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i Wartos¢ naukowa rozprawy

a. Oryginalnos¢ badan (25-200 stow):

Proces rozwoju/wzrostu organizmu, ciggta wymiana komérek w trakcie zycia osobniczego, procesy
naprawcze uszkodzonych tkanek i organéw, ale takze procesy patologiczne zwigzane 2
nowotworzeniem sa $ciSle potaczone 2 obecnoscia komérek macierzystych. Pomimo bardzo
intensywnych i szeroko zakrojonych badan wykazujgcych obecnoéé komérek macierzystych we
wszystkich narzadach ich identyfikacja, lokalizacja tkankowa a przede wszystkim molekularne
podstawy ich funkcji fizjologicznych a takze transformacji  do nowotworowych komdrek
macierzystych pozostaja niezdefiniowane. W tym kontekscie przedstawiona mi do recenzji praca
doktorska Pana mgr Kamila Wartalskiego wpisuje sie w nurt badar nad komérkami macierzystymi
jajnika oraz ich potencjalnym udziatem w nowotworzeniu, Jakkolwiek izolacja oraz analiza
réznicowalnosci PSCs (ang: putative stem cells; domniemane komorki macierzyste) jajnika byta
badana przez inne grupy naukowe to oryginalnos¢ zawartych w rozprawie badarn dotyczy przede
wszystkim potencjalnego udziatu PSCs w transformacji nowotworowej. Na szczegdlng uwage
zastuguje nowatorski aspekt badan dotyczacy udziatu steroidow anabolicznych w transformacji
nowotworowej PSCs janika do CSCs (ang: cancer stem cells; nowotworowe komdrki macierzyste).
Pomimo postepu medycyny, zastosowaniu precyzyjnych technik chirurgicznych i nowoczesnych
lekéw cytostatycznych, wyniki leczenia 53 nadal niezadowalajace, a rak jajnika jest jedna z giéwnych

doktorska nie tylko skupia si¢ na badaniach podstawowych w obszarze biologii komérek
macierzystych, ale réwnie? bada potencjalny udziat steroidéw anabolicznych w procesie
nowotworzenia co w przysztoéci moze przetozyc sie na dalsza droge kariery naukowej Doktoranta.

b. Warto$¢ naukowa rozd ziatéw/artykutéw (25-200 stéw):

Przedstawiona praca doktorska zachowuje typowy dla rozpraw doktorskich ukfad.

Wstep, podzielony na podrozdziaty, w sposéb bardzo jasny, czytelny i informatywny przedstawia
poditoze prezentowanej pracy doktorskiej w aspekcie: komérek macierzystych, komdrek
macierzystych jajnika, w tym macierzystych komérek nowotworowych, roli androgenéw w #eriskim
uktadzie rozrodczym oraz zwigzkéw hormonalnie czynnych (steroidy anaboliczne), ktére podawane
jako substancje dopingowe, ale réwniez spozywane w miesie z hodowli przemystowych, moga
zwiekszac ryzyko nowotworzenia. Ponadto uzasadnia réwniez wybér éwini jako modelu badawczego.




Hipotezy, cele i zadania badawcze, stanowig jeden, bardzo rozbudowany rozdziat.

Materiaty i metody, w sposéb bardzo doktadny i wyczerpujacy zostaly opisane procedury
eksperymentalne zastosowane w pracy.

Wyniki, zaprezentowane zgodnie z postawionymi zadaniami badawczymi, zostaly zobrazowane w
postaci 34 tablic, na ktére sktadajg sie: fotografie z mikroskopu $wietlnego (obrazowanie hodowli
komérkowych) i fluorescencyjnego (obrazowanie wynikow reacji immunohistologicznych), wyniki
analiz ekspresji genéw oraz biatek, analizy aktywnosci kanatéw jonowych patch clamp, oraz obraz
modelowania 3D w kontekscie tworzenia naczyn.

Dyskusja, podzielona na trzy giéwne podrozdziaty odpowiadajace postawionym na wstepie pracy
trzem hipotezom stanowi 19-stronicowa czes¢ pracy, w ktorej Doktorant krytycznie i ostroznie ocenia
uzyskane wyniki na tle danych literaturowych. Ostatni podrozdziat dyskusji stanowi podsumowanie.
Whioski sformutowane w postaci czterech punktéw w sposéb adekwatny do uzyskanych wynikow
przedstawiajg osiggniecia pracy doktorskiej.

Rozprawe koriczy Streszczenie pracy przedstawione zaréwno w jgzyku polskim jak i angielskim oraz
bibliografia obejmujaca wyczerpujacq liczbe 256 pozycji literatury.

2. Wartosé merytoryczna rozprawy

(umiejetnos¢ wprowadzenia w tematyke badawczq i jasnosé sformufowanych hipotez
badawczych, dobér metod badawczych i narzedzi statystycznych do analizy danych, sposéb
przedstawienia wynikow, krytyczna analiza wynikéw i umiejetnosc ich interpretacji na tle
literatury przedmiotu, jasnos¢ i poprawnosc¢ wnioskéw) (25-200 stow):

Wstep pracy rozpoczyna sie wprowadzeniem zawierajacym logicznie usytematyzowany tok narragcji
odpowiadajgcy przebiegowi badan. Nastepujgce podrozdziaty wstepu wprowadzajg w tematyke
badawcza, umozliwiajgc zapoznanie sie z danymi literaturowymi w prezentownym obszarze.
Hipotezy, cele i zadania badawcze zostaly jasno sformutowane i stanowia jeden stosunkowo
rozbudowany rozdziat. Doktorant w Sposob wyczerpujacy i skrupulatny opisuje metody badawcze,
ktore zostaly dobrane w sposob adekwatny do postawionych zadar.

Wyniki zaprezentowano w usystematyzowany spos6b. Wyizolowane z kory jajnika dwie populacje
PSCs: SSEA-4- i CD34-pozytywnych komérek zostaly scharakteryzowane fenotypowo. Doktorant
Przeprowadzit analize ekspresji markeréw pluripotencjalnosci i multipotenacjalnosci tych komérek na
poziomie ekspresji wybranych genow i biatek. Wynik kazdej z Prezentowanych analiz zostat

i biatek), co pozwolito Doktorantowi na krytyczne ustosunkowanie sig do uzyskanych wynikow i
prawidtowy wybér jednej populacji komérek PSCs jajnika, komérek SSEA-4- pozytywnych, do dalszych
badari. Analizy réznicowalnoéci komdrek SSEA-4- pozytywnych do komérek uktadu nerwowego i
komérek srédbtonka zostat przeprowadzony w sposéb wyczerpujacy z zastosowaniem typowych
metod jak analizy genéw i biatek markerowych oraz metod specyficznych. W przypadku




W 19-sto stronicowym rozdziale Dyskusja Doktorant krytycznie i ostroznie ocenia uzyskane wyniki na
tle danych literaturowych. Na uwage zastuguje umiejetnosc interpretacji wynikéw wtasnych w
poréwnaniu do wynikdw dostepnych w szeroko cytowanej przez Doktoranta literaturze przedmiotu a
uzyskanych na innych, czasem bardzo odlegtych modelach zwierzecych. Ponadto dobér
pismiennictwa zaréwno w obszarze komérek macierzystych jak i wptywu steroidéw anabolicznych
oraz umiejetnos¢ powiazania ich z wynikami wiasnymi i na tej podstawie wysnutymi wnioskami
Swiadczy o pracowitosci, skrupulatnosci i dojrzatoéci Doktoranta. Whioski zostaly sformutowane w
sposob jasny, poprawny i krytyczny.

3. Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

(ukfad pracy, jasnosé stylu, szata graficzna itp.) (25-200 stéw):

Przedstawiona praca doktorska liczy 187 stron i zachowuje typowy dla rozpraw doktorskich ukfad.
Rozprawa rozpoczyna sig¢ wykazem wybranych skrétéw i akroniméw. Wstep liczy 27 stron i zawiera 7
rysunkéw. Hipotezy, cele i zadania badawcze pracy stanowig 4 strony, a nastepujacy bezposrednio po
nich rozdziat Materiaty i metody obejmuje 52 strony i zawiera 3 rysunki oraz 7 tabel. Rozdziat Wyniki
liczy 49 stron, na ktérych umieszczono 34 tablice. Dyskusja obejmuje 19 stron, po ktérej nastepuja
Whioski stanowigce 1 strong. W rozprawie umieszczono réwniez streszczenie w jezyku polskim i
angielskim. Zamykajaca rozprawe bibliografia ujeta jest na 28 stronach i obejmuje 256 pozycji
pismiennictwa. Przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia wszelkie wymogi formalne rozprawy
doktorskiej.

4, Uwagi krytyczne

Wstep

a). Pomimo bardzo dobrze napisanego wstepu po kazdym rozdziale (a przynajmniej po tych
rozdziatach, ktére bezpoérednio dotycza pracy doktorskiej) brakuje naprowadzenia czytelnika na
potrzebe przeprowadzenia badar ujgtych w pracy doktorskiej i wskazanie, ze takich badari nie ma w
dostepnej literaturze. Wowczas przejscie od wstepu do rozdziatu Hipotezy, cele i zadania badawcze
bytoby bardziej ptynne i jednoznacznie uzasadniato postawienie tych wiasnie hipotez.

b). Odkrycie komérek macierzystych i nadanie im nazwy ,stem cells” jest przypisywane badaczom
rosyjskim: Alexandrowi Maximov i jego nastepcy Alexandrowi Friedenstein. Nazwa stem cells zostata
wprowadzona przez Aleksandra Maximov w 1908 roku.

c). Doktorant charakteryzujac komérki macierzyste ze wzgledu na ich lokalizacje tkankowa powotuje
si¢ na prace kontynuatoréw, a nie odkrywcow. Mysle, ze w pracy doktorskiej jako pierwszej pracy na
drodze naukowej wskazane jest odwotanie si¢ do pierwszych odkrywcow zjawiska (w tym przypadku
np. komérek macierzystych tkanki ttuszczowej czy komérek macierzystych skéry), a nastepnie
Cytowanie badaczy, ktdrzy te badania kontynuowali.

I tak na przyktad pierwsza praca dotyczaca komérek macierzystych tkanki tluszczowej zostata
opublikowana w 2001 roku:

Multilineage cells from human adipose tissue: implications for cell-based therapies.

Zuk PA, Zhu M, Mizuno H, Huang J, Futrell JW, Katz AJ, Benhaim P, Lorenz HP, Hedrick MH

Tissue Eng. 2001 Apr; 7(2):211-28.

Podobnie wykazanie obecnosci markera CD44 w komérkach MSCs bylo stwierdzone duzo wczesniej
niz w roku 2012.

d). Kontrowersyjne jest stwierdzenie, ze »Przytoczone ograniczenia uniemozliwiaja hodowle ASCs na
duzg skale i powszechne zastosowanie”. Jakkolwiek brak specyficznych markeréw komérek
macierzystych uniemozliwia ich jednoznacza identyfikacje to zastosowanie np. komérek ASCs jest
Ogromne i w obecnej pandemii otyfosci dostep do nich oraz tatwo$¢ hodowli pozwalajg na hodowle




na duzg skale. Ponadto coroczne, odbywajace sig od 2003 roku konferencje IFATS (International
Federation of Adipose Therapeutics and Science), w ktérych uczestnicza zaréwno naukowcy jak i
lekarze stosujacy ASCs w terapiach, $wiadczy o skali Zjawiska.

Hipotezy, cele i zadania badawcze.

Doktorant w swojej pracy postanowit zweryfikowac trzy hipotezy badawcze. Hipoteza pierwsza
zaktada wystepowanie w jajnikach niedojrzatych piciowo loszek komérek PSCs o charakterze
mezenchymalnym, co generalnie wskazuje na ich mozliwoé¢ réznicowania sie do linii pochodzenia
mezodermalnego: miocytéw, adipocytow, chondrocytéw, osteocytéw. Jednoczeénie hipoteza druga
zaprzecza w pewien sposob hipotezie pierwsze; zaktadajac, iz PSCs réznicuja sie do komérek
pochodzenia ektodermalnego (neurony) czyli s zdolne do przekroczenia bariery swojego
pochodzenia (mezodermalnego) lub tez stanowig mieszaning komérek macierzystych. Uwazam, ze
bytoby wskazane ograniczenie hipotezy pierwszej do: ,W jajniku niedojrzatych piciowo éwin
wystepuja multipotencjalne PSCs”. Ponadto tak postawiona hipoteza w pewien sposéb uzasadnia
brak podjecia przez Doktoranta zbadania réznicowalnoéci PSCs to typowych linii mezodermalnych.
Hipoteza trzecia jest samodzielna i bardzo dobrze postawiong hipoteza.

Cele i zadania badawcze stanowig jeden bardzo rozbudowany rozdziat. Uwazam, ze nastepujacy po
kazdym zadaniu badawczym bardzo obszerny opis stosowanych metod nalezatoby umiejscowi¢ w
rozdziale Materiaty i Metody.

Wyniki:

a). Obszernie i bardzo szczegtowo opisane wyniki mozna by przedstawi¢ w formie bardziej
skondensowanej, ufatwiajacej poréwnania pomiedzy populacjami komérek, a ekspresja badanych w
nich markeréw np. Tabele X, X1 i XII powinny by¢ zestawione w jednej tabeli. Podobnie tabele XV,
XIXi XX, a takze tabele XXIV i XXV oraz tabele XXXIIl i XXXIV.

b). Zastanawiajgce jest dlaczego Doktorant w swoich badaniach jako kontroli pozytywnej dla
obecnosci markerow pluripotencji uzyt "kory jajnika stanowigcej rodzaj kontroli pozytywnej”, a nie
zastosowat oczywistej kontroli pozytywnej , porcine ovarian embryonic stem cells obtained from the
foetal - 50 days post coitum ovaries; OESCs”, ktora zostata juz przez Doktoranta uzyta w
opublikowanej pracy: Wartalski et al., 2016.

c). Wydaje sie rowniez dyskusyjnym zastosowanie skory jako kontroli negatywnej ttumaczac to
faktem obecnosci w skérze przede wszystkim komdrek zréznicowanych. Mysle, ze duza grupa
naukowcow miedzy innymi: Elaine Fuchs, Fiona Watt, Justyna Drukata nie zgodzityby sie z
Doktorantem. Ponadto wyszukiwarka PUBMED pod hastem ,skin stem cells” przynosi ponad 10
tysiecy publikacji.

d). Dezorientujacym jest umieszczenie dwéch tablic: VIl i IX, ktére wydaja sie Przynajmniej w czesci
przedstawiac te same wyniki.

e). Tablica XVI zawiera stwierdzenie iz: »kontrole pozytywna dla nestyny, jaka stanowit lizat komérek,
ktory jg zawierat”. Wiasciwym bytoby podanie jakie s3 to komérki.

f). Celowym réwniez bytoby zastosowanie dodatkowych analiz na przyktad cytometrii przeplywowe;j,
ktéra pozwolitaby nie tylko na dodatkowg charakterystyke PSCs ale takie na oszacowanie
czystosci/jednorodnosci populacji komérek wyizolowanych metoda nanokulek magnetycznych.

S Ocena koricowa (uzasadnienie 25-200 stow):

Rozprawe doktorska autorstwa Pana mgr Kamila Wartalskiego oceniam pozytywnie zaréwno pod
wzgledem merytorycznym jak i edytorskim. Na szczegéine podkreélenie zastuguje systematyczna,
logiczna i krytyczna analiza uzyskanych wynikéw oraz konstruktywne wnioski. Uzyskane wyniki
stanowig wartosciowy dorobek uzyskany przez Doktoranta. Uwage zwracajg przede wszystkim wyniki
dotyczace potencjalnego udziatu steroidéw anabolicznych w transformacji nowotworowej PSCs
jajnika.  Mogg one wskazywaé na poczatek ciekawej drogi badawczej Doktoranta.




Pytania i watpliwosci oraz sugestie, ktére postawifam w niniejszej recenzji w zadnym stopniu nie
wplywajg na pozytywna ocene catej pracy, a mogg zosta¢ jak sadze zweryfikowane w kolejnych
badaniach Doktoranta.

Przedstawiona mi do oceny praca autorstwa Pana mgr Kamila Wartalskiego spetnia wszelkie wymogi
rozprawy doktorskiej. Wobec powyiszego wnosze o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Ja, nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pana mgr Kamila Rafata
Wartalskiego spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z péin.
zmianami) I wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Jagiellofiskiego w
Krakowie o dopuszczenie Pana mgr Kamila Rafata Wartalskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

TAK
Ja, nizej podpisany wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
Uzasadnienie wniosku (25-200 stéw)
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data sporzadzenia recenz;ji odpis recenzenta

INFORMACIE DLA RECENZENTA:

1. Informacja o wymogach Rady jednostki dotyczaca konstrukcji rozprawy doktorskiej link do strony:
http://www.wb.uj.edu.pl/stopnie-tytuly/doktoraty

2. Po obronie rozprawy doktorskiej Komisja doktorska przedstawia Radzie jednostki organizacyjnej
przeprowadzajacej przewdd doktorski ocene publicznej obrony oraz projekt uchwaly w sprawie
nadania kandydatowi stopnia doktora.

3. Prosze o przestanie elektronicznej wersji recenzji na adres:
wydzial.biologii@uj.edu.pl
Rownoczesnie prosze przesta¢ podpisany oryginat recenzji na adres:

Dziekanat Wydziatu Biologii
Uniwersytet Jagielloriski

ul. Gronostajowa 7

30-387 Krakow




