslnym przebiegu.-Oczywiécie jest to obserwacja optyczna, nie
poparta doktadnym oznaczeniem zawartosci melaniny, tym niemniej
funkcjonujaca juz powszechnym obiegu informacji. W pierwszej
publikacji (Proc. 17th Meeting Soc. Pigment Cell Res. 2812),moim
zdaniem w rycinie 1 pomylone sg panele B i C.

Omowienie wynikéw przygotowane jest bardzo starannie pod
wzglgdem edytorskim; jedyny btad literowy, jaki zauwazylem to ,where
published” (zamiast ,were published”) na s. 35.

W podsumowaniu, bardzo wysoko oceniam rozprawe doktorskg mgr
Michala Sarny. Uwazam, Ze rozprawa speinia warunki stawiane
rozprawom doktorskim przez art. 14 i 15 Ustawy o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia
14 marca 2003 r. z pézniejszymi zmianami. Z peinym przekonaniem

wnoszg wigec do Wysokiej Rady Wydziatu Fizyki i Informatyki

Stosbwanej Akademii Gérniczo-Hutniczej im. Stanistawa Staszica w :ffi 

 Krakowie o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Michata Sarny do
dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na oryginalnos¢ problemu, wktad pracy Doktoranta i
uzyskane cenne wyniki opublikowane w czasopismach o wysokiej

wartosci impact factor wnosze o wyrdznienie rozprawy.
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