UNIWERSYTET MIKOEAJA KOPERNIKA W TORUNIU
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Katedra Biofarmacji

85-089 Bydgoszcz, ul. dr. A. Jurasza 2, tel. (+48 52) 585-3900; fax: (+48 52) 585-3804
e-mail: adam.bucfnski@cm.umk.pl

Bydgoszcz, dnia 16 maja 2022 roku

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
mgr. farm. Karola Rétkowskiego
pt.': Wptyw metforminy na proces POX-za_Iez'nej apoptozy/autofagii w komdrkach
czerniaka 32 wykonanej pod kierunkiem prof. dr. hab. Jerzego Patki (promotorj oraz
dr llony OScitowskiej (promotor pqmocniCZy) w Zakladzie Chemii Lekow na Wydziale
Farmaceutycznym z Oddziatem Medycyny Laboratoryjne;j

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Czerniak to nowotwor ztodliwy atakujgcy skore, btony $luzowe 1 btony
naczyniowe gatki ocznej. W Polsce dochodzi do okoto 3100 zachorowan rocznie. Ten
nowotwér charakteryzuje sie bardzo wysokg dynamikai wzrostu zachorowalno$ci,
w ciggu ostatnich 30 lat liczba ta ulegta potrojeniu. Niestety, etiopatogeneza tej choroby
ni'e.zostana w petni poznana i brak jest skutecznej farmakoterapii. Szybka interwencja'
chirurgiczna jest obecnie jedyna skuteczng metodg leczenia. Niestety, zbyt czgsto sig
zdarza, ze pacjent trafia do lekarza w poézZniejszym stadium rozwoju choroby i na
skuteczne leczenie chirurgiczne jest juz za p6zno. Dlatego tez w wielu o$rodkach
badawczych na $wiecie trwajg badania nad farmakoterapia tej groznej choroby.
‘W ostatnim okresie w piSmiennictwie specjalistycznym pojawity sie doniesienia
o hamujacym wplywie metforminy na rozwdj tego nowotworu i wiasnie tej waznej,
aktualnej tematyki dotyka rozprawa doktorska mgr. farm. Karola Rétkowskiego.

Z duzym wiec zaciekawieniem siegnatem po przestany do oceny wydruk rozprawy.

_ Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma uklad pracy eksperymentalnej.
Wlasciwg czeéé rozprawy, obejmujacg 104 ponumerowane strony, rozpoczyna strona
- tytutowa oraz podzie;kowanié Doktoranta. Na dalszych dwéch stronach umieszczono
Spis tresci, -kolejna karta stanowi informacje o Zrddle finansowania, a nastepnie

przedstawiono czterostronicowy Wykaz stosowanych skrétow, ktore wystepuja w pracy.



Kolejne strony tekstu przeznaczono na Wstgp zapoznajgcy czytelnika
z tematyka, ktérej dotyczy rozprawa. Zaprezentowano w nim istotne informacje na
temat epidemiologii i charakterystyki czerniaka oraz wazne dane odnoszgce sig do
metforminy. Znaczny fragment tej czesci rozprawy zostat posSwiecony kin.azie'AMP
(AMPK) i j'ej roli w mechanizmie dziatania przeciwnowotworowego, roli dehydrogenazy
prolinowej/oksydazy prolinowej (PRODH/POX) w procesie autofagii i apoptozy oraz
charakterystyce wspomnianych proceséw. Cze$¢ teoretyczna zostata napisana tadnym
i przystepnym w odbiorze jezykiem, pozwalajac réwniez osobie, ktéra na co dzien nie
zajmuje sie ta specjalistyczng tematyka, na dobre wprowadzenie w zagadnienia, ktorym
po$wiecona jest rozprawa. Ta cze§¢ pracy zostata wsparta wiaéciwie dobranym
i wykorzystanym w tek$cie piSmiennictwem specjalistycznym, co jednoznacznie
$wiadczy o doktadnym rozeznaniu tematyki badawczej, ktorg zajmowat sie Doktorant
W swojej pracy.

Na kolejnej stronie tekstu przedstawiono Cel pracy, ktéry zaktadat: oceng wptywu
metforfniny na przeiywalnbéé komérek oraz biosynteze DNA w komérkach czerniaka
(C32) i w fibroblastach skory ludzkiej (CRL), a takze analize cyklu komorkowego
ocenianych linii komérkowych inkubowanych w obecnosci okreslonych stezen
metfbrminy, ocene ekspresji dehydrogenazy prolinowej/oksydazy prolinowej
(PRODH/POX) i kinazy AMP (AMPK) w komérkach C32 oraz w fibroblastach
- inkubowanych w 'ol{r'eélohych stezeniach metforminy, jak i oceng ekspresji niektorych
‘biatkowych marker6w autofagii i apoptozy w badanych liniach komérkowych. Ponadto,
Doktorant zaplanowat analize¢ wptywu metforminy na catkowita biosynteze biatka
i biosynteze; kolagenu, aktywno$¢ prolidazy i analize¢ zawartoSci wolnej proliny
w komérkach czerniaka oraz fibroblastéw skéry ludzkiej w obecnosci okreslonych
stezen metforminy. Ostatnim punktem tej cze;éci pracy jest analiza statystyczna
uzyskanych wynikow. -

Cel pracy zostat poprawnie zdefiniowany i przedstawiony w sposéb jasny. By cel
ten zrealizowaé¢ Doktorant musiat zaplanowaé i wykonaé¢ wiele specjalistycznych
i pracochtonnych pomiaréw. Z duzym wigc zainteresowaniem zapoznatem  si¢
-z dalszymi stronami tekstu, przechodzé;é do kolejnej czesci dysertacji, zatytutowanej
Metody. |

Odnajdziemy tam opis przygotowania hodowli komérkowych oraz informacje

o stosowanych metodach wraz z opisem warunkéw pomiaréw oraz informacje
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~ odnoszace si¢ do wykonanej analizy statystycznej. Do analizy tej odniose si¢ jeszcze
w dalszej czes’ti opinii. Nalezy zaznaézyé, ze metody i warunki pomiaréw sg odpowiednio
dobrane i nawiagzuja do celu pracy.

Wyniki to kolejny obszerny fragment tekstu, w ktérym na 32 rycinach mgr Karol
Rotkowski przedstawit efekty przeprowadzonych eksperymentow, ktore umiejetnie
opisal. Sposdb ich prezenfacji jest przejrzysty i logiczny, co utatwia ca}oécibwq analize
tekstu. W kolejnej czeéci rozprawy przedstawiona jest Dyskusja wynikéw, ktorg
Doktorant podpart starannie dobranym piS$miennictwem. Mozna tu dostrzec
umiejetnoéci mgr. Karola Rétkowskiego do krytycznej i wywazonej oceny szerokiego
zakresu wykonanych badan oraz uzyskanych danych. Spos6b przedstawienia dyskusji
' nie budzi watpliwosci co do dobrego przygotowaﬁia Doktoranta i Jego predyspozycji do
pracy naukowej, w tym do trafnego wyciagania wnioskéw, ktére przedstawit w siedmiu
punktach na kolejnej stronie, w czesci zatytutowanej Wnioski.

' Konkiuzje tam wysuniete s3 uzasadnione i maja odzwierciedlenie

w prze_prowadzonych eksperymentach. Wykonane badania wykazaty, ze metformina
~ obniza przezywalnos¢ bton komérkow_ych czerniaka i fibroblastéw, jednak silniejsze
oddziatywanie obserwowane jest w komoérkach nowotworowych. Wplywa réwniez
hamujaco na biosynteze DNA, zaréwno w komérkach €32 jak i fibroblastéw. Metformina
w komérkach czerniaka powoduje wzrost ilosci komoérek w fazie sub-G1 i jednocze$nie
zmniejsza ilo$¢ komoérek w fazie G1. W przypadku komoérek fibroblastow sytuacja
: przedstawia sie odwrotnie. Doktorant. zaobserwowat rowniez, ze pod wpltywem
‘metforminy w komérkach czerniaka nasila si¢ ekspresja biatek apoptotycznych
(aktywna forma kaspazy-9, kaspazy-3 oraz PARP) oraz autofagowych (Belkina-1 i Atg7),

natomiast zjawiska tego w przypadku fibroblastéw nie zaobserwowat. Przeprowadzone

badania Wykaza}y, ze pro-apoptotyczne dziatanie metforminy zachodzi przy udziale

~AMPK i PRODH/POX [me.tforminar nasila ich ekspresje). Efekt ten zostat zauwazony
w obydwu liniach komérkowych, jednak silniejszy efekt zaobserwowano w komérkach

nowotworowych. Doktorant wykazal réwniez, ze metformina indukuje PRODH/POX

zalezng apoptoze/autofagie w linii komérkowej C32 popriez generacje RTF, zapewnia

réwniez substrat (Pro) dla PRODH/POX zaleznej apoptozy poprzez hamowanie

‘biosyntezy kolagenu.
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Na dalszych stronach rozprawy odnajdziemy Wykaz rycin i tabel, zawierajacy
opisy 40 rycin i jednej tabeli Podobnie jak wspomniany juz wcze$niej wykaz
stosowanych skrétéw réwniez i ten wykaz utatwia analize tekstu.

Kolejny fragment dysertacji zatytutowany Zgoda Komisji Bioetycznej, zawiera
~informacje, ze z uwagi na fakt prowadzenia badan na wytgcznie komercyjnie dostepnych
liniach komdrkowych, zgoda tej komisji nie jest wymagana.

~ Dalsze strony tekstu zawierajg streszczenie w jezyku polskim i angielskim.
Trzeba podkreéli¢, ze cho¢ objetoSciowo ta czg$¢ maszynopisu stanowi niewielki
fragment catosci, to jednak jest bardzo wazna, bowiem czgsto to wtasnie od streszczenia
zalezy, czy czytelnik zechce si¢ zapoznac z catoScig dzieta. W przekonaniu recenzenta,

zadanie to zostato speinione.

Ostatnia cze$¢ rozprawy zajmuje Bibliografia liczaca 253 pozycje zrodiowe,
obejmujace lata 1952-2020, ze zdecydowang przewagg prac, ktore ukazaly sie po roku
2000. Wszystkie te pozycje, jak juz wspomniano wczesniej, zostaly umiejetnie dobrane
i uzyte w tekécie pracy. Swiadczy to o bardzo dobrym przygotowaniu teoretycznym
Doktoranta do badan prezentowanych w rozprawie i z pewnos$cig utatwito zrozumienie
zjawisk i proceséw, ktore Kandydat do stopnia naukowego doktora obserwowat podczas

wykonywanych eksperymentéw.

Nalezy przyznad, ze rozprawa, mimo ztozonej, specjalistycznej tematyki, zostata
napisana starannie. Jednakze, pomimo korekty autorskiej, w tek$cie pracy mozna
napotka¢ drobne btedy edytorskie. Z obowiazku recenzenckiego wymienie kilka z nich.
Na stronie 5, w Wykazie stosowanych skrétéw napisano ,GLUT-4 transporter glukozy-1”
a powinno by¢ ,GLUT-4 transporter glukozy-4". Na stronie 17, w wersie 23, jest:
,Przepuszcza sie, ze zwigzane to jest z modulacjg .." zamiast: LPrzypuszcza sie¢, ze
zwigzane to jest z modulacja .2 Strona 20, wers 15, zdanie ,,Aktywowane baitko Bid
(tBid) obniza zalezny od biatek Bax/Bak potencjat btony mitochondrianej.” powinno
brzmieé: ,Aktywowane biatko Bid (tBid) obniza zalezny od biatek Bax/Bak potencjat
btony mitochondrialnej.” Na stronie 61, wers 7 od dotu, jest: ... po 24- 1 48-godzinnej
inkubacji z metofrming...”, zamiast ,,... po 24- i 48-godzinnej inkubacji z metforminag...”.
Podobng literéwke napotkamy w przedostatnim wersie tej strony: ,... metofminy”

zamiast ,metforminy”.
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Wracajac do zrealizowanych badaf nalezy podkresli¢, ze zostaly one
'zaplanowane i wykonane prawidtowo. Jednak, analizujgc catos¢ dzieta, zabrakto mi
szczeg6low odnoszacych sie do analizy statystycznej. Doktorant w opisie wspomniat
o analizie wariancji i sprawdzaniu rozktadu normalnego, ale nie napotkatem informacji
" 0 ocenie wariangcji. Czy byta ona wykonana? Druga kwestia dotyczy prezentacji danych.
Prawie wszystkie wyniki badan zaprezentowano w formie wykresow i czujg lekki
niedosyt z powodu braku wynikéw stabelaryzowanych, w ktorych mozna odnalez¢ wiele
interesujacych, konkretnych danych liczbowych. Co zdecydowato o takiej formie

prezentacji wynikow?

Chce zaznaczy¢, Ze moje uwagi nie wplywaja negatywnie na catosciowg oceng
pracy, ktéra oceniam wysoko. Mam jednak nadziejg, ze przyblizenie tych szczegotow

stanie sie przyczynkiem do ciekawej dyskusji podczas publicznej obrony.

Po doktadnym zapoznaniu sig z cato$cig tekstu rozprawy stwierdzam, ze zostata
napisana prawidtowo, fadna polszczyzng i stanowi oryginalne osiggniecie mgr. farm.
" Karola Rétkowskiego, wnoszace nowe istotne dane do prezentowane; tematyki
badawczej. Nalezy zaznaczy¢ wazna i aktualng tematyke, ktorej dotyczy rozprawa. Cel
- badafi zostal jasno zdefiniowany, pomiary zostaty wiasciwie zaplanowane
i wykonane. _Dyékusja wynikéw jest wywazona, poparta wynikami eksperymentow
i aktualnym piémiennictwem, co jednoznacznie Swiadczy o bardzo dobrym
‘przygotoWaniu Kandydata ubiegajacego sie o stopien naukowy doktora w dyscyplinie

nauki farmaceutyczne.

Biorac pod uwagé; powyzsze stwi‘érdzam,r ze przedstawiona do oceny praca
doktorska, pt: Wptyw . metformmy nd proces POX-zaleznej apoptozy/autofagii
w komérkach czerniaka 32 spelnia ustawowe wymogi stawiane rozprawom na stopien
doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
farmaceutyczne, tym samym wnioskuje do Wysokiego Kolegium Nauk
' -Férmaceutycznych Uniwersytetti Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie

mgr. farm. Karola Rétkowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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pref. dr hab. Adam Buciriski
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