NsmuT Instytut Genetyki Cztowieka
CZLOWIEKA ‘ Polskiej Akademii Nauk
A%SET‘IEIJI " ul. Strzeszynfiska 32, 60-479 Poznar; tel. (0-61) 8233-011, fax (0-61) 8233-235

NAUK www.igcz poznan.pl

Poznan, 31 lipiec 2023

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Mariusza Kulinczaka
.0cena in vitro wptywu wybranych zwigzkéw na komoérki

o cechach nowotworowych komérek macierzystych w raku jajnika”

Narodowy Instytut Onkologii im Marii Skiodowskiej-Curie zlecit mi dokonanie recenzji
zataczonej dysertacji doktorskiej. Dziekuje za powierzenie mi tego zadania z petng
$wiadomoscia, ze z jednej strony to honor a z drugiej obowigzek. Przyjmuje jedno i drugie.

Zgodnie z biezgcymi zaleceniami ocenie podlega wytgcznie rozprawa doktorska.
Niemniej zajrzatem do powszechnie dostepnej bazy danych PubMed, by dowiedzie¢ sig, ze
kandydat ma juz spore doswiadczenie badawcze udokumentowane opublikowaniem 9 prac
w czasopismach posiadajgcych wspotczynnik IF. Wszystkie publikacje powstaty w obszarze
biologii nowotwordw a czes¢ z nich mozna przypisac do tematyki zwigzanej z badaniami
przeprowadzonymi w trakcie realizacji pracy doktorskiej.

Rozprawe stanowi odrebne opracowanie liczace 300 stron i skonstruowane
zasadniczo w sposob typowy dla rozpraw doktorskich.

Zamiar przeprowadzenia badan nad skutecznoscig leczenia nowotwordw jajnika
przedstawiono w nawigzaniu do charakterystyki tej jednostki chorobowej. Pierwszym
wskazaniem celowos$ci badar jest wysoka zapadalnos$¢ kobiet na raka jajnika. Nie moge
kwestionowa¢ informacji przedstawionych w rozprawie na mapie $wiata (Ryc. 2) a
zawierajacej dane pochodzace z tak niekwestionowanych instytucji jak WHO czy IARC. Jednak
trudno z tej mapy wydedukowac jakiekolwiek zwigzki przyczynowe na temat raka jajnika.
Niska zapadalnos¢ w krajach afrykanskich nie bedgcych liderami warunkéw zycia,
wyzywienia i higieny znajduje przeciwstawienie w wysokiej zapadalnosci w Rosji, czy Syberii.
Ttumaczenia szukatbym raczej w zréznicowanej wiarygodnosci danych krajowych. Zdziwienie
pozostaje, ale nalezy przyjac dane z Ryc. 2 bezdyskusyjnie. Dalej kandydat przywotuje

informacje na temat niktej skutecznosci leczenia z akcentem na wzglednie niskg wyleczalnos¢



raka jajnika pochodnymi cisplatyny i taksanami. Wystepujaczeste nawroty choroby a
dodatkowo pojawia sig¢ nabieranie opornosci na leki stosowane w obregbie chemioterapii.
Temat wystepowania i zwalczania chemio-opornosci nie jest nowy ale czesto wystepujace
niepowodzenia w probach ominieciu chemio-opornosci zostawiajg miejsce do rozlegtych
badan i tutaj pojawia sie recenzowana dysertacja.

Kolejnym zagadnieniem omawianym, we wprowadzeniu jest dosy¢ krétka
charakterystyka nowotworowych komaérek macierzystych. Odnotowujgc pewng
heterogennosc tej frakcji komorkowej w wiekszym stopniu nawigzatbym do heterogennosci
jako cesze towarzyszacej nowotworzeniu przez caty czas. Ma to miejsce od samego poczatku
transformacji nowotworowej, gdzie czynniki pronowotworowe, czy to fizyczne, czy
chemiczne, docierajg do narazonego organu (tkanki) z r6zng intensywnoscia, na zmienng
gltebokos¢, komorki zawierajgce uszkodzenia materiatu genetycznego znajdujg sig w réznym
mikrosrodowisku i dalsza ich progresja prowadzi wspétbieznie do zaistnienia heterogenne;j
masy guza, co znajduje odbicie na poziomie czy to chromosomowym czy molekularnym.
Tekst pracy w tym miejscu zdaje sie wigzac heterogennos¢ tylko z okreslonym etapem
nowotworzenia a mianowicie z pojawianiem sie nowotworowych komorek macierzystych.

Pézniej uwaga nakierowana jest gléwnie na rozpoznawanie markerow
powierzchniowych wykorzystywanych z réing skutecznoscia do celdw prognostycznych, co
znajdzie swoje odbicie w relacjonowanych badaniach wiasnych. Ten fragment wprowadzenia
zostat wystarczajqco i kompetentnie przedstawiony.

W ostatniej czesci wprowadzenia kandydat skupia sie na zastosowaniu pochodnych
guanidyny w leczeniu cukrzycy i nowotworéw. Powigzanie pochodnych guanidyny a
leczeniem cukrzycy jest dobrze znane. Kandydatowi trafito sie tutaj niefortunne
sformutowanie (str. 39) o spadku zainteresowania pochodnymi guanidyny wobec leczenia
cukrzycy dozowaniem insuliny. Dotyczy to jednak tylko cukrzycy typu | a chorzy na cukrzyce
typu Il w dalszych ciggu reguluja poziom cukru metforming, chociaz - co trzeba odnotowac -
niektorzy praktycy s przeciwni takiemu postepowaniu.

Kraricowa zwarto$¢ podania celu pracy (str. 43 — jedno /!/ zdanie) nie wychodzi
dysertacji na dobre. Kandydat nie okresla, czy zamierza poréwnac skutecznos¢ pochodnych
cis-platyny i guanidyny jako lekéw pierwszego wyboru, czy tez interesuje go postgpowanie
kombinacyjne lub nastepowe w jakimkolwiek uktadzie. Nie ma wskazania, czy po wykryciu

spodziewanych réznic dziatania przeciwnowotworowego zostanie podjgta proba przyblizenia

2



mechanizmu. Mozna oczekiwac, ze badanie porownawcze ekspresji genow pojawia sie na
zasadzie deus ex machina i niezbyt wiadomo jakiemu stuzy celowi. Lakonicznos¢ okreslenia
celu nie pozwala na rozumieniu szlaku decyzyjnego podjetych badan.

Czes¢ doswiadczalng otwiera charakterystyka czterech stosowanych linii
komoérkowych wyprowadzonych z nowotwordw jajnika. Podstawowym czynnikiem
réznicujacym linie bytq obecnosé réznych mutacji genu przeciwnowotworowego TP53.
Odnotowuje jednak, ze badawczo nie wykorzystano obecnosci lub jej braku mutacji genu
TP53 w genomach badanych linii komdrkowych. Poprosze o komentarz na ten temat w
trakcie obrony. Recenzujac publikacje i prace promocyjne czesto trafiam na wyliczanie
badanych linii komoérkowych z pominieciem ich charakterystyki; potem pojawiajq sie
zroznicowane wyniki, ktérych bez danych o liniach komérkowych wyttumaczy¢ nie mozna.
Doktorant nie wpadt w te putapke i chwalg go za niezbedng szczegétowos¢ charakterystyki
wszystkich stosowanych linii. Dla porzadku dodaje, ze linia IGROV 1 postuzyta dalej do
wyprowadzenia kolejnych wariantéw komérkowych stuzacych do oceny dziatania
metforminy i fenforminy. W tym miejscu nalezy tez dodac, ze doswiadczenia prowadzone na
liniach komdrkowych nie wymagajg akceptacji komisji bioetycznej.

Metody z zakresu biologii komorki (ocena migracji komorek, cytometria
przeptywowa, klonogennos¢, Western Blot do oceny ekspresji biatek) i molekularnej (RT-
qPCR, NGS, profilowanie ekspresji genow itp.) przedstawiono starannie (str. 44-56) i nie
dopatrzytem sie bteddéw. Zastosowanie opisanych technik badawczych stuzyto do
przeprowadzenia analizy ekspresji gendw powigzanych z potencjalnym
przeciwnowotworowym dziataniem badanych zwigzkéw. Zgodnie z zatozeniami pracy
wykazano zréznicowanie profili ekspresji genow w badanych liniach komérkowych. Poniewaz
fenformina powodowata udokumentowane w dysertacji skuteczniejsze zmiany
macierzystosci i agresywnosci komaérek nowotworowych a jednoczesnie indukowata wieksza
wrazliwos¢ na cisplatyne badanie fenotypu powierzchniowego nakierowano na geny
regulujace to dziatanie. Uwage skoncentrowano na genach, ktorych ekspresja ulega zmianie
w warunkach nabywania opornosci na fenformine. Wykazano silne zmiany ekspresji
(pierwotnie spadek, potem wzrost) 629 genéw i odwrotng zaleznos$¢ (wzrost / spadek) u 674
genow. Analiza bioinformatyczna oraz poréwnania pomiedzy badanymi liniami komorek
pozwolita na silng redukcje liczby genéw. Zawezenie liczby gendw poprzez przypisanie ich do

okreélonych proceséw metabolicznych a zwlaszcza udziatu w ksztattowaniu macierzystosci i
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agresywnosci komorek nowotworowych redukuje liczbe interesujacych gendw do kilkunastu.
Ponadto przy pomocy narzedzi bioinformatycznych wykazano powiazanie czgsci genéw z
procesami podziatéw komérkowych, starzenia komdrkowego i epigenetycznej regulacji
ekspresji genow a wszytkie to procesy graja istotng role w nowotworzeniu.

Nie mam zadnych zastrzezen do przeprowadzonych doswiadczen nad ekspresja
genow. Kandydat poruszat sig ogélnie przyjety drogq zmierzajaca do identyfikacji
poszukiwanych genéw, co obejmuje najpierw ustalenie profilu ekspresji gendw, wylonienie
gendw o kraricowo wysokiej i niskiej ekspresji z zatozeniem, ze tam witasnie kryjg sie geny,
przyspieszajace lub hamujace badany proces. Chciatbym, zeby doktorant podczas obrony
przedyskutowat to zatozenie, wskazujgc na mozliwo$¢ minigcia sig z oczekiwaniami i
dodatkowych dziatan naprowadzajacych na cel. Zawsze bowiem mozna trafi¢ na
ewentualnosé, ze nadmierna lub zredukowana ekspresja genow wiaze si¢ z udziatem genéw
w zupetnie odrebnym procesie metabolicznym.

Whnioski podane w dysertacji (w liczbie osmiu) bezpoérednio wynikajg z
przeprowadzonych badan i s prawidtowe. Najwazniejszym z mojego punktu widzenia jest
wskazanie na potencjat przeciwnowotworowy fenforminy, co ma miejsce w znacznie
stabszym stopniu wobec metforminy. Dziatanie fenforminy, ma jednak tendencjg do
odwracalnosci. Zjawisko to wytlumaczono zmianami ekspresji szeregu gendw zwigzanych ze
zjawiskiem nabierania chemio-opornosci.

Ostatecznie w wyniku przeprowadzonych eksperymentow pozostajemy przy
wzglednie duzej liczbie genéw zwigzanych z badanym udziatem fenforminy w hamowaniu
procesu nowotworowego. Co prawda kandydat starannie omija kwestie kliniczne, ale caly
podjety temat badan zmierza ku terapeutycznemu wykorzystaniu ustalen opisanych w
dysertacji. Wiasnie liczba wskazanych genéw daje pewne rozmycie jednoznacznosci i
utrudnia dalsze postepowanie w strone kliniczna. Brakuje mi chociaz sugestii, gdzie kandydat
upatruje geny do wykorzystania w terapii celowanej. Mam oczywiscie rozeznanie w
rozmiarach przeprowadzonych badar i wiem, ze nie mozna ich przekroczy¢ z racji
ograniczen czasowych i finansowych badari w ramach doktoratu. W kazdym razie dyskusja
wynikéw pozwala na rozwinigcie tematyki w strone uzytecznosci klinicznej a tego nie
podjeto.

Recenzowane badania stanowig istotne novum w biologii nowotworéw i tym samym

przyczyniajqa sie do postepu w tej dziedzinie. Niestety zadang rolq recenzenta jest
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»Czepiactwo” i stad uwagi i zastrzezenia, ktore pojawity si¢ w recenzji. Nie naruszajg one
jednak struktury i tym bardziej wnioskow wyprowadzonych z badan i zawartych w dysertacji.
Nie trace jednoczesnie nadziei na podjecie dyskusji akademickiej na wskazane tematy.
Podsumowujac, uwazam, ze praca w petni spetnia ustawowe wymagania stawiane

rozprawom doktorskim (Rozporzgdzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyiszego z dnia
19.01.2018 w sprawie szczegotowego trybu i warunkdw przeprowadzania czynnosci w
przewodach doktorskich, postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie
tytutu profesora, Dz. Ustaw, 2018, POZ. 261) i wnosze do Rady Naukowej Narodowego
Instytutu Onkologii w Warszawie o przeprowadzenie dalszych etapéw proceduralnych w

przewodzie doktorskim.
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