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Ocena rozprawy doktorskiej Pana mgr. Kamila Rafata Wartalskiego pt. "Domniemane
komérki macierzyste izolowane z jajnika niedojrzatej ptciowo $wini - ich charakterystyka
oraz ocena motliwosci transformacji nowotworowej"

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Kamila Rafata
Wartalskiego zostata wykonana w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badan
Biomedycznych Wydziatu Biologii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie, pod kierunkiem
Pani dr hab. Matgorzaty Dudy, prof. U). Przeprowadzone badania zrealizowano w ramach
Grantu Preludium 11 nr UMO-2016/21/N/NZ9/01205, ktérego Doktorant byt kierownikiem
oraz Grantu OPUS 5 nr UMO-2013/09/8/NZ9/00226, kierowanego przez Promotora i trzech
grantéw DSC, przeznaczonych na zadania stuzgce rozwojowi mtodych naukowcéw oraz
uczestnikow studidéw doktoranckich na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UJ. Doktorant byt
kierownikiem tych grantow.

W ostatnich latach udowodniono, ze w jajniku dorostych samic wystepujq tzw.
doroste, domniemane komérki macierzyste (PSC). W warunkach fizjologicznych komorki te
mogg stuzyé do regeneracji narzadu a takze mie¢ zdoinos¢ do réznicowania si¢ w rézne linie
komérkowe. Jednakie, w warunkach patologicznych, moga wykazywaé tendencje do
niekontrolowanego wzrostu, przyczyniajagc si¢ do rozwoju nowotwordéw. Odkrycie takich
komodrek w jajniku dorostej samicy, ktéry jeszcze do niedawna byt uwaiany za narzad
sktadajacy sie z komodrek juz w petni zréznicowanych, uzasadnia potrzebe prowadzenia
badah w celu poznania rzeczywistego potencjatu tych komoérek, Skiania to réwniez do
poszukiwania metod izolacji i hodowli in vitro takich komérek w celu ewentualnego, ale
przede wszystkim bezpiecznego ich zastosowania w medycynie regeneracyjnej. Wykonane,
w ramach ocenianej rozprawy, badania sg réwniez préba zmierzenia si¢ z wciaz niejasng i
nieujednolicong charakterystyka fenotypowa populacji komorek macierzystych, okreslanych
jako domniemane komorki macierzyste, pochodzace z jajnikéw niedojrzatych ptciowo loszek.
Biorac pod uwage powyisze dane, nalezy uzna¢, ze podjgty w ramach rozprawy doktorskiej
temat jest bardzo interesujacy.

Gtéwnym celem rozprawy bylo zbadanie czy w jajniku niedojrzatych ptciowo loszek
wystepuja multipotencjalne, domniemane komdrki macierzyste, majgce zdolnos¢ do
réznicowania sie in vitro w komoérki uktadu nerwowego | komérki sroédblonka naczyn, ale



mogace réwniez podlega¢ transformacji nowotworowej w obecnosci steroidéw
anabolicznych. W celu weryfikacji postawionych hipotez Doktorant podjat sig realizacji
dwéch gtéwnych zadah badawczych. W zadaniu pierwszym, w celu przeprowadzenia
charakterystyki PSCs, wyizolowanych z kory jajnika niedojrzatych ptciowo $win, Doktorant
dokonat analizy ekspresji markeréw pluripotencji i multipotencji, w tym markeréw
charakterystycznych dla mezenchymalnych komérek macierzystych. Badal réwniez
plastycznoéé¢ uzyskanych komérek PSCs i wykazat mozliwo$¢ ich réinicowania w komorki
uktadu nerwowego i komérki érédbtonka naczyf. Stwierdzam, ze Doktorant prawidiowo i
klarownie uzasadnit celowo$é¢ podjetych badarh oraz wybrat wiasciwe metody badawcze,
ktére pozwolily na zweryfikowanie postawionych hipotez.

Rozprawa sktada sie z rozdziatéw charakterystycznych dla tego typu prac. We
Wstepie rozprawy Doktorant zawart przekonujace dane i przestanki, ktére sktonity Autora do
podjecia badan. Dokonat tez przegladu pismiennictwa, dotyczacego aktualnego stanu
wiedzy, obejmujacego charakterystyke komérek macierzystych oraz metody ich
pozyskiwania, opisat markery pluripotencji i multipotencji dorostych komérek macierzystych
jajnika i nowotworowych komdrek macierzystych, a takie mozliwosci réznicowania
domniemanych komérek macierzystych w komérki uktadu nerwowego i komérki srédbtonka.
W rozdziale tym Autor przedstawit takze wiedze o roli androgenéw w uktadzie rozrodczym
samicy oraz dane o mozliwych konsekwencjach dziatania zwigzkéw endokrynnie aktywnych i
steroidéw anabolicznych. Substancje takie mogq zaburzaé prawidtowe procesy fizjologiczne
w organizmie i przyczyniad sie do wystapienia zmian nowotworowych. Wstep pracy dowodzi,
iz Doktorant dobrze opanowat umiejetno$¢ dokonywania selekcji oraz analizy wiedzy z
zakresu badanych probiemoéw.

W rozdziale Materiat i Metody Doktorant skrupulatnie przedstawit wykorzystywane
metody badawcze. Dokonat precyzyjnych opiséw wykonanych czynnosci laboratoryjnych i
dodatkowo przedstawit schematy, ktore obrazujy przeprowadzone procedury. Opisy
stosowanych przez Autora metod pozwalaja na ich wierne odtworzenie. Jednakie
zauwaiylam w tej czesci rozprawy kilka niedcistosci, np. str. 68 podrozdz. 3.4.6. Detekcja
(czego?), btone (jaka?) inkubowano w odczynniku (jakim?) lub np. opis podrozdziatu 3.4.7.,
str. 69 — ,Usuwanie zwigzanych z bfong przeciwciat”.

Rozdziat Wyniki, na podkreslenie zastuguje klarowny i rzetelny opis uzyskanych
wynikéw. Rozdziat Dyskusja, jest napisany w logiczny sposdb, umotzliwiajacy czytelnikowi
ustosunkowanie si¢ do uzyskanych przez Autora wynikéw. Uktad Dyskusji, ktéra sktada sie z
podrozdziatéw, odzwierciedlajacych kolejne cele badawcze | zadania badawcze, znacznie
utatwia $ledzenie poruszanych zagadnier. Uwzglednione sg tutaj interesujace rozwazania,
dotyczace wszystkich cech komdrek macierzystych, badanych przez Doktoranta. Autor

dokonat wyczerpujacej analizy fenotypu PSCs izolowanych z kory jajnika, w tym ich
morfologii podczas hodowli in vitro, wystepowania markeréw pluripotencji i multipotencji,
roinicowania PSCs w kierunku komérek uktadu nerwowego, a nastepnie w kierunku
komérek $rédblonka naczyri, wplywu steroidéw anabolicznych na zmiane fenotypu PSCs i
obecnosci receptora androgenowego w PSCs, a takie wplywu steroidéw anabolicznych na
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proliferacje PSCs i ich fenotyp. Koricowym rozdziatem dysertacji jest Podsumowanie
uzyskanych wynikéw oraz Wnioski. W ocenianej rozprawie Autor przedstawit rowniez
Streszczenie, w jezyku polskim i angielskim oraz Bibliografie, na ktérg ztozylo sie 256 pozyciji
pismiennictwa.

Przeprowadzone eksperymenty wymagaly od Doktoranta ogromnego naktadu pracy.
Jak wspomniano, na podkreslenie zastuguje fakt, iz wszystkie zastosowane w badaniach
metody opisano precyzyjnie i prawidtowo, a Doktorant zapewnit stosowne kontrole
prowadzonych analiz. Moizna by jednak uwzgledni¢ uzasadnienie dla zastosowanej metody
izolacji komorek 2z wykorzystaniem trawienia enzymatycznego. Proszg zatem O
ustosunkowanie sie do ewentualnego problemu zwiazanego z przezywalnoscia komorek po
zastosowaniu metody ich izolacji z kory jajnika za pomoca trawienia enzymatycznego, a takze
przezywalnosci komérek podczas diugotrwatej, trwajacej 14 dni, hodowli in vitro. Czy zatem
rozwazono zastosowanie innej metody izolacji komérek, np. metody fragment seeding, ktora
nie wymaga stosowania enzymow ?

Charakterystyka fenotypowa uzyskanych komérek PSC SSEA-4+ wykazata ekspresje
markeréw multipotencjalnych, mezenchymalnych komérek macierzystych i brak specyficznej
ekspresiji kluczowych markeréw pluripotencji. W badaniach wykorzystano jajniki pochodzace
od niedojrzatych piciowo samic, u ktérych wystepuje bardzo duza rezerwa jajnikowa
(pecherzykowa), warunkujaca ogromny i tak naprawde, nigdy w Zyciu osobniczym samicy po
osiagnieciu dojrzatosci ptciowej, nie wykorzystany potencjat rozrodczy. Oczywiscie wiadomo,
7e wraz z wiekiem samicy rezerwa jajnikowa znacznie maleje, co skutkuje obnizeniem
potencjatu rozrodczego starszych samic. Wykazano réwniez odwrotng zaleznos¢ miedzy
wiekiem kobiety, a ekspresjg genéw kodujacych synteze markeréw pluripotenciji i markeréw
mezenchymalnych komérek macierzystych, a takze potencjatem do dyferencjacji tych
komérek. Moizna zatem zatozyé, ze jajniki samic miodych sg lepszym Zrédtem komorek
macierzystych. Czy jednak mozna by réwniez zalozy¢, ze jajniki samic tuz po osiggnigciu
dojrzatoéci ptciowej bylyby lepszym, bogatszym a przede wszystkim bezpieczniejszym
srédtem komorek macierzystych wykazujacych wyzszy potencjat do dyferencjacji niz komorki
wyizolowane z jajnikéw samic niedojrzatych piciowo? Warto réwniez rozwazyé, czy i w jaki
sposob, w opinii Doktoranta, obecnos¢ w hodowli in vitro oocytow, np. dojrzatych lub
podczas wznawiania przez nie mejozy, moze determinowaé¢ fenotyp i zdolno$é¢ do
dyferencjacji komérek PSC wystepujacych w jajniku? Wykazano przeciez, ze oocyty ssakéw
maja fascynujaca zdolno$é do przeprogramowywania komérek, w tym réwniez komérek
somatycznych. Czy zatem wspéthodowla komérek PSC z oocytami nie pozwolitaby na
"odkrycie" rzeczywistych mozliwosci tych komdrek? Prosz¢ Doktoranta o wyrazenie wiasnej
opinii na ten temat i ustosunkowanie sie do powyiszych rozwazan.

Wysoko oceniam interpretacje wynikéow wiasnych, dotyczacych wplywu steroidéw
anabolicznych, o potencjalnym dziataniu rakotwérczym, na fenotyp PSCs. Doktorant wykazat,
ze boldenon i nandrolon zwigkszajg ekspresje CD44 i CD133 w PSCs, ktére bardzo tatwo
réznicuja sie w srodbtonek naczyn. To bardzo interesujace odkrycie wskazuje na potencjalng
role badanych komérek w inicjowaniu rozwoju naczyn krwiono$nych, réwniez podczas



procesu nowotworzenia w jajniku. Zwazywszy, ze PSCs posiadajg AR, a wiec maja zdolnos¢
do reakcji na dziatanie androgendw - czy i w jaki sposdb inne produkowane w jajniku i macicy
endogenne hormony steroidowe, gtéwnie np. estrogeny i progesteron, mogq warunkowa¢
fenotyp i wiasciwosci badanych komérek? Czy komérki PSCs izolowane od samic dojrzatych
ptciowo, np. tuz po osiagnigciu przez nie dojrzatosci piciowej, nie wykazywalyby wigkszej
zdolnosci do bezpiecznego réznicowania sie?

Przedstawiona do oceny praca jest bardzo interesujaca nie tylko z powodu duzej
aktualnosci podjetej tematyki dotyczacej zagadnied zwigzanych z potencjainym
zastosowaniem komérek macierzystych, okreslanych jako domniemane komdrki macierzyste
(PSCs), ale réwniez z powodu wykazania, ze pod wptywem steroidéw anabolicznych komérki
te moga by¢ kierowane na droge kancerogenezy. W rozprawie stawiane s3 pytania i
otwierane sq nowe moiliwosci poszukiwania komérek, ktére moglyby réinicowaé sie w
wiele typéw innych komérek, powalajagc na ich bezpieczne wykorzystanie w medycynie
regeneracyjnej. Doktorant wykazat sie dobrym przygotowaniem do interpretacji uzyskanych
wynikOw oraz umiejgtnoscia prowadzenia rzeczowej dyskusji. Dyskusja jest inspirujaca,
wielowgtkowa i ciekawa z powodu trafnych spostrzezen i bogactwa odniesienr do najnowszej
literatury. Te czes¢ pracy oceniam wysoko. Podsumowujac, przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska dostarczyta wielu interesujacych danych. Wprawdzie Doktorant nie
unikngt drobnych btedéw 1 niedociagnieé, jednak zwaiywszy na rodzaj i zakres
przeprowadzonych badan, ktére swiadcza o ogromnym wkiadzie pracy Doktoranta - nalezy
je usprawiedliwi€.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. "Domniemane komérki macierzyste
izolowane z jajnika niedojrzatej piciowo $wini - ich charakterystyka oraz ocena mozliwoéci
transformacji nowotworowej" autorstwa Pana mgr. Kamila Rafata Wartalskiego spetnia
wszystkie wymagania okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595 ze zm.) stawiane
pracom doktorskim. W zwigzku z powyiszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Jagielloiiskiego w Krakowie z wnioskiem o dopuszczenie Pana
mgr. Kamila Rafata Wartalskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Prosze réwniei
o rozwazenie mozliwosci wyrdznienia pracy stosowang nagrodj.
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