Warszawa, 24 lipca 2023 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej ,,Ocena in vitro wptywu wybranych zwigzkéw na
komarki o cechach nowotworowych komérek macierzystych w raku jajnika”
autorstwa mgr. Mariusza Kulinczaka

Praca doktorska mgr. Mariusza Kuliniczaka zostata wykonana w Zakfadzie Biologii
Nowotworow Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie pod kierunkiem

dr. hab. n. med. Jana Konrada Siwickiego, profesora Instytutu.

Rak jajnika jest pigtym, co do czestosci wystepowania na $wiecie nhowotworem kobiet i
stanowi wiodacg przyczyne zgonéw wsérédd pacjentek chorujgcych na nowotwory
ginekologiczne. Wczesna diagnoza jest trudna, przede wszystkim z powodu bezobjawowego
przebiegu choroby w jej wczesnych stadiach, braku objawéw specyficznych i markeréw
diagnostycznych. U okoto 70% pacjentek chorobe rozpoznaje sie w stadium
zaawansowanym, z obecnoscig przerzutéw. U wigkszoéci chorych obserwuje sie dobra
odpowiedZ na standardowg chemioterapie opartg na taksanach i zwigzkach platyny, ale u
znacznej liczby pacjentek dochodzi do nawrotu choroby i rozwoju opornosci na dotychczas
stosowane chemioterapeutyki. Zjawiska te majg zwigzek z nowotworowymi koméi’kami
macierzystymi, ktérych cechy zapewniaja im oporno$é na wspomniane terapie
cytotoksyczne. Od pierwszej publikacji opisujgcej komérki macierzyste w raku jajnika

minetfo prawie 20 lat i choé od tamtego czasu pojawito sie wiele propozycji zdefiniowania ich

katarzyna.koziak@wum.edu.pl




fenotypu, to do dzi$ nie zostal on jednoznacznie okreslony, co utrudnia opracowanie
ukierunkowanych na nie terapii. W nurt tych poszukiwan wpisuje sie praca doktorska mgr.
Mariusza Kulificzaka, w ramach ktérej ocenit on in vitro wptyw dwéch znanych zwigzkéw z
grupy biguanidéw, fenforminy i metforminy, na komérki o cechach nowotworowych

komérek macierzystych w raku jajnika.

Przedstawiona mi do recenzji Praca doktorska to bardzo obszerna, 300-stronicowa
monografia napisana w jezyku polskim i podzielona na typowe dla tego typu dysertacji
rozdzialy: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wykaz skrétéw, Wstep, Cel pracy,
Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Podsumowanie i bogata Bibliografia.
Rozdzialy te poprzedza wykaz skrétéw stosowanych w pracy. Cata rozprawa jest bogato
ilustrowana: zawiera az 92 ryciny, w znaczacej mierze stanowiagce ilustracje uzyskanych
wynikéw, ktére utatwiajg ich zrozumienie i bardzo utatwiajg $ledzenie narracji Doktoranta.
Rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie, napisana jest przejrzyscie poprawnym,

barwnym i bogatym jezykiem polskim.

W teoretycznym Wstepie do rozprawy Doktorant zawart cztery podrozdzialy, w ktérych
przedstawil czytelnikowi kontekst wymagany do petnego zrozumienia przeprowadzonych
przez niego doéwiadczen, analiz i dyskusji. Kazdy z wymienionych podrozdziatdw stanowi
zwiezle, ale nie pobiezne wprowadzenie do problematyki rozprawy, a takze uzasadnienie
podjetych badan i pokazuje swobode w poruszaniu sie¢ mgr Mariusza Kulinczaka zwtaszcza w
obrebie tematyki nowotworowych komdrek macierzystych w raku jajnika. Omawiajac
kolejno zagadnienia dotyczace komdrek nowotworowyg:h o cechach komdrek
macierzystych, epidemiologie, czynniki ryzyka i metody leczenia raka jajnika, Doktorant
przedstawit przestanki do stosowania zwiazkéw z grupy biguanidéw w leczeniu
nowotworéw. W mojej ocenie troche zbyt stabo wybrzmialo w tym rozdziale znaczenie,
jakie dla rozwoju nowych metod leczenia ma wykorzystanie znanych lekéw, w tym wypadku
zwilaszcza stosowanej od kilkudziesieciu lat jako lek przeciwcukrzycowy metforminy.
Strategia repozycjonowania pozwala znacznie skrécié czas i koszty badan koniecznych do

rejestracji w nowym wskazaniu, co ma niebagatelne znaczenie przede wszystkim dla

chorych.




W Materiatach i Metodach Doktorant opisat cztery referencyjne linie komérkowe raka
jajnika wykorzystane w badaniach oraz metodyke badan. W tej czesci rozprawy zawarte jest
takze uzasadnienie dla zastosowanych stezen cisplatyny. Doktorant dokonat tego wyboru w
trakcie badan wstepnych, ktérych wyniki nie sg prezentowane w rozprawie. Nie wiadomo
zatem, czy wrazliwosé linii komdrkowych na cisplatyne okredlona zostata na podstawie
parametru IC50, IC80 czy IC90, a moze innego parametru wykorzystywanego do okreélenia
aktywnosci biologicznej chemioterapeutykéw. Zastrzezenie mam réwniez do stezen
metforminy i fenforminy zastosowanych w pracy. Przestanki do stosowania metforminy i
fenforminy w leczeniu nowotworéw pochodzg z obserwacji klinicznych: oba te
przeciwcukrzycowe leki majg  dobrze  poznany profil  farmakokinetyczno-
farmakodynamiczny. Wiadomo, ze stezenie metforminy we krwi u chorych z cukrzycg waha
sie¢ najczesciej od 4 pM do 15 puM i nie przekracza 30 UM (cytuje ,Metformin, at
Concentrations Corresponding to the Treatment of Diabetes, Potentiates the Cytotoxic
Effects of Carboplatin in Cultures of Ovarian Cancer Cells” R. Erices et al., Reprod Sci. 2013
20(12), 1433), a dla fenforminy wartosci te wynosza okoto 1 uM (cytuje , The Mechanism of
Action of Biguanides: New Answers to a Complex Question. L. Di Magno et al., Cancers
2022, 14(13), 3220). Nie jest jasne, dlaczego do oceny efektéw dziatania tych lekéw in vitro
Doktorant wybrat bardzo wysokie 0,5 mM stezenie, wielokrotnie przewyzszajace wartogci
obserwowane we krwi pacjentéw zwtaszcza, ze s3 dane literaturowe sugerujace, Ze in vitro
efekt  przeciwnowotworowy metforminy obserwowany jest przy stezeniach
odpowiadajgcych wartosciom obserwowanym po podaniu jej pacjentom (cytuje
»Metformin, at Concentrations Corresponding to the Treatment of Diabetes, Potentiates
the Cytotoxic Effects of Carboplatin in Cultures of Ovarian Cancer Cells.” R. Erices et al.,
Reprod Sci. 2013 Dec; 20(12): 1433). W rozprawie znalaztam informacje wskazujaca, ze
wybor stezenia metforminy i fenforminy dokonany zostal w oparciu o wyniki badan
wstepnych, ktére nie sg przedstawione w pracy i w oparciu o dane literaturowe, ale féi nie
wiadomo, z jakich publikacji pochodza te dane. Zupetnie nieprzekonujacy jest takie
argument uzasadniajgcy zastosowanie jednakowego stezenia dla obu badanych substancii.
Doktorat zwraca uwage na to, ze zwigzki te réznig sie aktywnoscia, dlaczego zatem nie

powinno byé to wzigte pod uwage przy poréwnaniu efektéw ich dziatania? Taka strategia
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jest tez niespdjna z wspomnianym juz wczeéniej wyborem stgzen cisplatyny: Doktorant
zaznaczyl, ze ze wzgledu na rdéing wrazliwosé linii komdrkowych na cisplatyne w
dosdwiadczeniach zastosowat rézne dawki tego cytostatyku, czyli postapit zupetnie inaczej niz
przy wyborze stezeri metforminy i fenforminy. Wybdr stezenia leku do badan in vitro zawsze
jest kompromisem wynikajgcym z niedoskonatosci modeli komdrkowych, natomiast ma on
krytyczne znaczenie dla poprawnej interpretacji uzyskanych wynikéw i potencjalne
implikacje kliniczne i powinien byé bardzo rzetelnie uzasadniony. Moje watpliwosci

dotyczace poprawnosci wyboru stezen pozostawiam do rozstrzygniecia Doktorantowi.

Kluczowym elementem rozprawy sg wyniki, ktére sg imponujace. Doktorant przedstawit w
nich miedzy innymi wptyw krétkotrwatej, 6-dniowej ekspozycji komorek czterech linii raka
jajnika na metforming lub fenformine oceniajgc ich wplyw na proliferacje, migracje,
klonogenno$é, wrazliwoéé na cisplatyne, markery powierzchniowe oraz poziom ekspresji
wybranych genédw uznawanych za wyznaczniki macierzystosci lub/i agresywnosci komorek
nowotworowych. Ponadto, Doktorant zbadat wptyw fenforminy na jedng z analizowanych
linii komorkowych w warunkach dtugotrwatej hodowli (do 229 dni) analizujgc miedzy innymi
globalny profil ekspresji genéw z uzyciem metody sekwencjonowania nastepnej generacji i
przeprowadzajgc analizy ontologiczne. Wyniki sg przedstawione w czternastu
podrozdziatach wedtug zastosowanej metody badawczej. W czgsci podrozdziafé\;v Doktorant
przedstawit swoje obserwacje w punktach, co jest zrozumiate przy tak duiej liczbie
eksperymentéw prowadzonych w réznych warunkach. Wyniki przedstawione sg w sposob
przejrzysty i s bardzo bogato ilustrowane, co znaczaco utatwia ich lekture. Pozostajgc pod
ogromnym wrazeniem liczby przeprowadzonych doswiadczen, ich rygorystycznej analizy
statystycznej i krytycznej oceny ponownie chciatabym zwréci¢ uwage na luke, jaka stanowi
brak danych z doswiadczer wstepnych przeprowadzonych przez Doktoranta. Brak informacji
o zakresie niecytotoksycznych stezert metforminy i fenforminy powoduje, ze fatwo mozna
bytoby postawi¢ zarzut, Ze na przyktad obnizenie tempa proliferacji, potencjatu
klonogennego oraz migracji komérek wszystkich czterech badanych linii jajnika hodowanych

w obecnosci fenforminy wynika ze zbyt wysokiego stezenia tego leku.




Kolejny rozdziat dysertacji doktorskiej zatytutowany zostat , Dyskusja wynikéw” i podzielony
zostat na podrozdziaty wediug takiego samego schematu jak dwa poprzednie rozdziaty.
Kazdy z podrozdziatéw zawiera dyskusje uzyskanych wynikéw w $wietle danych

literaturowych, jest ona przemyslana i zakoriczona Wnioskami oraz Podsumowaniem.

Zgadzam sig z Doktorantem, Ze o potencjale biguanidéw, przede wszystkim metforminy,
stosowanych w skojarzeniu z innymi zwigzkami w terapiach przeciwnowotworowych
$wiadczy miedzy innymi kilkadziesigt prowadzonych na catym $wiecie badan klinicznych.
Mimo moich watpliwosci dotyczacych stezen lekdw zastosowanych w eksperymentach,
warto$¢ poznawcza i praktyczna uzyskanych wynikéw jest nie do przecenienia. Do
najwazniejszych osiggnie¢ pracy zaliczam dogtebne scharakteryzowanie zmian zachodzacych
w komérkach nowotworowych hodowanych w warunkach standardowych i w obecnoéci

fenforminy oraz ujawnienie wptywu tego zwigzku na proces biosyntezy lipidéw.

Podsumowujgc, oceniam rozprawe doktorskg mgr. Mariusza Kulinczaka pozytywnie.
Doktorant podjat oryginalny problem badawczy i wtaéciwie go rozwigzat. Bogactwo i rozmiar
materiatu empirycznego oraz wielo$¢ watkdw poruszonych w rozprawie jest wyrazem
dociekliwosci badawczej Autora, jego przygotowania warsztatowego oraz umiejetnoséci
zaplanowania i przeprowadzenia duzego projektu z dbatoicia o prezentacje wynikéw
badania. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wszystkie
wymaganiami art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i
Nauce (Dz.U. z 2018 poz. 1668 z pdin. zm.) i wnosze do Rady Naukowej Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie - Panistwowego Instytutu Badawczego o

dopuszczenie mgr. Mariusza Kuliriczaka do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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