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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Hanieh Karimi zatytutowanej:
Characterization of melanoma cell spheroids by means of imaging
techniques and positron annihilation lifetime spectroscopy.

Rozprawa doktorska Pani mgr Hanieh Karimi ,,Characterization of melanoma cell spheroids
by means of imaging techn)'ques and positron annihilation lifetime spectroscopy” spetnia
kryteria Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (t.j. Dz. U. z 2016 r., poz 882), dlatego wnoszg do Rady Dyscypliny Nauk Fizycznych
Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie, o dopuszczenie Doktorantki Hanieh Karimi do

dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego - doktora nauk fizycznych.

Uzasadnienie

Jeéli chodzi o kultury in vitro, to sferoidalne (inne okreslenia: tréjwymiarowe, 3D) kultury
kolonii komérkowych sg modelem, ktdry jest najblizszy warunkom naturalnym. W organizmie,
komorki organizujg sie przestrzennie. Przestrzennie zorganizowane sg w tkanki i dalej, np. w
organy. Sygnaly do i od komoérek przechodzg w sposdb przestrzennie zorganizowany,
podobnie jak dyfuzja ptynéw wraz z substancjami w nich rozpuszczonymi. Dlatego tez kolonie
3D w odpowiedzi na stymulacje, maja reakcje bardziej zblizong do tej w organizmie, niz kultury
2D. Nalezy jednak pamietaé, ze aby jak najlepiej ,odwzorowac nature”, kolonie 3D powinny
by¢ prawidtfowo namnozone.

Autorka postanowita poddaé ocenie przydatnos¢ wykorzystania réznych technik -
biochemicznych, obrazowych i spektroskopowych w celu charakterystyki, wyhodowanych
przez nig, tréjwymiarowych kolonii komérkowych czerniaka.

Czerniak jest zto$liwym nowotworem wywodzacym sig z neuroektodermalnych komérek

melanocytarnych. W zwigzku z tym najczestszym miejscem wystgpowania tego nowotworu
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jest skéra. Czerniak w zaawansowanym stadium moze dawaé przerzuty do wszystkich
organéw. Tréjwymiarowe kolonie komodrkowe czerniaka, w odréznieniu do kolonii komérek
prawidtowych (np. skéry), nie wymagaja w celu ich zatozenia bio-rusztowania. Stad tez
metoda kropli wiszacej uzyta przez doktorantke jest prawidlowa. W celu utworzenia
sferoidalnych kolonii czerniaka, doktorantka wykorzystata dwie linie komérkowe — pierwotng
i przerzutowa, obie pozyskane z Banku Komérek w Tybindze w Niemczech. Stosujgc metode
kropli wiszacej uzyskata réine gestosci kolonii w obu liniach komérkowych. Procedura
namnazania kolonii zostata opisana szczegétowo i nie budzi moich zastrzezen.

W zasadniczej czeéci pracy, doktorantka przytacza uzyskane przez siebie wyniki ktore
dotycza odpowiednio:

1. Oceny struktury przestrzennej, wzrostu i zywotnosci sferoidalnych kolonii czerniaka
przy uzyciu metod biochemicznych i obrazowych,

2. Oceny dystrybucji produktéw odzywczych w tychze sferoidach przy uzyciu technik

bioluminescencyjnych oraz,

3. Okreélenia czasu zycia pozytonium w komérkach czerniaka o réoznym stopniu

ztosliwosci.

Przed przytoczeniem uzyskanych wynikéw nalezy podkresli¢, ze podstawy teoretyczne jak
i ,metodologia uzytkowa” kazdej z wykorzystanych metod zostata przez doktorantke
szczegdtowo i co wazniejsze — prawidiowo opisana.

W oparciu o metody mikroskopowe autorka potwierdzita, ze wielko$¢ sferoid zalezy od
poczatkowej liczby sedacji i wzrasta wraz z czasem hodowli. Odpowiednio sferoidy uzyskane z
linii przerzutowej charakteryzowaty sie znaczgco wigksza $rednica i kragtoscig (dla kazdej
gestosci sedacji) niz sferoidy uzyskane z linii komdrek pierwotnych. Analiza zywotnosci
poszczegdlnych grup komérek w sferoidach potwierdzita, ze najwieksza zywotnoscig cechuja
sie komérki zlokalizowane na powierzchni sferoid (warstwa proliferacyjna) a najmniejszg w
jadrze (centrum) sferoid. Nalezy nadmienic, ze przytaczane w tej recenzji (wybrane) wyniki sg
olbrzymim uogélnieniem odkry¢ autorki, opisanych niezmiernie szczegbtowo i wyczerpujgco.
O ile metody mikroskopowe sg powszechnie stosowane w tego typu analizach, to
wykorzystanie zoptymalizowanej przez doktorantke metody mikro tomograficznej
(dedykowanej pierwotnie strukturom znacznie gestszym) budzi méj nieukrywany zachwyt.
Wyniki obrazowania mikro-TK wykazaty jednoznacznie, ze kolonie 3D utworzone z linii

przerzutowej majg posta¢ duzych i zwartych sferoid, charakteryzujacych sie wyraznymi
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kragtoéciami o dobrze zaznaczonej powierzchni. Odréznia to je od kolonii z linii komérek
pierwotnych posiadajacych strukturg rozproszong, sktadajacych sie z wielu niewielkich
kulistych grup komérek.

Kolejnym obszarem poddanym analizie byfa ocena dystrybucji produktéw odzywczych w
sferoidach. Na podstawie tej analizy doktorantka wykazata, Ze laboratoryjne uktady 3D
zadowalajaco  odzwierciedlajg  wielowarstwowg  strukture rzeczywistych  guzéw
charakteryzujacych sie zréznicowanym wychwytem glukozy i tlenu. Jak wykazata doktorantka,

fenomen ten mozna obserwowaé na obrazach mikroskopowych analizowanych sferoid).

O ile pierwsze dwie czesci badawcze pracy odbieram jako swoiste studium wiasciwosci
kolonii sferoidowych komérek czerniaka przy uzyciu znanych i stosowanych metod - wyjatek
stanowi tu, co chciatbym jeszcze raz podkresli¢, opracowana przez autorke metodyka
wykorzystania obrazowania mikrotomograficznego; to w ostatniej czesci badawczej
doktorantka postanowita zbadaé uzyteczno$¢ pozytonium jako swoistego markera
umozliwiajacego réznicowanie stopnia ztosliwosci komérek czerniaka. Cze$¢ ta jest
innowacyjna zaréwno z perspektywy konstrukcji badanego ukfadu jak i badan nad
mozliwoéciami potencjalnego narzedzia, czyli pozytonium.

Doktorantka postawita hipoteze, ze réznica migdzy stopniem ztodliwosci pierwotnych i
przerzutowych linii komérkowych czerniaka (odpowiednio, WM1151i WM266-4), wystepujaca
na poziomie fizjologii komérki, znajduje odzwierciedlenie na poziomie nanomolekularnym, co
moze byé sondowane za pomocg pozytonium.

Pozytonium to quasi-stabilny uktad zbudowany z pozytonu i elektronu. Moze on powstaé
w przestrzeniach wewnatrzczasteczkowych osrodka biologicznego, na przyktad podczas
diagnostyki PET. Ze wzgledu na wzajemne ustawienie spinéw pozytonu i elektronu rozréznia
sie stan trypletowy (tzw. ortopozytonium) oraz stan singletowy (tzw. parapozytonium).
Ortopozytonium rozpada sig ze $rednim czasem zycia 142 ns (w prézni) na trzy fotony, zas
parapozytonium, rozpada si¢ na dwa fotony ze srednim czasem zycia 125 ps (w prézni). Czasy
7ycia moga sie réznié w o$rodkach innych niz préznia, np. Sredni czas zycia ortopozytonium w
wodzie wynosi 1.8 ns. Co wiecej, ortopozytonium powstafe w oérodku biologicznym moze
oddziatywa¢ z elektronami molekut osrodka, co w efekcie prowadzi do anihilacji pozytonu i
powstania dwéch fotonéw. Z kolei parapozytonium moze oddziatywaé z czasteczkami tlenu,

co prowadzi tez do anihilacji i powstania dwéch fotonow.
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Metoda PALS (spektroskopia czasu zycia pozytonéw) stuzy do badania réznych wtasnosci
materiatéw, takich jak rozmiary wolnych objetosci czy aktywnoéé chemiczna. Prébnikiem
uzywanym w tej technice jest wifasnie pozyton, ktéry anihiluje z jednym z elektronéw
badanego oérodka. Wtasnie ta metoda zostata wykorzystana przez doktorantke do oceny czy
pozytonium jest dobrym markerem do oceny i réznicowania sferoidalnych kultur komérek
czerniaka wzgledem ich zfo$liwosci. Metodologia eksperymentu przedstawionego w czesci
trzeciej zostata zaprezentowana szczeg6towo i przejrzyécie. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze
réznice na poziomie fizjologii miedzy komorkami czerniaka o réznym stopniu ztosliwosci
znajduja odzwierciedlenie na poziomie molekularnym, sondowanym przez pozytonium.
Odpowiednio, doktorantka wykazata, ze:

1. Linie komérek przerzutowych formowaty kolonie sferoid, kt6re byty bardziej sferyczne

i zageszczone niz dla linii komérek pierwotnych;

2. Wiekszg proliferacjg charakteryzowaty sig linie komdrek przerzutowych (istotnos¢
statystyczna odnotowana dla 6smego dnia namnazania);

Stosowanie PALS nie wptywa w sposéb istotny na zywotnos¢ kolonii sferoidalnych;
Komorki sferoid linii przerzutowych byty mniejsze niz sferoid linii pierwotnej;

Komorki sferoid linii pierwotnych miaty diuzszy czas podwojenia niz linii przerzutowych;

o U kw

Czas zycia ortopozytonium w sferoidach linii komérek przerzutowych byt krétszy niz
dla sferoid linii pierwotnych;
7. Obie linie komérkowe charakteryzowaly sie skréceniem czasu Zycia ortopozytonium

wraz ze wzrostem czasu hamnazania.

Badania przeprowadzone przez doktorantke sg pionierskie. Stad tez uzyskane wyniki nie sg
potwierdzeniem juz zbadanych prawidet a odkryciem, ktére moze by¢ inspiracjg dla innych

badaczy.

Praca napisana przez Panig mgr Karimi jest napisana w jezyku angielskim, w mojej opinii
poprawnie (jestem osobq bez wyksztafcenia lingwistycznego, nie jestem native speakerem).
Nieliczne btedy edytorskie, na przyktad: 0.125 ns zamiast 0.125 ps (str 16), zwroty typu ,jak
pokazuje rycina 9.9” umieszone w opisie ryciny (str 40), skracanie petnej nazwy linii WM266-
4 do WM266 (wiele miejsc w pracy), nie umniejszaja wagi pracy. Co wiecej, w mojej opinii

praca nie posiada btedéw merytorycznych.



T. Piotrowski. Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Hanieh Karimi

Struktura pracy jest typowa dla prac doswiadczalnych. Napisana zostafa tagcznie na 94
stronach maszynopisu. Objetosci poszczegdlnych rozdziatow jaki ich kolejnos¢ sg prawidtowe.

Bibliografia liczy 131 pozycji — aktualnych i prawidfowo dobranych.

Biorac pod uwage powyisze, uwazam, Ze praca spelnia wszystkie wymagania postawione
przed rozprawa doktorska. Co wigcej, jest ona w mojej opinii praca ponad przecigtna.

Whnosze wiec o wyrdznienie pracy.

Pytania do doktorantki

Praca jest kompletna i napisana bardzo przejrzyscie. Czytajac ja wielokrotnie nie znalaztem
miejsca/zagadnienia, o ktére musiatbym dopytac doktorantke w celu rozjasnienia gtéwnego
ciagu myélowego dysertacji. Stad tez chciatbym zada¢ doktorantce pytanie poza gféwnym
nurtem jej badan i pytanie o przysztos¢ projektu. Sg to odpowiednio:

1. W badaniach mikrotomograficznych doktorantka wykorzystywata uktad wykorzystujgcy
wiazke RTG. Chciatbym sie dowiedzie¢ czy' w badaniu doktorantki bytoby mozliwe
wykorzystanie mikro-TK w oparciu o wigzke synchrotronowg (zaktadam hipotetyczng
dostepnosd) i jesli tak to czym réznityby sie uzyskane wyniki.

2. Jakie kolejne badania nalezy poczyni¢, aby przyblizy¢ sig¢ do etapu wdrozenia
klinicznego z'aproponowanej metody. Prosze pomingé, oczywiste zagadnienia

legislacyjno-prawne.

Z wyrazami szacunku
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