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Wprowadzenie

Melanina to najbardziej rozpowszechniony barwnik w przyrodzie, ktory u ludzi wystgpuje w tkankach
barwnikowych, migdzy innymi w skorze, wtosach, oczach, mézgu oraz uchu wewngtrznym (d’Ischia i inni,
2015). Synteza melaniny zachodzi w wyspecjalizowanych komorkach barwnikowych takich jak:
melanocyty (skora, wlosy, teczéwka, ucho wewnetrzne), komorki nabtonka barwnikowego siatkowki (oko
wewngtrzne) oraz neurony dopaminergiczne (istota czarna $rédmozgowia) (Slominski i inni, 2004).
Melanina w komoérkach barwnikowych wystepuje w postaci ziaren, tzw. melanosomow (Raposo i Marks,
2007). Organelle te wykazujg zréznicowanie w ksztalcie (moze by¢ okragly lub elipsoidalny) oraz
rozmiarze (od 0.5 do 3.5 um) (Liu i inni, 2005). Wyr6znia si¢ dwa gldwne typy barwnika melaninowego:
brazowo-czarng eumelaning oraz zo6lto-czerwong feomelaning (Rioux i inni, 2019). Podstawowymi
funkcjami biologicznymi melaniny jest ochrona tkanek przed szkodliwym dzialaniem promieniowania
stonecznego oraz mimikra (Sarna, 1992; Jeon i inni, 2016). Pomimo, iz fizykochemiczne wilasciwosci

melaniny sg dobrze poznane (szczegdtowo opisane w pracy: Meredith i Sarna, 2006), jak dotad tylko w
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jednej pracy opisano wlasciwosci mechaniczne melanosomow. Okazato si¢, ze ziarna te maja unikatowe,
jak dla materialu biologicznego, wlasciwosci mechaniczne — sa bardzo sztywne i malo podatne na
deformacje (Guo i inni, 2008), co czyni je potencjalnie waznym sktadnikiem determinujgcym whasciwosci
mechanicze ubarwionych komoérek i tkanek. Co cickawe, mechaniczna rola melaniny w komoérkach i
tkankach barwnikowych dotychczas w ogole nie byta brana pod uwage. Jest to tym dziwniejsze i trudne do
wyjasnienia, jesli u§wiadomi¢ sobie szybki rozwdj biomechaniki komorek i tkanek jaki ma miejsce w

ostatnich latach.

Tkanki barwnikowe wchodzace w sklad barier mechanicznych

W organizmie czlowieka wystepuja liczne bariery mechaniczne, ktére maja za zadanie chroni¢ narzady
wewnetrzne przed urazami, jak rowniez przed czynnikami chorobotworczymi, ktdre moga przenikna¢ do
wnetrza organizmu ze Srodowiska zewnetrznego (Tissot i inni, 2016; Richbourg i inni, 2019). Sposréd
wszystkich tkanek, budujacych bariery mechaniczne tylko dwie sa ubarwione. S3g nimi: nabtonek
barwnikowy siatkéwki, wchodzacy w sklad bariery krew-siatkowka oraz naskorek, stanowigcy wazny
element skory. Ze wzgledu na duze zréznicowanie ubarwienia skory u ludzi, uwarunkowane genetycznie
(Lin i Fisher, 2007), bardzo trudno jest zbada¢ w sposob systematyczny wplyw melaniny na wtasciwosci
mechaniczne skory, z pominigciem szeregu czynnikoOw biochemicznych. W przeciwienstwie do skory,
ubarwienie nabtonka barwnikowego siatkowki nie zalezy od uwarunkowan genetycznych (Boulton, 2014),
co istotnie utatwia analiz¢ mechanicznej roli melaniny w tej tkance.

Nabtonek barwnikowy siatkdwki to pojedyncza warstwa komoérek pomiedzy naczyniowka a
siatkdwka w oku wewngtrznym (Strauss, 2005). Cechg charakterystyczng tej tkanki jest jej silne ubarwienie
(Sarna, 1992). Za gltéwng rol¢ melaniny w nabtonku barwnikowym siatkdwki uwaza si¢ pochfanianie
rozproszonego $wiatta oraz zmiatanie wolnych rodnikéw (Rozanowski i inni, 2008). Rysunek 1 pokazuje
schematycznie przekr6j przez kompleks naczyniéwka-siatkowka z zaznaczonymi poszczego6lnymi

tkankami.

Fotoreceptory

Nabtonek barwnikowy —
Btona Brucha —

Naczynia
krwionosne

Rysunek 1. Schematyczny przekroj przez kompleks krew-siatkowka.
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Jedna z podstawowych funkcji bariery krew-siatkowka jest podtrzymywanie integralno$ci mechaniczne;j
tego kompleksu i zapobieganie wnikania naczyn do wnetrza oka (Steuer i inni, 2005). Sposrod tkanek
wchodzacych w sktad kompleksu krew-siatkowka btona Brucha uwazana jest za gtowny element w
podtrzymywaniu integralno$ci mechanicznej bariery krew-siatkdwka (Booij i inni, 2010). Btona Brucha to
wyspecjalizowany kompleks o grubosci od 1 do 4 um, sktadajacy si¢ z btony podstawnej, warstwy wiokien
kolagenowych, warstwy wildkien sprezystych i z blaszki podstawnej nabtonka barwnikowego siatkowki
(Bai 1 inni, 2017). Co ciekawe jak dotqd mechaniczna rola melaniny w podtrzymywaniu bariery krew-
siatkowka w ogdle nie byta brana pod uwage.

Przerwanie bariery krew-siatkowa zachodzi w roznych stanach patologicznych, takich jak choroby
metaboliczne, stan zapalny oraz zalezne od wieku zwyrodnienie plamki zoltej AMD (z ang. Age-related
Macular Degeneration) (Klassen i inni, 2013), co w konsekwencji moze prowadzi¢ do czgSciowe] albo
nawet catkowitej utraty wzroku (Zhang i Lai, 2018). Najczestsza przyczyng przerwania bariery krew-
siatkdwka jest wnikanie naczyn krwiono$nych z naczyniowki do siatkowki podczas wysigkowej odmiany
AMD. Nalezy zaznaczy¢, ze zwyrodnienie plamki zoltej jest chorobg cywilizacyjng; jest to najwazniejsza
patologia odpowiedzialna za $lepote u ludzi powyzej 60-go roku zycia w rozwinigtych krajach Europy i
Ameryki, ktora dotyka coraz wigksza cze§¢ populacji w tych krajach. Co wigcej, jest to tzw. choroba
,cicha”, poniewaz nie daje zadnych wczesnych objawow do momentu przerwania bariery krew-siatkowka,
co prowadzi do niemalze natychmiastowej utraty wzroku nie pozostawiajac czasu na interwencj¢ lekarska.
Stad tak istotne jest poznanie dokladnych mechanizméw tej choroby oraz ustalenie najwazniejszych
czynnikoéw ryzyka prowadzacych do AMD. Niestety, jak dotad nie ma jednoznacznych odpowiedzi na
pytanie — co wywoluje AMD oraz jak zapobiegac¢ tej chorobie?

Ubarwienie komérek czerniaka a ich przerzutowanie

Czerniak to zto§liwy nowotwor, ktéry wywodzi si¢ ze stransformowanych melanocytow — komorek,
produkujacych melaning (Lin i Fisher, 2007). W przeciwienstwie do melanocytow, w ktorych synteza
melaniny jest procesem $cisle regulowanym (Slominski i inni, 2012), a sam barwnik petni okreslong role
biologiczng, gtdéwnie jest to ochrona skory przed promieniowaniem stonecznym, w komorkach czerniaka
produkcja melaniny jest mocno rozregulowana (Mishra i inni, 2014). Pomimo, iz rola melaniny w
komorkach czerniaka jest przedmiotem licznych badan i spekulacji, jak dotychczas, nie udato si¢
jednoznacznie jej ustali¢. Ponadto, nie ma jednej spojnej teorii na temat jak ubarwienie komorek czerniaka
wplywa na zdolnosci przerzutowe tych komodrek (Slominski i inni, 2015). Nalezy zaznaczy¢, ze pomimo
stosunkowo niskiego wystepowania czerniaka, jest to jeden z najbardziej ztosliwych nowotwordw. Stad tak
wazne wydaje si¢ poznanie mechanizméw zwigzanych z przerzutowaniem komorek tego nowotworu a w

szczegoblnosci roli melaniny podczas przerzutowania.
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Generalnie uwaza si¢, ze w trakcie syntezy melaniny, komorki czerniaka nie przerzutuja, poniewaz
ekspresja licznych genéw zaangazowanych w produkcje barwnika hamuje zdolnosci przerzutowe tych
komorek (np. Hoek i inni, 2006; Carreirai inni, 2009). Szczegdélne kontrowersje dotyczg zachowania
komorek czerniaka po wyprodukowaniu melaniny. Wielu badaczy uwaza, ze zahamowanie przerzutowania
w trakcie syntezy melaniny jest przejsciowe, a komorki szybko wracaja do swojego stanu sprzed produkcji
barwnika zaraz po zakonczeniu syntezy melaniny, poniewaz cata maszyneria molekularna odpowiedzialna
za produkcje barwnika rowniez wraca do stanu sprzed jego produkcji (np. Hoek i inni, 2008; Pinner i inni,
2009). Nalezy zaznaczy¢, ze sam proces syntezy melaniny jest stosunkowo krétki — trwa od kilku godzin,
do maksymalnie kilku dni. Kiedy juz komorka wytworzy barwnik, to pozostaje ubarwiona przez wiele dni,
a nawet tygodni (w zalezno$ci od zdolnosci podziatowych). Nalezy tutaj podkresli¢, ze w przeciwienstwie
do melanocytéw, komorki czerniaka nie pozbywaja si¢ melanosoméw na drodze egzocytozy (Lazova i
Pawelek, 2009).

Przerzutowanie to wieloetapowy proces, w ktérym kluczowa rolg odgrywa pokonywanie przez
komorki nowotworowe réznych barier mechanicznych, znajdujacych si¢ wewnatrz tkanek, takich jak:
liczne btony podstawne oraz $ciany naczyn krwiono$nych (Sherwood, 2006; van Zijl i inni, 2011). Okazuje
si¢, ze im bardziej komorka nowotworowa jest migkka i zdolna do podjgcia deformacji tym latwiej moze
przenika¢ przez takie bariery (Makale, 2007). Liczne badania pokazaty, ze komorki nowotworowe o niskiej
wartosci modulu Younga byly bardziej zdolne do przerzutowania (np. Cross i inni, 2007; Zhou i inni, 2013;
Watanabe i inni, 2012). Mozna wigc oczekiwac, ze sama obecnosc¢ ,twardych jak kamien” ziaren melaniny
w komorkach czerniaka powinna w istotny sposob modyfikowaé wlasciwosci mechaniczne komorek, a co
za tym idzie ich zdolno$¢ do przerzutowania. Co ciekawe istnieja nieliczne doniesienia kliniczne,
wskazujace na to, ze nicubarwione komorki czerniaka sg bardziej zto§liwe anizeli ubarwione (np. Gualandri
i inni, 2009; Thomas i inni, 2014). Niestety, potencjalny mechanizm odpowiedzialny za takie zachowanie
komorek czerniaka nie zostal ustalony. Co wazne jak dotqd nikt nie zbadat w sposéb systematyczny czy i jak
sama obecnosc¢ melaniny wplywa na przerzutowanie komorek czerniaka, a w szczegélnosci nie zanalizowat
mechanicznego efektu obecnosci melaniny na zdolnosci przerzutowe tych komorek.

Nalezy zaznaczy¢, ze obecna diagnoza czerniaka odbywa si¢ gldéwnie w oparciu o analizg
histopatologiczna. Takie badanie jest w stanie stwierdzi¢, czy komorki zaczety naciekaé otaczajace tkanki.
Nie jest natomiast w stanie poda¢ potencjatu przerzutowego komoérek nowotworowych co w przypadku

kazdego nowotworu jest wazne, a szczeg6élnie w przypadku czerniaka.

Ponizej zostang pokrotce omowione publikacje wchodzgce w sktad osiggnigcia naukowego. Ze wzgledu na

rozng tematyke poruszong w tych publikacjach, osiggniecie zostalo podzielone na dwie czesci.
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Cze$é I — mechaniczna rola melaniny w podtrzymywaniu bariery krew-siatkowka

Bezposrednig motywacja dla podjecia takiej tematyki badawczej byt brak jakichkolwiek doniesien na temat
mechanicznej roli melaniny w nablonku barwnikowym siatkéwki oraz roli tej tkanki w podtrzymywaniu

mechanicznej integralnos$ci kompleksu krew-siatkowka.

Gloéwny cel badawczy:

e wykaza¢ mechaniczng rol¢ melaniny w komorkach nabtonka barwnikowego siatkowki.

H1. Nanomechaniczna rola melaniny w nablonku barwnikowym siatkéwki
Na podstawie publikacji: Sarna Michal, Olchawa M, Zadlo A, Wnuk D, Sarna T. The nanomechanical
role of melanin granules in the retinal pigment epithelium. (2017). Nanomedicine: Nanotechnology,

Biology and Medicine, 13(3): 801-807.

Bariera krew-siatkdwka oddziela naczynia krwiono$ne naczyniéwki od siatkowki oka. Nalezy zaznaczy¢,
ze odpowiednie dotlenienie komorek oka jest kluczowe z punktu widzenia prawidtowego funkcjonowania
tego organu, stad jego silne unaczynienie. Z drugiej strony obecno$¢ tak duzej ilosci naczyn krwiono$nych
stanowi potencjalne zagrozenie zwigzane, mi¢dzy innymi, z mechanicznym uciskiem wywieranym przez
te naczynia na najbardziej wrazliwe elementy siatkowki, czyli fotoreceptory. Role bariery mechanicznej,
ktéra powstrzymuje ,,napierajace” do wnetrza oka naczynia krwiono$ne stanowi bariera krew-siatkowka.
Za podstawowy element mechaniczny tej bariery powszechnie uwazna jest btona Brucha (Booij i inni,
2010).

W pracy wchodzacej w sktad osiagniecia H1 podwazylem ten ogdlnie akceptowany poglad zwracajac
uwage na fakt, ze blona Brucha ma stosunkowo niskg warto§¢ modulu Younga, ktéra jest na poziomie
kilopaskali (Last i inni, 2009). Dla poréwnania modut Younga melanosomoéw jest na poziomie
megapaskali, czyli o trzy rzedy wielkosci wigkszy (Guo i inni, 2008). Bylo dla mnie niemal oczywistym,
ze obecnos¢ duzej ilosci ziaren melaniny w komorkach nabtonka barwnikowego siatkdwki powinna
znaczgco modyfikowaé wlasciwo$ci nanomechaniczne tych komorek. W celu wykazania mechanicznej roli
melaniny w nabtonku barwnikowym siatkowki, badania zostaly przeprowadzone na wyizolowanej tkance
z oczu $wini. Z uwagi na znaczne podobienstwo anatomiczne pomig¢dzy okiem ludzkim a okiem $wini, taki
model badawczy wydawal si¢ wystarczajacy adekwatny. Nalezy zaznaczy¢, ze ubarwienie nabtonka
barwnikowego jest bardzo heterogenne (Burke i inni, 1996), co umozliwilo poréwnanie fragmentu
ubarwionego i nieubarwionego tej tkanki. Rysunek 2 schematycznie ilustruje eksperymenty wykonane w

pracy (Sarna i inni, 2017).
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Obecnosc ziaren melaniny w
nabtonku barwnikowym siatkdwki

Weldnosomy to tiEre ° podtrzymuije integralnosé
ZHIE 2AWETelaLe 3pm s mechaniczng kompleksu krew-
melanine

siatkowka

Zdiecie 3D topografii melansomow (gora)
oraz zdjecia 3D fopografii komdrek nabfonka
banwinkowego siatkowki z nafoZong mapa
elastycznodel dla: nieubarwionego (po lewey) i
ubarwionego (po prawe|) fragmentu tkanki

Rysunek 2. Abstrakt graficzny badan wykonanych w pracy (Sarna i inni, 2017).

Analiza nanomechaniczna komoérek wykonana za pomoca mikroskopu sil atomowych wykazala
jednoznacznie, ze ubarwiony fragment nabtonka barwnikowego siatkowki ma co najmniej cztery razy
wyzsza warto$¢ modutu Younga anizeli fragment pozbawiony barwnika. Ponadto, analiza melanosoméw
wyizolowanych z nabtonka barwnikowego potwierdzila, ze obserwowany efekt zalezy wylacznie od
obecnosci w tych komorkach ziaren melaniny. Wyniki te pokazujg nowa, dotychczas nieznang role
mechaniczng rol¢ melaniny w nablonka barwnikowym siatkowki, ktory wchodzi w sktad bariery krew-
siatkdwka. Badania te wskazujg na to, ze silnie ubarwiony nabtonek barwnikowy siatkdéwki powinien by¢
bardziej odporny na stres mechaniczny anizeli nabtonek nieubarwiony. Rysunek 3 pokazuje morfologie
dwoch kompleksoéw krew-siatkowka wyizolowanych z oczu myszy C57BL/6J czarnej i albinotycznej u
ktorej nastgpito przerwanie tej bariery. Jak wida¢ na ponizszych zdjeciach kompleks krew-siatkowka nie
zawierajacy barwnika jest znacznie bardziej podatny na uszkodzenia mechaniczne anizeli kompleks
ubarwiony, co objawia si¢ jego przerwaniem widocznym w dolnej czesci tkanki. Nalezy zaznaczy¢, ze
jedyna réznica pomiedzy tymi dwoma tkankami jest obecnos¢ lub brak melaniny. W ostatnim czasie
ukazata si¢ ciekawa praca, w ktorej pokazano, ze wnikanie naczyn w glab oka w wysieckowej odmianie
zwyrodnienia plamki z6ttej kolokalizuje z miejscowym odbarwieniem tej tkanki (Dugel i Zimmer, 2016).

Badacze nie potrafili jednak przedstawi¢ wiarygodnego wyttumaczenia obserwowanego zjawiska.
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Rysunek 3. Zdj¢cia mikroskopowe kompleksow krew-siatkdwka wyizolowanych z myszy czarnej (A) oraz
albinotycznej (B), pokazujace uszkodzenie mechaniczne w przypadku nie ubarwionej tkanki zaznaczone strzatka.

Biorgc pod uwagg mechaniczng rolg melaniny wykazang w pracy (Sarna i inni, 2017), zasugerowalem, ze
lokalne odbarwienie nabtonka barwnikowego mozna powigza¢ z potencjalnym wystgpowaniem AMD.
Zmapowanie ubarwienia catego nabtonka barwnikowego mogtoby wigc utatwi¢ diagnostyke okreslajaca
prawdopodobienstwo wystgpienia wysickowej odmiany tej choroby. Osobnicy o duzej heterogenno$ci
ubarwienia nabtonka barwnikowego siatkowki z licznymi lokalnymi odbarwieniem tej tkanki byliby w
grupie podwyzszonego ryzyka wystgpienia tej choroby. Nalezy zaznaczyé¢, ze synteza melaniny w nablonku
barwnikowym siatkowki zachodzi w trakcie zycia plodowego a zawarto$¢ melaniny w tej tkance
praktycznie nie ulega zmianie przez dlugosc¢ zycia (Seagle i inni, 2005). Z tego powodu, wspomniane wyzej
zmapowanie ubarwienia mozna by wykona¢ na dowolnym etapie zycia. Takie badanie powinno umozliwié
ewentualng interwencj¢ lekarska na dtugo przed wystapieniem gtownych symptoméw AMD, przyczyniajac
si¢ do zachowania wzroku przynajmniej niektorym pacjentom. Nalezy rowniez podkresli¢ znaczenie
procesu angiogenezy podczas wysickowej odmianie AMD (Ambati i Fowler, 2012). Jak pokazano we
wczesniejszych pracach, angiogenez¢ mozna zahamowaé poprzez stosowanie odpowiednich barier
mechanicznych (van Rij i inni, 2008). W pracy (Sarna i inni, 2017) zasugerowatem, ze silnie ubarwiony
nabtonek barwnikowy siatkéwki petni rolg takiej bariery mechanicznej, powstrzymujac neowaskularyzacje
w zdrowym oku. Z drugiej strony brak ubarwienia nabtonka barwnikowego albo jego miejscowe
odbarwienie nie tylko zmniejsza mechaniczng stabilno$¢ tej tkanki, sprzyjajac przerwaniu podczas
wysickowej odmiany zwyrodnienia plamki zéttej, ale moze prowadzi¢ do niekontrolowanego wzrostu

naczyn w siatkowce oka. Rysunek 4 graficznie przedstawia glowny postulat osiggnigcia H1.
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Obecnosc ziaren melaniny w komérkach nablonka
barwnikowego siatkéwki podtrzymuje integralnosc¢
mechaniczng bariery krew-siatkowka

MNaczynia
krwionosne

Nablonek barwnikowy
siatkowki

Mechaniczne
przerwanie

Progresja
angiogenezy

Ziarna melaniny

Lokalne odbarwienie nablonka barwnikowego powoduje
ostabienie tej tkanki co w konsekewencji moze
doprowadzi¢ do przerwania bariery krew-siatkowka i
wzrostu naczyn w siatkowce
Rysunek 4. Postulowana rola melaniny w podtrzymywaniu integralno$ci mechanicznej
bariery krew-siatkowka (Sarna i inni, 2017).
Podsumowujac te czg¢s¢, wyniki zawarte w pracy stanowiacej osiagniecie H1 wskazuja na nowa, dotychczas
nieznang rol¢ melaniny w podtrzymywaniu integralno$ci mechanicznej nabtonka barwnikowego siatkowki,

ktory wehodzi w sktad bariery krew-siatkowka, powstrzymujac wnikanie naczyn do wnetrza oka.

Whioski i postulaty z cze$ci pierwszej osiagniecia

W1 Ziarna melaniny nadaja odpowiednig sztywno$¢ nabtonkowi barwnikowemu siatkéwki oraz
przyczyniaja si¢ do mechanicznego podtrzymywania bariery krew-siatkowka;

P1 Lokalne odbarwienie nablonka barwikowego siatkowki stanowi powazny czynnik ryzyka przerwania
bariery krew-siatkowka w wysickowej odmianie zwyrodnienia plamki zottej;

P2 Kolokalizacja wrastania naczyn w glab oka podczas zwyrodnienia plamki zottej z odbarwieniem
nabtonka barwnikowego siatkowki stanowi potencjalny marker diagnostyczny — doktadne
zmapowanie ubarwienia nablonka barwnikowego na dowolnym etapie zycia moze okresli¢

prawdopodobienstwo wystapienia wysickowej odmiany tej choroby.
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Cze$é II — mechaniczna rola melnainy w przerzutowaniu komorek czzerniaka

Bezposredniag motywacja dla podjecia tych badan byt brak doniesien na temat wplywu endogennej
melaniny na wlasciwo$ci nanomechaniczne komoérek czerniaka oraz sprzeczne dane na temat czy i w jakim

stopniu sama obecno$¢ melaniny wptywa na przerzutowanie komorek czerniaka in vivo.

Gloéwne cele badawcze:

o wykaza¢, ze wiasciwosci nanomechaniczne komodrek czerniaka zalezg wylacznie od ilo$ci
endogennej melaniny w tych komorkach;
e pokaza¢, ze obecno$¢ melaniny w komorkach czerniaka obniza zdolno$¢ do przerzutowania tych

komoérek w warunkach in vivo.

H2. Nanomechaniczne wlasciwosci komoérek czerniaka zaleza wylgcznie od ilosci endogennej
melaniny wewnatrz komorek
Na podstawie publikacji: Nanomechanical phenotype of melanoma cells depends solely on the amount of

endogenous pigment in the cells. (2018). International Journal of Molecular Sciences, 19(2): E607.

W dotychczasowych badaniach nad wpltywem melaniny na wiasciwos$ci nanomechaniczne komorek
czerniaka wykazatem, ze indukowanie melaniny w komoérkach czerniaka w warunkach in vitro w sposob
istotny modyfikuje wlasciwoséci nanomechaniczne tych komorek (Sarna i inni, 2012; Sarna i inni, 2013;
Sarna i inni, 2014). W pracach tych wykorzystatem ustabilizowane linie komérkowe (mysia linia czerniaka
B16F10 oraz ludzka linia czerniaka SKMEL-188), w ktorych melanina byta indukowana poprzez dodanie
do medium hodowlanego odpowiedniego aminokwasu stanowigcego substrat dla syntezy melaniny.
Gloéwna zalety takiego podejscia jest to, ze w sposob kontrolowany mozna zmienia¢ zawarto$¢ melaniny w
komorkach. Takie podejScie ma rowniez istotne ograniczenie wynikajace z ewentualnych réznic
strukturalnych ziaren melaniny syntetyzowanych w ,,sposob naturalny” w ubarwionych komoérkach oraz w
wyniku stymulacji chemicznej. Ponadto w komorkach, w ktérych indukuje si¢ melanogeneze, praktycznie
niemozliwe jest okreslenie wkladu samej melaniny w mechanik¢ komoérki, w poréwnaniu do np.
cytoszkieletu komoérkowego, poniewaz stymulacja barwnika moze modyfikowa¢ cytoszkielet.

W pracy stanowigcej osiagniccic H2 zbadalem wplyw endogennej melaniny na wlasciwosci
nanomechaniczne pierwotnych komoérek czerniaka Bomirskiego (BHM). Rysunek 6 schematycznie
ilustruje doswiadczenia wykonane w pracy (Sarna i inni, 2018). Guzy czerniaka rosngce na boku chomikow
syryjskich po osiaggni¢gciu odpowiednich rozmiarow byly wycinane, nastepnie komoérki izolowano i
hodowano in vitro. W celu uzyskania komorek o roznym stopniu ubarwienia trzymano je w hodowli przez

okreslony czas.
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Rysunek 5. Abstrakt graficzny badan wykonanych w pracy (Sarna i inni, 2018).

Nalezy zaznaczy¢, ze komorki BHM Ma (komoérki wyizolowane z fragmentu guza ubarwionego) nie
syntetyzuja melaniny w warunkach in vitro. W zwiazku z tym, ze z kazdym podziatem, komorki tracity
okoto potowg zawarto$ci melaniny, czas pomigdzy poszczegdlnymi pasazami komorek zostat dobrany tak,
aby z kazdym kolejnym pasazem komorki zawieraty odpowiednio mniej melaniny. Komoérki hodowano do
piatego pasazu. Nieubarwiong kontrole komorek czerniaka stanowitly komorki BHM Ab (komorki
wyizolowane z fragmentu guza odbarwionego). Analiza nanomechaniczna komorek jednoznacznie
wykazata, ze komorki z pierwszego pasazu, zawierajgce najwicksza ilos¢ melaniny, mialy najwyzsza
warto$¢ modutu Younga w porownaniu do komorek z kolejnych pasazy oraz komorek kontrolnych — BHM
Ab, ktére miaty najnizsza warto§¢ modutu Younga. Wykorzystane w pracy podejscie pozwolilo réwniez
na oszacowanie wkladu melaniny w mechanike komérek w porownaniu do cytoszkieletu aktynowego.
W komorkach z pasazu pierwszego cytoszkielet aktynowy praktycznie nie byt jeszcze wyksztalcony a
dopiero z czasem nabierat charakterystycznych cech. Dla odmiany komérki BHM Ab mialy najlepiej
wyksztalcony cytoszkielet aktynowy. Gdyby komoérki BHM Ma nie zawieraty barwnika, to komoérki BHM
Ab powinny mie¢ najwyzsza wartos¢ modutu Younga, a komorki z pasazu pierwszego najnizsza. Okazato
si¢ jednak, ze bylo dokladnie na odwrdt. Pokazuje to dobitnie, ze obecno$¢ endogennej melaniny

determinuje wlasciwosci nanomechaniczne komoérek czerniaka.
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H3. Obecnos¢ melaniny w komorkach czerniaka obniza zdolnos$ci przerzutowe tych komoérek w
warunkach in vivo

Na podstawie publikacji: Sarna Michal, Krzykawska-Serda M, Jakubowska J, Zadlo A, Urbanska K.
Melanin inhibits melanoma cell spread in mice in a unique mechanical fashion. (2019). Scientific Reports,

doi: 10.1038/s41598-019-45643-9.

W swoim doktoracie wykazatem, ze obecno$¢ melaniny w komodrkach czerniaka obniza zdolnoSci
inwazyjne tych komoérek w warunkach in vitro a efekt ten zalezy od liczby ziaren melaniny w komorkach.
Ponadto pokazalem, ze obserwowany efekt jest wylacznie mechaniczny, poniewaz obecnos¢ melaniny w
tych komodrkach nie wptywala w zaden istotny sposdb na kluczowe z punktu przerzutowania komorki
parametry, takie jak: migracj¢, proliferacje, ekspresje prometastatycznych markeréow oraz wydzielanie
przez komorki metaloproteinaz. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracy (Sarna i inni, 2014).
Nalezy zaznaczy¢, ze kazda obserwacja in vitro, aby mogta by¢ powaznie brana pod uwage np. w diagnozie
klinicznej musi zosta¢ potwierdzona w warunkach in vivo, wykorzystujac odpowiedni model zwierzgcy.

W pracy stanowigcej osiggni¢cie H3 zbadatem wplyw obecnos$ci melaniny na przerzutowanie
komoérek czerniaka w warunkach in vivo. Rysunek 6 schematycznie ilustruje badania wykonane w pracy
(Sarna i inni, 2019).

Inokulacja nieubarwionych komérek
Duza liczba przerzutow czerniaka z niskg warto$cig moduiu Younga

Migkkie i deformowalne
komdrki wydajnie przerzutujg

Inokulacja ubarwionych komoérek czerniaka
z wysokg wartoscig moduiu Younga

Twarde i mafo deformowalne
komdrki nie przerzutujg

4

IIH|IIII|IIII|IIIJ‘IIIIEIIII|IIII|II\I‘IIIIiIIII|IIII|IIII‘

Rysunek 6. Abstrakt graficzny badan wykonanych w pracy (Sarna i inni, 2019).
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W omawianej pracy myszy typu balb/c nude zostaly nastrzyknigete komorkami czerniaka (ludzka linia
SKMEL-188), zawierajacymi rozng ilos¢ melaniny. Komorki czerniaka podano do zyly ogonowej zwierzat,
a po dwoch tygodniach od nastrzyknigcia, myszy usmiercono i poddano sekcji. Czas 14 dni od inokulacji
zostal wyznaczony na podstawie pilotazowych eksperymentow w celu dobrania odpowiednich ram
czasowych dla przeprowadzenia doswiadczen. Przerzuty czerniaka lokalizowaly si¢ w watrobach myszy
co umozliwito latwe wykonanie analizy iloSciowej obserwowanego efektu. Analiza polegata na zliczeniu
widzianych ,,gotym okiem” w trakcie sekcji przerzutoéw oraz pomiarze masy watrob. Analiza iloSciowa
wykazata, ze komorki czerniaka nie zawierajgce melaniny, ktore miaty najnizszg warto§¢ modutu Younga,
a jednoczes$nie byly najbardziej podatne na deformacje, daty najwigcej przerzutow w pordéwnaniu do
komorek ubarwionych o roznej zawartosci melaniny. Ponadto $rednio ubarwione komorki daty wigcej
przerzutow anizeli komorki silnie ubarwione, poniewaz miaty nizszg warto$¢ modutu Younga oraz
wykazywaty wigksza podatno$¢ na deformacje anizeli komorki silnie ubarwione. Doglebna analiza danych
doprowadzita do sformutowania wniosku, iz obserwowany efekt byl wytacznie mechaniczny i zalezat od
ilosci ziaren melaniny w komorkach. Wyniki tej pracy po raz pierwszy pokazaly, ze komorki czerniaka
zawierajace ziarna melaniny, w poréwnaniu do komorek czerniaka niezawierajacych melaniny, wykazuja
mniejszg zdolnos$¢ do przerzutowania w warunkach in vivo.

Uwzgledniajac dostgpne doniesienia o przezywalnosci pacjentdow ze zdiagnozowanym czerniakiem,
z ktorych wynika, ze nieubarwione komoérki czerniaka sg bardziej agresywne w warunkach klinicznych,
wyniki przedstawione w moim osiagni¢ciu H3 moga przyczyni¢ si¢ do lepszej diagnostyki czerniaka.
Pomiar ilo$ci melaniny w komorkach czerniaka podczas badania histopatologicznego moéglby stanowié
stosunkowo prosty i obiektywny wyznacznik potencjatu przerzutowego komorek czerniaka naciekajacych
sasiadujgce tkanki. Mozna by si¢ spodziewaé, ze komorki z mniejszg iloscig barwnika bytyby bardziej
agresywne anizeli komorki silnie ubarwione. Taka analiza, przeprowadzona odpowiednio wczesnie,
umozliwitby oszacowanie prawdopodobienstwa wystapienia przerzutow, dajac lekarzom wigcej czasu na

zastosowanie optymalnego, indywidualnego leczenia.

Whioski i postulaty z cze$ci drugiej osiagniecia

W1 Obecnos¢ endogennej melaniny w komorkach czerniaka determinuje wtasciwosci nanomechaniczne
tych komorek, znaczaco usztywniajac je oraz zmniejszajac ich zdolnosci deformacyjne;

W2 Obecnos¢ melaniny w komorkach czerniaka obniza zdolno$ci przerzutowe tych komoérek w
warunkach in vivo,

P1 Pomiar zawartosci melaniny w komoérkach czerniaka podczas badania histopatologicznego moze
stanowi¢ potencjalny marker diagnostyczny — ilos¢ barwnika w komorkach czerniaka moze by¢

prostym wskaznikiem zdolno$ci przerzutowych komorek.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystyeznyeh).

Poza pracami wymienionymi w cze$ci przedstawiajacej osiagnigcie wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 1. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 1. poz. 1311.) jestem wspotautorem 21 oryginalnych prac
opublikowanych w czasopismach indeksowanych przez bazg JCR oraz 2 prac opublikowanych w
czasopismach spoza bazy JCR. Ponizej oméwiono skrétowo pozostate prace. Prace pogrupowano ze

wzgledu na podobng tematyke badawcza.

Analiza nanomechaniczna ubarwionych komérek czerniaka

Na podstawie nastepujqgcych publikacji:

D1 Sarna Michal, Zadlo A, Koczurkiewicz P, Burda K, Sarna T. (2012). Melanin modifies
nanomechanical properties of melanoma cells. In: The melanocyte and its environment. Bologna,
Italy, Medimond. 23-28.

D2 Sarna Michal, Zadlo A, Pilat A, Olchawa M, Gkogkolou P, Burda K, B6hm M, Sarna T. (2013).
Nanomechanical analysis of pigmented human melanoma cells. Pigment Cell and Melanoma
Research, 26(5): 727-730.

D3 Sarna Michal, Zadlo A, Hermanowicz P, Madeja Z, Burda K, Sarna T. (2014). Cell elasticity is an
important indicator of the metastatic phenotype of melanoma cells. Experimental Dermatology,
23(11): 813-818.

Czerniakiem, melaning oraz wlasciwosciami nanomechanicznymi komoérek zajmuje si¢ od ponad
dziesigciu lat. Kiedy przystgpowatem do tych badan z wielkim zdziwieniem zastatem fakt, ze nikt przede
mng nie badat wlasciwosci nanomechanicznych ubarwionych komorek czerniaka, pomimo wyjatkowo
wysokiej agresywnosci tego nowotworu oraz duzego zréznicowania w ubarwieniu tych komorek.

W pracy D1 po raz pierwszy pokazatem, ze ubarwione komorki czerniaka sg bardziej sztywne anizeli
komorki nieubarwione. Wykazanie znaczacego wplywu melaniny na wilasciwosci nanomechaniczne
komorek czerniaka odegrato kluczowa rolg w podwazeniu ogolnie akceptowanego paradygmatu
moéwiagcego, ze komorki nowotworowe sg bardziej migkkie anizeli ich zdrowe odpowiedniki.

W pracy D2 pokazalem, ze ubarwione komorki czerniaka sg znaczenie bardziej sztywne anizeli ich
zdrowe odpowiedniki — melanocyty. Wyniki tej pracy zwracaja uwage na fakt, ze tzw. nanodiagnoza
komorek nowotworowych w oparciu o pomiar wlasciwosci nanomechanicznych mogtaby daé fatszywe
rezultaty w przypadku komorek czerniaka co wskazuje na ostrozno$¢ stosowania tego w ewentualnej
diagnozie czerniaka.

W pracy D3, stanowiacej glowne osiagnigcie mojego doktoratu wykazalem, ze obecno$¢ melaniny

w komorkach czerniaka obniza zdolno$ci inwazyjne tych komoérek w warunkach in vitro a efekt ten zalezy
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od liczby melanosoméw w komorkach. Ponadto pokazatem, ze obserwowany efekt jest wylacznie
mechaniczny, poniewaz obecno$¢ melaniny w tych komorkach nie wplywata w zaden istotny sposéb na
kluczowe z punktu przerzutowania komorki parametry, takie jak: migracja, proliferacja, ekspresja

prometastatycznych markerdw oraz wydzielanie metaloproteinaz.

Analiza nanomechaniczna komérek nowotworowych i zmienionych chorobowo

Na podstawie nastgpujqgcych publikacji:

D4 Koczurkiewicz P, Podolak I, Skrzeczynska-Moncznik J, Sarna Michal, W¢éjcik KA, Ryszawy D,
Galanty A, Lasota S, Madeja Z, Czyz J, Michalik M. (2013). Triterpene saponosides from Lysimachia
ciliata differentially attenuate invasive potential of prostate cancer cells. Chemico-Biological
Interactions, 206(1): 6-17.

D5 Ryszawy D, Sarna Michal, Rak M, Szpak K, Kedracka-Krok S, Michalik M, Siedlar M, Zuba-Surma
E, Burda K, Korohoda W, Madeja Z, Czyz J. (2014). Functional links between Snail-1 and Cx43
account for the recruitment of Cx43-positive cells into the invasive front of prostate cancer.
Carcinogenesis, 35(9): 1920-1930.

D6 Sarna Michal, Wojcik KA, Hermanowicz P, Wnuk D, Burda K, Sanak M, Czyz J, Michalik M.
(2015). Undifferentiated bronchial fibroblasts derived from asthmatic patients display higher elastic
modulus than their non-asthmatic counterparts. PLoS One, 10(2): e0116840.

D7 Piwowarczyk K, Sarna Michal, Ryszawy D, Czyz J. (2017). Invasive Cx43"¢" sub-line of human
prostate DU145 cells displays increased nanomechanical deformability. Acta Biochimica Polonica,
64(3): 445-449.

D8 Gkogkolou P, Sarna Michal, Sarna T, Paus R, Luger T, Bchm M. (2018). Protection of glucotoxicity
by a tripeptide derivative of a-melanocyte-stimulating hormone in human epidermal keratinocytes.
British Journal of Dermatology, 180(4): 836-848.

D9 Jasinska-Konior K, Wieche¢ O, Sarna Michal, Panek A, Swakon J, Michalik M, Romanowska-
Dixon B, Urbanska K, Elas M. (2019). Increased elasticity of melanoma cells after low-LET proton

beam due to actin cytoskeleton rearrangements. Scientific Reports, praca przyjeta do druku.

W artykule D4 zbadaliSmy wplyw saponin triterpenowych na rézne parametry komérkowe, w tym na
wlasciwos$ci nanomechaniczne komorek ludzkiego raka prostaty oraz komoérki prawidtowe, w celu
oszacowania potencjatu przeciwnowotworowego tych zwigzkéw. Zaobserwowano wyrazne zatrzymanie
wzrostu i odpowiedz apoptotyczng obu typow komodrek w obecnosci sub-mikromolowych stezen badanych
saponin. Towarzyszyto temu uwalnianie cytochromu c i aktywacja kaspazy 3/7. Zahamowanie ruchliwosci
komorek rakowych obserwowano w przypadku obydwu badanych saponin, natomiast tylko jedna z nich

wykazywata dziatanie obnizajace zdolnosci inwazyjne komorek rakowych. Mechanizm dzialania polegat
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na zmniejszeniu wlasciwosci sprezystych tych komorek. Stosunkowo niska odpowiedz cytostatyczna i
proapoptotyczna komorek prawidlowych na badane zwigzki, sugeruje wysoka specyficzno$¢ dziatania
saponin, oraz wskazuje na potencjalne wykorzystanie takich zwigzkow w terapii przeciwnowotworowe;j.

W pracy DS zidentyfikowaliSmy zwigzek pomiedzy koneksyng Cx43 a czynnikiem transkrypcyjnym
Snail-1. Wysoki poziom Snail-1 oraz koneksyny Cx43 w komorkach towarzyszyt zwigkszonej ruchliwo$ci
tych komorek i byto to skorelowane ze zwickszong elastycznosciag subpopulacji inwazyjnych komorek.

W publikacji D6 wykorzystujac spektroskopie¢ sit atomowych oraz mikroskopi¢ fluorescencyjna
porownalismy wiasciwosci mechaniczne i architekture cytoszkieletu aktynowego Iludzkich fibroblastow
oskrzelowych, pochodzacych od pacjentow z astma i od zdrowych dawcéw. Wykazano, ze w
astmatycznych fibroblastach aktyna tworzy grube i wyrazne witdkna napr¢zeniowe, ktorym towarzysza
powickszone kontakty ogniskowe. Roéznice w architekturze cytoszkieletu pomigdzy komorkami
astmatykow i zdrowych osobnikéw koreluja z wyzszymi warto$ciami modutéw Younga dla komodrek
pobranych od dawcow chorych na astmg¢ oraz ich zwigkszona podatnoscia do przejscia z fibroblastow w
miofibroblasty. Ze wzgledu na oczywiste powigzania pomig¢dzy architektura cytoszkieletu komorkowego a
mechanikg komorki, wyniki tej pracy wskazuja na fakt, ze fibroblasty, pochodzace z oskrzeli
astmatycznych mogg wykazywaé znacznie wyzsze napi¢cie statyczne anizeli komorki nieastmatyczne. Ta
wczesniej niezbadana wilasciwo$¢ astmatycznych fibroblastow moze by¢ potencjalnie wazna dla ich
réznicowania w miofibroblasty podczas przebudowy Sciany oskrzeli podczas rozwoju astmy.

W artykule D7 zbadali$my udziat koneksyny Cx43 w regulacji inwazyjno$ci komorek ludzkiego raka
prostaty DU145 poprzez analiz¢ elastyczno$ci inwazyjnej subpopulacji komérek DU145 za pomoca
mikroskopu sit atomowych (AFM). Komérki Cx43"¢" DU145 wykazywaty znacznie wiekszg podatno$¢ na
odksztalcenie mechaniczne anizeli komorki DU145 typu dzikiego. Przej$ciowe wyciszenie Cx43 nie miato
wplywu na ich wlasciwosci mechaniczne. Uzyskane dane potwierdzaja zwigzek migdzy potencjatem
inwazyjnym, ekspresja Cx43 a elastycznoscia komérek DU145. Pokazuja rowniez, ze Cx43 nie jest
bezposrednio zaangazowane w utrzymanie fenotypu inwazyjnego DU145.

W pracy D8 zbadaliSmy wptyw wysokiego stezenia glukozy (HG) na normalne ludzkie keratynocyty
(NHK) i sprawdzono, czy Lys-d-Pro-Thr (KdPT) tripeptyd, pochodzacy z hormonu stymulujacego a-
melanocyty, ma dziatanie ochronne. Zbadalismy kluczowe funkcje komorek NHK w warunkach HG z lub
bez KdPT w uktadzie in vitro, a takze ex vivo, stosujac model hodowli skory. HG uposledzato aktywnosé
metaboliczna, proliferacj¢, zywotnos¢ i migracje komoérek NHK. Na podstawie analizy mikroskopia sit
atomowych, pokazali$my, ze HG zmienito biofizyczne wtasciwosci komoérek NHK, tj. ich rozmiar oraz
elastycznos$¢. Glukotoksycznos¢ w komorkach NHK zachodzita réwnolegte do indukcji wewnatrz-
komoérkowych reaktywnych form tlenu (ROS) i stresu retikulum endoplazmatycznego. KdPT ostabiat
indukowany przez HG stres oksydacyjny i ograniczal wptyw glukozy na zywotno$¢ komorek, aktywnosé
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metaboliczng i migracje. Co istotne, KdPT antagonizowal takze hamujacy wptyw HG na migracj¢ naskorka
w zranionych kulturach ludzkich narzadéw skory. Te obserwacje wskazuja na nowy efekt KdPT, ktory
mozna wykorzysta¢ do przysztej terapii owrzodzen cukrzycowych skory.

W publikacji D9 zbadaliSmy odpowiedz komdrkowa na subletalne promieniowanie protonowe i
promieniowanie X. W szczegdlno$ci zbadano wplyw promieniowania na elastyczno$¢ oraz organizacje
cytoszkieletu aktynowego w komorkach czerniaka BLM i czerniaka blony naczyniowej oka Mel270. Oba
rodzaje promieniowania indukowaly zmiany w organizacji cytoszkieletu aktynowego natomiast
promieniowanie wigzki protonowej zwigkszato elastycznos¢ komorkowa w znacznie wickszym stopniu
anizeli promieniowanie rentgenowskie. Poziom wimentyny w komorkach BLM wzrést po obu rodzajach
promieniowania. Uzyskane dane pokazuja, ze elastyczno$¢ komorek znacznie wzrasta po wigzce protonéow
o niskim LET i utrzymuje si¢ dlugo po napromienieniu. Moze to mie¢ istotne konsekwencje dla

wlasciwosci przerzutowych komorek czerniaka, a takze na podatno$¢ komorek na terapie.

Badanie fotoreaktywnosci melanin

Na podstawie nastgpujqgcych publikacji:

D10 Szewczyk G, Zadlo A, Sarna Michal, Ito S, Wakamatsu K, Sarna T. (2016). Aerobic photoreactivity
of synthetic eumelanins and pheomelanins: generation of singlet oxygen and superoxide anion.
Pigment Cell and Melanoma Research, 29(6): 669-678.

D11 Ito S, Kikuta M, Koike S, Szewczyk G, Sarna Michal, Zadlo A, Sarna T, Wakamatsu K. (2016).
Roles of reactive oxygen species in UVA-induced oxidation of 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic
acid-melanin as studied by differential spectrophotometric method. Pigment Cell and Melanoma
Research, 29(3): 340-351.

D12 Zadlo A, Szewczyk G, Sarna Michal, Kozinska A, Pilat A, Kaczara P, Sarna T. (2016). Photoaging
of retinal pigment epithelial melanosomes: the effect of photobleaching on morphology and reactivity
of the pigment granules. Free Radical Biology and Medicine, 97: 320-329.

D13 Zadlo A, Pilat A, Sarna Michal, Pawlak A, Sarna T. (2017). Redox active transition metal ions make
melanin susceptible to chemical degradation induced by organic peroxide. Cell Biochemistry and
Biophysics, 75(3-4): 319-333.

D14 Zadlo A, Szewczyk G, Sarna Michal, Camenisch TG, Sidabras J, Ito S, Wakamatsu K, Sagan F,
Mitoraj M, Sarna T. (2019). Photobleaching of pheomelanin increases its phototoxic potential;
physicochemical studies of synthetic pheomelanin subjected to aerobic photolysis. Pigment Cell and

Melanoma Research, 32(3): 359-372.

Pomimo dobrze znanych fotoprotekcyjnych wlasciwosci melaniny (Meredith i Sarna, 2006) barwnik ten

charakteryzuje si¢ pewng fotoreaktywnoscig i w odpowiednich warunkach moze fotogenerowaé tzw.
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reaktywne formy tlenu ROS (z ang. Reactive Oxygen Species), takie jak nadtlenek wodoru oraz
anionorodnik ponadtlenkowy (Sarna i Sealy, 1984; Korytowski i inni, 1987), przy czym wydajno$¢ tych
fotoprocesow jest bardzo niska. Do niedawna utrzymywano, ze ze wzglgdu na swoje wlasciwosci
fotofizyczne melanina nie moze generowac tlenu singletowego. Jednak w ostatnich latach udato sig¢
zaobserwowac bardzo stabg luminescencj¢ przy 1270 nm, po laserowym wzbudzeniu preparatow melaniny
syntetycznej i naturalnej, sugerujacej fotogenerowanie tlenu singletowego (Chiarelli-Neto i inni, 2011). Ta
sama grupa badaczy pokazata ponadto, ze tlen singletowy fotogenerowany zaréwno przeze eumelaning i
feomelaning uszkadza DNA (Chiarelli-Neto et al., 2014). Pomimo pionierskiego charakteru badan
opisanych w cytowanych publikacjach, autorzy tych badan nie przedstawili zadawalajgcych dowodow na
rzeczywiste fotogenerowanie tlenu singletowego przez melaniny w zastosowanych warunkach
doswiadczalnych.

W artykule D10, zrealizowanym we wspotpracy z naukowcami japonskimi, przedstawiliSmy dowody
doswiadczalne, ktore w sposob jednoznaczny pokazuja, ze zaréwno syntetyczne feomelaniny jak i
eumelaniny fotogeneruja tlen singletowy, przy czym jego wydajno$¢ kwantowa silnie zalezy od dlugosci
fali wzbudzajacego promieniowania. Chociaz efektywno$¢ fotogenerowania tlenu singletowego przez
$wiatlo niebieskie jest bardzo mata, bo wynosi okoto 0,01%, istotnie zwigksza si¢ przy wzbudzaniu melanin
$wiattem ultrafioletowym, a ponadto melaniny sa dobrymi wygaszaczami tlenu singletowego. Oznacza to,
ze tlen singletowy fotogenerowany prze barwniki melaninowe moze przyczynia¢ si¢ do ich oksydatywnej
degradacji, czyli moze by¢ zaangazowany w zaleznych od wieku zmianach fizykochemicznych
wlasciwosci barwnikow melaninowych prowadzacych do utraty ich zdolnosci fotoprotekcyjnej i
przeciwutleniajace;.

W kolejnej pracy D11 badaliSmy role tlenu singletowego, anionorodnika ponadtlenkowego i
nadtlenku wodoru w fotodegradacji syntetycznej eumelaniny wytworzonej z 5,6 dihydroksyindol-2-kwas
karboksylowego (DHICA). Wyniki tych badan pokazaty, ze w eumelaninie, promieniowanie UVA
indukuje utlenianie DHICA do indolo-5,6-chinon-2-kwasu karboksylowego., ktory nastgpnie ulega
fotodegradacji do pochodnych pyrolowych. Badania wskazuja na istotng role tlenu singletowego i
anionordnika ponadtlenkowego w procesach, ktore moga zachodzi¢ in vivo w melaninie naskorka,
przyczyniajac si¢ do niepozadanych reakcji fototoksycznych w skorze.

Dla wyjasnienia mechanizméw chronicznych zmian przeciwutleniajacych i fotoprotekcyjnych
wlasciwosci melanosomow w nablonku barwnikowym siatkowki, jakie wystepuja u ludzi., w pracy D12
analizowano efekty fotostarzenia in vitro melanosomow izolowanych z RPE oczu wolich, stosujac wachlarz
komplementarnych metod spektroskopowych i analitycznych: elektronowy rezonans paramagnetyczny,
odzysk nasycalnosci EPR, mikroskopia sit atomowych, dynamiczne rozproszenia $wiatta, spektroskopia

absorpcyjna UV-VIS, czasowo-rozdzielcza detekcja tlenu singletowego i jodometryczne oznaczanie
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wodoronadtlenku lipidéw. Uzyskane wyniki pokazaty, ze fotoblaknigte melanosomy, w poréwnaniu do
melanosoméw natywnych, slabiej chronity przed fotosensybilizowana peroksydacja lipidow.
Fotostarzenie in vitro prowadzi do zmian fizykochemicznych wtasciwo$ci melanosomow, ktore zwigkszaja
dostepnos¢ kluczowych grup funkcjonalnych melaniny dla reagentdéw zewnetrznych, zwigkszajac
prawdopodobienstwo generowania toksycznych reaktywnych form tlenu.

Badania opisane w publikacji D13, dotycza wptywu jondw metali przejsciowych, zwtaszcza Fe(IlI)
i Cu(Il) na podatno$¢ melanosoméw i syntetycznej eumelaniny do ulegania modyfikacjom chemicznym
indukownym organicznym wodoronadtlenkiem. Ma to zwigzek z zaleznymi od wieku fizykochemicznymi
zmianami melanosoméw w ludzkim RPE. Okazuje si¢ bowiem, ze w RPE u ludzi starszych zmniejsza si¢
liczba “natywnych” melanosoméw na korzy$¢ ztozonych ziarnisto$ci tzw. melanolipofuscyny. Badania
oparte byly na postulacie o utleniajgcym dziataniu wodoronadtlenkoéw lipidow, ktére moga stanowié
sktadnik lipofuscyny. Badania pokazaly, ze melanina ulega degradacji oksydacyjnej w wyniku
oddziatywania z wodoronadtlenkiem tert-butylu w duzym st¢zeniu, przy czym skompleksowane z melaning
redoksowo-aktywne jony metali w sposob znaczacy przyspieszaja ten proces. Wyniki tych modelowych
badan sugerujg, ze w melanolipofuscynie moze dochodzi¢ do modyfikacji chemicznej melaniny, w wyniku
ktorej melanina traci swoje wlasciwosci przeciwutleniajace.

Chociaz melanina jest powszechnie uwazana za efektywny barwnik fotoprotekcyjny i
przeciwutleniacz, zwigkszona aktywno$¢ fotochemiczna tego barwnika moze prowadzi¢ do zjawisk
fototoksycznych. W artykule D14 zbadalismy fotoreaktywnos$¢ 5-S-cysteinydopa-melaniny, syntetycznego
modelu feomelaniny oraz produktéw jej kontrolowanej fotodegradacji, indukowanej promieniowaniem
UV-VIS. Fotodegradacja feomelaniny, ktorej towarzyszy blaknigcie pigment, prowadzi do silnych zmian
jego paramagnetycznych wiasciwos$ci i dramatycznego wzrostu zdolnosci melaniny do fotogenerowania
tlenu singletowego. Wykazano, ze zmiany te sg nastepstwem foto-konwersji benzotiazynowych
podjednostek melaniny do zmodyfikowanych pochodnych benzotiazolu. Zwigkszonej wydajnosci
fotogenerowania tlenu singletowego przez fotodegradowana feomelaning towarzyszy spadek jej
efektywnos$ci gaszenia tlenu singletowego, co moze prowadzi¢ do wzmozenia toksycznego dziatania
fotogenerowanego tlenu singletowego. Uwzgledniajac fakt, ze feomelanina stanowi okoto 25% melaniny
skornej u wszystkich osobnikéw, bez wzgledu na stopien i rodzaj pigmentacji, wyniki badan sugeruja, ze
takie niepozadane modyfikacje fotochemiczne melaniny skoérnej moga mie¢ charakter powszechny.

Opisane w powyzszych pracach badania stanowily dla mnie inspiracj¢ do ztozenia do Narodowego
Centrum Nauki wniosku o projekt na zbadanie fotoreaktywnej roli melaniny w powstawaniu czerniaka.
Finansowanie otrzymalem w pierwszym podejsciu i obecnie realizuj¢ projekt z utworzona przeze mnie
grupa badawcza w Zaktadzie Biofizyki, na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, U] (SONATA-
10 nr projektu: 2015/19/D/ST4/01964).
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Analiza mikropecherzykéw wydzielanych przez komorki macierzyste

Na podstawie nastepujqgcych publikacji:

D15 Bobis-Wozowicz S, Kmiotek K, Sekula M, Kedracka-Krok S, Kamycka E, Adamiak M, Jankowska
U, Madetko-Talowska A, Sarna Michal, Bik-Multanowski M, Kolcz J, Boruczkowski D, Madeja
Z, Dawn B, Zuba-Surma EK. (2015). Human induced pluripotent stem cell-derived microvesicles
transmit RNAs and proteins to recipient mature heart cells modulating cell fate and behavior. Stem
Cells, 33(9): 2748-2761.

D16 Adamiak M, Cheng G, Bobis-Wozowicz S, Zhao L, Kedracka-Krok S, Samanta A, Karnas E, Xuan
YT, Skupien-Rabian B, Chen X, Jankowska U, Girgis M, Sekula M, Davani A, Lasota S, Vincent
RJ, Sarna Michal, Newell KL, Wang OL, Dudley N, Madeja Z, Dawn B, Zuba-Surma EK. (2018).
Induced pluripotent stem cell (iPSC)-derived extracellular vesicles are safer and more effective for

cardiac repair than iPSCs. Circulation Research, 122(2): 296-309.

W ostatnim czasie mikropecherzyki pozakomorkowe staly si¢ przedmiotem intensywnych badan pod katem
ich mozliwych zastosowan zaréwno w badaniach podstawowych, jak i klinicznych. Te male obiekty
sferyczne s wydzielane przez prawie kazdy typ komorki i sa zaangazowane w transport tadunku pomiedzy
komorkami. Znaczenie mikropgcherzykow zaobserwowano w wielu waznych procesach komorkowych, w
tym w komunikacji migdzykomorkowej, odpowiedzi immunologicznej a ostatnio w réznicowaniu komoérek
macierzystych. Aby modc zbada¢ te submikronowe obiekty, wymagane sa techniki mikroskopowe o
wysokiej rozdzielczoSci. Jedng z najbardziej obiecujacych technik w tych badaniach jest mikroskop sit
atomowych (AFM).

W pracy D15 zbadali$my zdolno$¢ mikropecherzykoéw wydzielanych przez komorki macierzyste do
przenoszenia bioaktywnych czasteczek, w tym mRNA, mikroRNA i biatek do komorek docelowych, takich
jak mezenchymalne komorki zrgbu serca. Uzyskane wyniki pokazuja, ze mikropecherzyki z komorek
macierzystych sg bogate w mRNA, mikroRNA i biatka. Wyniki te pokazuja, ze mikropecherzyki
wydzielane przez komorki macierzyste moga by¢ zrodtem bezpiecznych, bezkomdrkowych pochodnych
bioaktywnych substancji do regeneracji tkanek.

W publikacji D16 zbadaliSmy, czy pecherzyki zewnatrzkomoérkowe wydzielane przez indukowane
pluripotencjalne komorki macierzyste moga wptywac na funkcje biologiczne komorek serca hodowanych
in vitro. Ponadto pordéwnano bezpieczenstwo i skuteczno$¢ dziatania samych mikropecherzykow z
komérkami macierzystymi w naprawie serca in vivo. W celu dokonania charakterystyki mikropecherzykdw
wykorzystano zaawansowane techniki pomiarowe w tym mikroskopi¢ sit atomowych. Na podstawie
uzyskanych danych stwierdzono, ze same mikropgcherzyki sg bezpieczniejsze i bardziej wydajne w

leczeniu napraw serca anizeli komorki macierzyste.
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Pozostale prace, w ktérych wykorzystane zostaly zaawansowane metody obrazowania oraz analizy

obrazu i danych spektroskopowych

Na podstawie nastgpujgcych publikacji:

D17 Sarna Michal, Wybieralska E, Miekus K, Drukala J, Madeja Z. (2009). Topographical control of
prostate cancer cell migration. Molecular Medicine Reports, 2(5): 865-871.

D18 Wytrwal M, Sarna Michal, Bednar J, Kozik B, Nowakowska M, Kepczynski M. (2011). Formation
of micelles by hydrophobically modified poly(allylamine hydrochloride). Polish Journal of Applied
Chemistry, 55: 11-17.

D19 Hermanowicz P, Sarna Michal, Burda K, Gabry$ H. (2014). AtomicJ: an open source software for
analysis of force curves. Review of Scientific Instruments, 85(6): 063703.

D20 Wytrwal M, Leduc C, Sarna Michal, Goncalves C, Kepczynski M, Midoux P, Nowakowska M,
Pichon C. (2015). Gene delivery efficiency and intracellular trafficking of novel poly(allylamine)
derivatives. International Journal of Pharmaceutics, 478(1): 372-382.

D21 Klimkiewicz K, Weglarczyk K, Collet G, Paprocka M, Guichard A, Sarna Michal, Jozkowicz A,
Dulak J, Sarna T, Grillon C, Kieda C. (2017). A 3D model of tumour angiogenic microenvironment
to monitor hypoxia effects on cell interactions and cancer stem cell selection. Cancer Letters, 396:
10-20.

D22 Oweczarek K, Szczepanski A, Milewska A, Baster Z, Rajfur Z, Sarna Michal, Pyr¢ K. (2018). Early
events during human coronavirus OC43 entry to the cell. Scientific Reports, 8(1): 7124.

D23 Wiktor A, Sarna Michal, Wnuk D, Sarna T. (2018). Lipofuscin-mediated photodynamic stress
induces adverse changes in nanomechanical properties of retinal pigment epithelium cells. Scientific
Reports, 8(1): 17929.

D24 Koziel J, Bryzek D, Ciaston I, Dobosz E, Gasiorek A, Makarska A, Sarna Michal, Eick S, Puklo M,
Lech M, Potempa N, Potempa J. (2018). Triggering NETosis via protease-activated receptor (PAR)-
2 signaling as a mechanism of hijacking neutrophils function for pathogen benefits. PLoS Pathogens,

praca przyjeta do druku.

Artykut D17 podsumowuje wyniki uzyskane w trakcie mojej pracy magisterskiej. W niniejszej pracy
zbadano wpltyw topografii podloza na migracje komoérek nowotworowych. Wykazano, ze komorki
ludzkiego (DU-145) oraz szczurzego (MAT-LyLu i AT-2) raka prostaty moga by¢ wydajnie naprowadzane
przez kontakt. Uzyskane wyniki pokazuja, ze topografia podltoza, z ktorym komorka ma kontakt odgrywa
istotng role w trakcie migracji komorek nowotworowych podczas inwazji otaczajacych je tkanek.

W pracy D18 zmodyfikowlismy dostepny komercyjne poli(chlorowodorek alliloaminy) (PAH) w

hydrofobowo modyfikowane silne polielektrolity. Osiagni¢to to przez redukcyjne aminowanie z uzyciem
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heksanalu lub oktanalu, a nastgpnie metylowanie jodkiem metylu, prowadzace do czwartorzgdowych soli
amoniowych. Struktury chemiczne otrzymanych polikationow i stopnie podstawienia tancuchami
hydrofobowymi potwierdzono metodami spektroskopowymi i analizg elementarng. Struktury utworzone
przez zmodyfikowane polimery w roztworze wodnym oznaczono za pomocg pomiaréw potencjatu zeta,
technikg dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS) i kriogenicznej transmisyjnej mikroskopii elektronowej
(TEM). Morfologie osadzonych na powierzchni krzemu filméw polimerowych badano za pomoca
mikroskopu sit atomowych (AFM). Obserwacja mikroskopowa potwierdzita tworzenie polimerycznych
miceli o wielkoSciach zaleznych od dtugosci tancuchéow alkilowych, przytaczonych do szkieletu
polikationowego.

W publikacji D19 opracowali$my nowa aplikacj¢ Java z otwartym kodzie zrédlowym do analizy
krzywych sitowych i obrazéw zarejestrowanych za pomocg mikroskopu sit atomowych. Oprogramowanie
»Atomic]” obstuguje szeroki zakres modeli mechaniki kontaktowej i implementuje procedury, ktore
zmniejszaja wptyw odchylen od modelu kontaktowego. Generuje mapy wiasciwosci mechanicznych, w
tym mapy modutu Younga, sity adhezji i wysokosci probki. Moze roéwniez oblicza¢ ,,stosy sitowe”, ktore
ujawniaja, w jaki sposob reakcja probki na deformacje zmienia si¢ wraz z gleboko$cia weiecia. Atomicl
analizuje krzywe sity jednoczes$nie na wielu watkach, co pozwala na duza szybkos$¢ analizy. Dziata na
wszystkich popularnych systemach operacyjnych, w tym Windows, Linux i Macintosh.

W artykule D20 opisalismy nowe pochodne poli(alliloaminy) o réznym bilansie podstawienia
pierwszorzedowych, drugorzgdowych, trzeciorzedowych i czwartorzgdowych grup aminowych. Wszystkie
pochodne byly zdolne do kompleksowania pDNA w polipleksy przy niskich stosunkach masy genu do
polimeru, tj. 1:1 lub 1:2. Ponadto badane polipleksy byly mniej cytotoksyczne i wykazywaly lepsza
wydajnos¢ transfekcji w pordwnaniu z liniowg poli(etylenoiming). Stabilno$¢ polipleksow byta zmierzona
za pomocg mikroskopu sit atomowych. Uzyskane wyniki wskazujg, ze obecno$¢ czwartorzedowych grup
amoniowych jest wazna w tworzeniu stabilnych polipleksow. Polipleksy ze wszystkimi typami grup
aminowych wykazaty duzy potencjal dostarczania genéw do komorek. Ponadto polipleksy z takimi
pochodnymi byly dobrze internalizowane przez komorki.

W pracy D21 stworzyliémy model 3D wzrostu czerniaka, ktory nasladuje mikrosrodowisko guza.
Uwzglednienie procesow zwigzanych z angiogeneza dodatkowo umozliwito zbadanie procesé6w wnikania
naczyn do wnetrza guza. Opisana w pracy metoda hodowli komorek nowotworowych w sferoidach stanowi
nowe narz¢dzie do badana odziatywania nowotworu z mikrosrodowiskiem.

W publikacji D22 zbadaliSmy mechanizm wnikania ludzkiego koronawirusa OC43 do wnetrza
komorek. Przy pomocy mikroskopii konfokalnej oraz metod biologii molekularnej odkryto, ze wirus
wykorzystuje endocytoze zalezng od kaweoliny-1. Wejscia i rozerwanie pecherzykoéw zawierajacych

wirusy z powierzchni komorki zalezy od biatka dynaminy. Ponadto proces internalizacji pgcherzykow
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wymaga re-aranzacji cytoszkieletu aktynowego. Dzigki tym badaniom udato si¢ poszerzy¢ wiedze na temat
procesu infekcji komorek, co w przysztosci moze by¢ wykorzystane do rozwoju skutecznych metod
leczenia pacjentow.

W artykule D23 zbadaliSmy wptyw fotoaktywacji lipofuscyny na witasciwoséci nanomechaniczne
komorek ludzkiego nabtonka barwnikowego siatkowki. Wyizolowana od zmartych dawcoéw w réznym
wieku lipofuscyna zostata pogrupowano w dwa przedzialy wiekowe: 18-29 lat oraz 50-59 lat. Nastgpnie
droga fagocytozy wprowadzono ziarna lipofuscyny do komorek. Fotoaktywacja lipofuscyny §wiatlem w
zakresie dhugosci fal 420-560 nm o stosunkowo niskim nate¢zeniu data spektakularne rezultaty. Komorki
zawierajace ziarna lipofuscyny z przedziatu wiekowego 50-59 lat miaty calkowicie zniszczony cytoszkielet
aktynowy i znaczgco obnizone warto$ci modutu Younga w poréwnaniu do komorek z ziarnami lipofuscyny
z przedzialu wiekowego 18-29 lat oraz do kontrolnych komoérek nie zawierajacych lipofuscyny. Okazato
si¢, ze uszkodzenia cytoszkieletu sa nastgpstwem fotogenerowania przez lipofuscyng reaktywnych form
tlenu, ktore utleniajg biatka komoérkowe, w tym aktyne cytoszkieletu. Wyniki te wskazuja na nowa, nie
rozwazana wczesniej role lipofuscyny w zmianach patologicznych zachodzacych w nabtonku
barwnikowym siatkowki.

W pracy D24 zbadali$my role gingipain, odpowiedzialnych za wirulencj¢ Porphyromons gingivalis,
na powstawanie zewnatrzkomorkowych putapek neutrofili (NET), indukowanych przez ten patogen.
Pokazano, ze NETy wyzwalane przez P. gingivalis sa zalezne od szczepu bakterii, poniewaz w
przeciwienstwie do szczepu dzikiego (W83) szczep mutanta o zerowym poziomie gingipainy tylko
nieznacznie indukowal tworzenie NETOw. Bezposredni wplyw proteaz na NEToze zostal
udokumentowany przy uzyciu oczyszczonych gingipain. W szczegdlnosci indukcja NETo6w byla zalezna
od aktywnosci katalitycznej gingipain, poniewaz proteolitycznie nieaktywne formy enzymow wykazywaty

zmniejszong zdolno$¢ do indukowania NETow.

6. Dzialalno$¢ dydaktyczna i organizacyjna.

Dydaktyka stanowi bardzo wazny element mojej pracy zawodowej a nauczanie studentow dostarcza mi
duzo satysfakcji. Dlatego bardzo powaznie traktuj¢ swoje obowiazki dydaktyczne, probujac mozliwie jak
najlepiej si¢ z nich wywigza¢, migdzy innymi poprzez stymulowanie zainteresowania u studentéw tematyka
poruszang na zaj¢ciach. O skuteczno$ci takiego podejscia §wiadczy¢ moga liczne pytania studentoéw w
trakcie zajg¢¢, przychodzenie na konsultacje oraz wysytanie e-maili z prosba o dodatkowe informacje z
zakresu poruszanych przeze mnie zagadnien. W trakcie krotkiego, bo zaledwie trzy letniego, doswiadczenia
dydaktycznego opickowatem si¢ trojgiem studentow, ktorzy pod moja opieka przygotowali a nastepnie
obronili prace magisterskie. W procesie nauczania szczegoélnie ceni¢ sobie mozliwo§é wykorzystania

posiadanego przeze mnie wyksztatcenia fizycznego. Praktycznie w kazdym kontakcie dydaktycznym ze
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studentami, po nakre$leniu znaczenia omawianego tematu, staram si¢ przedstawia¢ jego fizyczne aspekty,
aby budowaé wiedze studentéw na trwatych podstawach. W moim przekonaniu takie podej$cie daje
mozliwo$¢ glebokiego zrozumienia procesow opisywanych przez biofizyke, ktora wykladam w ramach
roznych kurséw. Wydaje si¢, ze studenci bardzo doceniaja moje podejscie do nauczania o czym moga
swiadczy¢ bardzo pozytywne ankiety studenckie oceniajace jako$¢ procesu ksztalcenia pracownikow w
bazie USOS web. Wsérod zaje¢ jakie prowadze, za szczegdlnie istotny uwazam kurs zatytulowany
,,Biomechanika komorki”. Ten do wyboru kurs jest moim autorskim opracowaniem, ktory przygotowatem
dla studentéw naszego Wydzialu oraz studentéw obcokrajowcow, dla ktorych prowadze go w jezyku
angielskim jako ,,Cell biomechanics”. Nalezy podkresli¢, ze po zaledwie trzech latach, odkad go prowadzg,
kurs ten zostat wpisany do programu nowo powstatego kierunku ,,Biofizyka molekularna i komérkowa” na
Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytetu Jagiellonskiego jako kurs obowigzkowy.
Innym kursem, ktéry rowniez spotkat si¢ z uznaniem wérod studentéw to zmodyfikowany przeze mnie kurs
,Fotobiofizyka”, ktory rowniez zostat wpisany do programu ,,Biofizyki molekularnej i komdrkowe;j” jako
kurs obowiazkowy. Poza tym wspotprowadze kurs ,.Biofizyka z elementami fizyki”, ktory jest kursem
obowigzkowym dla studentoéw III roku Biologii i Neurobiologii oraz ¢wiczenia laboratoryjne w ramach
specjalistycznych kurséw obowigzkowych i do wyboru. Do tej pory bylem opiekunem trzech magistrantow.
Obecnie w mojej grupie badawczej jest dwoje doktorantéw (mgr inz. Krystian Mokrzynski i mgr Justyna
Sopel) oraz pigciu magistrantow.

W ramach dziatalno$ci organizacyjnej bralem udzial przy organizowaniu ,,Drugiej Krajowej
Konferencji Nanotechnologii, NANO 2008”, ktéra odbyta si¢ w dniach 25-28 czerwca, 2008 roku w
Krakowie oraz konferencji z okazji “Jubileuszu 90-lecia Akademii Gorniczo-Hutniczej im. Stanistawa
Staszica w Krakowie”, ktory odbyt si¢ w dniach 28-30 maja 2009 roku. Ponadto wspétorganizowatem
pokazy dla studentéw podczas “Nocy naukowcow” w latach 2009-2011. Ostatnio bytem zaangazowany w
organizacj¢ “Pikniku pod Debem” na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, UJ, ktory odbyt si¢

w dniu 8 czerwca, 2018 roku.

Podsumowanie

Badania przedstawione jako moje osiggni¢cie naukowe dotyczg mechanicznej roli melaniny w komorkach
i tkankach barwnikowych. W czgéci pierwszej mojego osiagnigcia wykazatem, ze melanina w komorkach
nabtonka barwnikowego siatkowki nadaje odpowiednig sztywno$¢ tej tkance i przyczynia si¢ do
mechanicznej stabilizacji bariery krew-siatkdéwka, zapobiegajac wnikania naczyn krwiono$nych do wnetrza
oka. Badania te moga mie¢ potencjalne zastosowanie w medycynie, poniewaz razem z istniejacymi danymi
klinicznymi dotyczacymi przerwania kompleksu krew-siatkowka podczas wysigkowej odmiany

zwyrodnienia plamki zottej wskazuja na to, ze lokalne odbarwienie nabtonka barwnikowego siatkowki

25



Zalacznik 3a dr Michat Sarna

stanowi powazny czynnik ryzyka przerwania bariery krew-siatkéwka w tej chorobie. Kolokalizacja
wrastania naczyn do siatkowki oka podczas zwyrodnienia plamki zoéltej z odbarwieniem nabtonka
barwnikowego siatkowki stanowi potencjalny marker diagnostyczny — doktadne zmapowanie ubarwienia
nablonka barwnikowego w dowolnym momencie zycia moze okresli¢c prawdopodobienstwo wystapienia
wysigkowej odmiany tej choroby.

W drugiej czgséci osiggniecia wykazalem, ze wlasciwosci nanomechaniczne komorek czerniaka
zalezg wylacznie od ilosci endogennej melaniny wewnatrz tych komorek. Ponadto pokazatem, ze obecnosé
melaniny w komoérkach czerniaka obniza zdolnosci przerzutowe tych komorek w warunkach in vivo.
Obserwacja ta moze mie¢ istotne znaczenie dla badan klinicznych, poniewaz wskazuje na to, ze pomiar
zawartosci melaniny w komorkach czerniaka podczas badania histopatologicznego moze stanowié
potencjalny marker diagnostyczny. Takie badanie byloby w stanie okresli¢ prawdopodobienstwo
wystapienia przerzutu, przyczyniajac si¢ do postawienia lepszej diagnozy.

Dodatkowo, w ramach wspolpracy naukowej z licznymi grupami badawczymi uczestniczylem w
realizacji roznych projektow naukowych, w ktorych wykorzystatem swoja wiedze¢ i do$wiadczenie z

zakresu biofizyki i nanotechnologii.

Podsumowujac, moéj dorobek naukowy obejmuje:

e 25 prac doswiadczalnych w czasopismach z listy filadelfijskiej o tacznym impact factor: 117,925 w
tym 3 prace oryginalne wchodzace w sklad osiggniecia naukowego. Laczny impact factor prac
wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego wynosi: 13.822;

e 2 prac do$wiadczalnych opublikowanych w czasopismach, ktore nie sa indeksowane przez bazg JCR;

e J-indeks: 12, liczba cytowan: 282 (bez autocytowan: 225);

e Wygloszenie 6 referatdw na migdzynarodowych konferencjach na zaproszenie organizatorow;

o Wspodtautorstwo 50 posterow prezentowanych na konferencjach naukowych;

e | opracowanie dydaktyczne;

e Wypromowanie 3 magistrantow.
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