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prof. dr hab. n. farm. Pawel Szymanski
L6dz, 20.05.2022

RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr farm. Karola Rotkowskiego
pt.:,, Wplyw metforminy na proces POX-zaleznej apoptozy/autofagii w komoérkach

czerniaka C32”

Recenzowana praca doktorska Pana magistra farmacji Karola Rotkowskiego zostata
wykonana w Zaktadzie Chemii Lekow Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku. Promotorem pracy jest prof. dr hab. n. farm. Jerzy Patka, a promotorem

pomocniczym dr n. farm. Ilona Oscitowska.

Dysertacja przedstawia zagadnienia zwigzane z oceng mechanizméw dziatania
metforminy w procesach apoptozy komorek czerniaka C32 i w czgsci byta finansowana ze
$rodkéw grantu Narodowego Centrum Nauki realizowanego w latach 2018-2021 — projekt
OPUS nr. 2017/25/B/NZ7/02183.

Poszukiwanie nowych lekow jest wyzwaniem dla kazdego pokolenia i w tym zakresie
istnieje wiele kierunkow, ktére prowadza do wyznaczonego celu. W ostatnich latach coraz
czesciej mowi si¢ o lekach o réznych punktach uchwytu czy o lekach wielokierunkowych. Ta
sama idea opisywana jest przez rozne pojecia i tak jak niepisanym panaceum déwczesnego $wiata
jest kwas acetylosalicylowy, tak i inne substancje bada si¢ w kierunku poszukiwania nowego
zastosowania. W przedstawionej do oceny pracy Doktorant bada metforming. Substancje, ktorej
historia podobnie jak dla kwasu acetylosalicylowego si¢gga ponad 100 lat i na przestrzeniu
mijajacego wieku wykazywano jej rozne wlasciwosci biologiczne. Samo dzialanie
przeciwnowotworowe opisano po raz pierwszy w latach 70-tych ubieglego wieku w zakresie
dziatania na komérki nowotworowe piersi. Kolejne badania nad metforming dotyczyly innych
typéw nowotworéw. Do jednych z najciekawszych opracowan nalezy wykorzystanie
metforminy do badania czerniaka, mimo braku badan prowadzonych w wigkszym zakresie
w tym obszarze. Cz¢$¢ doniesien naukowych wskazuje jedynie jej znaczenie jako substancji
o charakterze prewencyjnym w czerniaku zwlaszcza u 0s6b z cukrzyca typu II. Prowadzone do

tej pory badania wskazuja, ze stosujgc metforming u pacjentéw z cukrzycg typu II wykazato
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nizsze ryzyko zachorowalno$ci na raka i rownocze$nie nizsza $miertelnos¢. Wskazuje to
konieczno$é prowadzenia dalszych badan nad mozliwymi mechanizmami w tym zakresie.
Zatem przedstawiona do oceny praca wpisuje si¢ w trendy $wiatowe badan nad szerokim
zastosowaniem metforminy i zrozumieniem jej mechanizméw dziatania.

Oceniana praca doktorska ma uklad typowy dla tego rodzaju prac. Tres¢ rozprawy
doktorskiej przedstawiona jest na 104 stronach maszynopisu, zawiera 40 rycin oraz 1 tabelg.
Pi$miennictwo zawiera 253 trafhie dobrane pozycje literaturowe. Dobrane sa one W sposéb
przemys$lany i tematycznie zwigzany z mysla przewodnig dysertacji. Nalezy podkreslic,
ze w dobie ogélnoswiatowego trendu zwigzanego z korzystaniem z zasobow internetu i réznego
pochodzenia stron internetowych Doktorant opierat si¢ przede wszystkim na sprawdzonych
i rzetelnych zrédtach jakimi sa publikacje naukowe i pozycje ksiazkowe.

Dysertacja kolejno zawiera strone tytutowa, dedykacjg, spis tresci, zrodto finansowania
oraz indeks skrotow. Nastepnie Doktorant przedstawia czg¢$¢ teoretycznag pracy, ktéra ma postac
wstepu i przedstawiona jest na 15 stronach maszynopisu. Pan magister Rotkowski w tej czgsci
pracy w sposOb syntetyczny 1 konkretny odniost si¢ do mysli przewodniej pracy.
Scharakteryzowat pokrétce dane dotyczace epidemiologii wystepowania czerniaka skoéry oraz
przytoczyl podstawowe informacji dotyczace metforminy. Warto podkresli¢ to, ze w tym
miejscu Doktorant odnosi si¢ bezposrednio do celu swojej pracy uzasadniajac na stronie 12
powdd podjecia sie tematyki badania substancji leczniczej stosowanej w cukrzycy jako
potencjalnego leku przeciwnowotworowego, ktérego dokladny mechanizm dziatania w tym
kierunku nie jest znany. W dalszej czesci teoretycznej Doktorant opisuje potencjalng role
poszczegolnych elementéw uktadow majgcych potencjalne znaczenie w mechanizmie dziatania
przeciwnowotworowego metforminy.

Cel Pracy zostal okreslony jako ocena poréwnawcza wplywu metforminy na procesy
apoptozy i autofagii w komorkach czerniaka (C32-melanoma) i fibroblastach ludzkiej skory.
Dodatkowo Doktorant zalozyt sprawdzenie hipotezy badawczej dotyczacej udzialu
PRODH/POX w mechanizmie autofagowego dziatania metforminy. Jest to spojne z czescig
teoretyczng pracy, a braki w wiedzy powszechnej zasygnalizowane na wstgpie zostaly przez
niego zebrane w 7 punktach. Swiadczy to pozytywnie o Doktorancie, ze po doglebnej analizie

literatury w sposob uporzadkowany jest w stanie zaplanowac prace badawcza.
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Czgs¢ doswiadezalna pracy podzielona jest na ,,Metody” oraz ,,Wyniki” i obejmuje 34
strony. Czeé¢ metodologiczna zostala przygotowana precyzyjnie i zawiera dokladne opisy
wykonywanych badan i analiz tgcznie z przyjeta procedurg wykonywania analiz statystycznych.
Jedynie to czego mi zabraklo to wyszczegdlnienie producentéw poszczegolnych odezynnikow,
ktore Doktorant uzywal w badaniach. W kolejnej czgsci dysertacji Doktorant przedstawia
wyniki zaplanowanych badan. Rozdzial podzielony jest na krétkie podrozdziaty odnoszace sig
do poszezegdlnych analiz, ktére przedstawione sa w postaci wykresow i kilku rycin z krétkim
komentarzem. W tym zakresie czuje pewien niedosyt, poniewaz wiedzac, ile Doktorant musia
wykona¢ pracy ten rozdzial moglby by¢ bardziej rozbudowany.

Calg analizg i interpretacje otrzymanych wynikéw Doktorant przedstawil w rozdziale
wDyskusja”, gdzie otrzymane wyniki odniést do doniesien literaturowych z danego obszaru.
Nalezy przy tym zwréci¢ uwage, ze wnioski sa formulowane prawidlowo, a dyskusja
przeprowadzona zostala w sposob ciekawy i przedstawiajgcy wszystkie aspekty mechanizméw
zwigzanych z metforming pod katem dziatania przeciwnowotworowego.

Whioski Pana mgr farm. Karola Rolkowskiego sa zwiezte i konkretne, co jest
zdecydowanie zaleta i podkresla jego analityczny umyst. Nalezy réwniez jednoznacznie
stwierdzi¢, ze wnioski przedstawione przez Doktoranta zdecydowanie moga wplyna¢ na
opracowanie nowych standarddow w leczeniu czerniaka. Doktorant wykazal przy tym,
ze w porownaniu do komorek fibroblastow ludzkiej skory, metformina jest w wigkszym stopniu
cytotoksyczna w stosunku do komoérek nowotworowych. Niezwykle istotne jest to,
ze w stosunku do linii komérek nowotworowych okreslono zdolnos¢ hamowania przez
metforming biosyntezy DNA. Jednocze$nie Doktorant udowodnil, ze w komoérkach czerniaka
metformina powoduje wzrost ilosci komérek w fazie sub-G1 przy jednoczesnym zmniejszeniu
ilosci komoérek w fazie G1. Przy czym substancja ta nasila ekspresje bialek apoptotycznych oraz
autofagowych. Istotne jest to, ze w fibroblastach zjawiska te nie wystepuja. Dodatkowo zostata
zweryfikowana hipoteza badawcza dotyczaca udziatu PRODH/POX w mechanizmie
autofagowego dzialania metforminy. Finalnie mgr Karol Rotkowski wykazal, ze metformina
indukuje PRODH/POX-zalezng apoptoz¢/autofagie w komorkach czerniaka poprzez
generowanie reaktywnych form tlenu. Analizujac podjeta tematyke cheiatbym poprosié
Doktoranta o przedstawienie swojego zdania dotyczacego potencjalnego zastosowania

metforminy  (leku powszechnie stosowanego w leczeniu cukrzycy) jako leku
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przeciwnowotworowego. Co nalezatoby zrobi¢ i jakie jeszcze wykonaé badania, aby mozna
bylo w dokumentacji rejestracyjnej poszerzy¢ wskazania terapeutyczne. Czy jest mozliwe aby
tak skrajne kierunki dzialania metforminy (cukrzyca i choroba nowotworowa) mogty by by¢

podstawg zarejestrowania jej jako jeden preparat o dwoch wskazaniach terapeutycznych?

Podsumowujac, rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. z 2021 r., poz. 478 ze zm.).
Dysertacja przygotowana jest starannie bez wigkszych bledéw i uchybien edytorskich.
Doktorant prawidtowo zaplanowal badania i je przeprowadzil. Dyskusja jest przygotowana
starannie co wskazuje na duze umiejetnosci Doktoranta w analizie danych i korelowania ich
z doniesieniami literaturowymi. Natomiast zakres badan wskazuje na duze umiejetnosci
praktyczne Doktoranta i opanowanie przez niego szerokiego warsztatu technicznego. Tym
samym wnosz¢ do Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku o dopuszczenie magistra farmacji Karola Rotkowskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki

farmaceutyczne.




