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rozprawy doktorskiej mgr Patryeji Tudrej
pt. ,Charakterystyka molekularna i funkcjonaina modelowych

linii komorkowych raka jajnika in vifro ”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Patrycji Tudrej zostala wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. n. med. Katarzyny Lisowskiej w Centrum Badah Translacyjnych i Biclogii
Molekularnej Nowotwordw Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie
w Gliwicach. Wykonane prace ekspervmentalne byly finansowane w ramach grantéw Narodowego
Centrum Nauki: HARMONIA 2012/04/M/NZ2/00133 oraz STRATEGMEDZ2/266766/17/NCBR/2135,
ktérych kierownikiem byta Pani prof. dr hab. n. med. Katarzyna Lisowska oraz dwoch projektow
stypendialnych dla doktorantow: ,,DokroRIS-Program Stvpendialny na rzecz innowacyjnego Slgska”
wspolfinansowanego przez Unig Europejskq oraz Studium Doktoranckiego Narodowego [nstynutu

Onkologii im. M. Sklodowskiej-Curie- Panstwowego Instyiutu Badawezego.

W ciggu ostatnich lat immunologia i immunoterapia nowotwordw, w tym raka jajnika (OC)
sa W centrum zainteresowania naukowcow na calym $wiecie. W szczegdlnosci gwaltowny rozwdj
technik biologii molekulamej, a zwiaszcza sekwencjonowania ludzkiego genomu czy genomu
nowotwordw tzw. (The Cancer Genom Atlas Project) doprowadzit do wykrycia réznic w genotypie
i immunofenotypie pomiedzy poszezegdlnymi typami histologicznymi nowotworow, w tym raka
jajnika. Wykazano, ze guzy diagnozowane jako rak jajnika sg heterogenna grupg nowotwordw, ktore
charakteryzuja sie odrebng histogeneza, odmiennym torem mutacyjnym oraz zroznicowanym

przebiegiem klinicznym.



Odkrycia te sa niezwykle cenne w  kontekscie postgpowania  klinicznego
i powinny byé uwzglednione w projektowaniu badafi nad biologia OC oraz przy poszukiwaniu

nowych celow terapeutycznych.

Modelem najczesciej wykorzystywanym w badaniach podstawowych i przedklinicznych
w raku jajnika sa linie komérkowe hodowane w warunkach in virro. Sa one skatalogowane w bazach
takich jak The Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) oraz The Cancer Genom Atlas (TCGA).
Jednakze, jak podkresla doktorantka w jednej z prac pogladowych pt. Characteristics of in vitro model
systems for ovarian cancer studies, Oncol. Clin. Pract. 2019,5:246-259. wiele stosowanych linii
komérkowych OC ma niestety niejasne lub blednie zdefiniowane pochodzenie histologiczne.
Wykonywane wspofezesnie analizy molekularne kwestionuja ich dotychczasowa klasyfikacje.
Spostrzezenie to jest szczegdlnie istoine w odniesieniu do najczesciej wykrywanego 1 najbardzie]
agresywnego typu surowiczego OC o niskim stopniu zréznicowania histologicznego (high-grade
serous ovarian carcinoma, HGSOC). Dlatego tez wykrycie wiarygodnego modelu HGSOC 1 jego
dokladne scharakteryzowanie jest niezwykle istotne dla wyboru postgpowania klinicznego jak 1

poszukiwania nowych celéw terapeutycznych dla chorych na raka jajnika.

W zwiazku z powyzszym tematyka dysertacji mgr Patrycji Tudrej dotyczy wielce istotnych
zagadnien i wskazuje potrzebe weryfikacji i analiz, ktore mogg znalez¢ w przysztosci przetozenie na

wydiuzenie calkowitego czasu przezycia pacjentek z HGSOC.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,,Charakterystyka molekularna i funkcjonalna
modelowych linii komorkowych raka jajnika in vifro” posiada uktad typowy dla dysertacji doktorskich
przedstawianych w formie zbioru prac. Zbior ten stanowia trzy powigzane tematycznie artykuty
naukowe, z czego jeden to praca oryginalna (Inzernational Journal of Molecular Science 2018) 1 dwie
prace pogladowe (Cancer Chemotherapy and Pharmacology 2018, Oncology in Clinical Practice
2019) oraz dwa doniesienia konferencyjne opublikowane w latach 2015-2019. Laczny wspoiczynnik
IF wymienionych prac wynosi ponad 10, za$ punktacja MNiSW rowna si¢ 340 punktow.
W pracach tych mgr Patrycja Tudrej jest pierwszym badz drugim autorem, co swiadezy o jej istotnym
udziale W powslaniu publikacji. Wkiad doktorantki obejmowal koncepcjg
i zalozenia badan, ich wykonanie oraz przygotowanie manuskryptow do druku. Wszyscy
wspotautorzy  jednomyslnie  uznali  wiodaca rolg¢  badawczag mgr  Patrycji  Tudre]
w przeprowadzonych eksperymentach oraz przygotowaniu publikacji pogladowych opartych na

przegladzie literatury, dotyczacych najnowszych metod terapii raka jajnika.



Rozprawa doktorska pt. ,,Charakterystyka molekularna 1 funkcjonalna modelowych linii
komoérkowych raka jajnika in vitro™ liczy 106 stron i ma ukfad typowy dla tego typu opracowan.
Zawiera wykaz skrotow., liste publikacji, zatozenia i cel pracy, omowienie opublikowanych prac
przegladowych i eksperymentalnych wchodzacych w sklad rozprawy. podsumowanie, wnioski,
streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz pismiennictwo. W dysertacji autorka umiescita peine

teksty publikacji stanowiacych rozprawe oraz o$wiadczenia wspotautorow.

Mer Patrveja Tudrej za cel pracy postawila sobie wykonanie szczegdtowej charakierystyki
pigciu popularnych modeli komérkowych raka jajnika (OVCAR3, SKOV3, OAW42, A2780. ES2)
celem oceny ich przydatnosci w badaniach podstawowych i przedklinicznych poszezegolnych typow
histologicznveh OC. Niezwykle ciekawe a zarazem zaskakujace sa obserwacje 1 wnioski doktorantki
dotyczgce  blednej klasyfikacji ogdlnie  dostgpnych modeli  linii  komorkowych  OC.
Analizujac pochodzenie poszezegdlnych modeli mgr Tudrej wykazata, ze linie OVCAR3, SKOV3,
OAW42 maja pochodzenie mullerowskie 1 wykazuja ekspresje biatka PAXS.  Analiza
immunofenotypu linii OVCAR3 potwierdza cechy surowiczego OC. Analizujgc profil mutacyjny
autorka wykarzata, ze modele  SKOV3, OAW42, A2780 majg cechy rakow endometrioidalnych
i jasnokomorkowych, natomiast OVCAR3 ma cechy raka surowiczego (HGSOC). Co interesujgce
okreslony przez mgr Tudrej profil mutacyjny Iinii ES2 nie pozwala na przypisanie jej do konkretnego
typu histologicznego OC. Doktorantka wykazata ponadto, ze linie OAW42, SKOV3 opisywane
w literaturze jako modele surowicze maja fenotyp raka endometrioidalnego. Linia ES2 klasyfikowana
jako rak surowiczy lub jasnokomoérkowy wg badan mgr Tudrej posiada cechy raka
jasnokomorkowego. Analizy doktorantki wykazaly, ze jedynie cechy linit OVCAR3 odpowiadaja
surowiczemu OC o niskim stopniu zréznicowania histologicznego (HGSOCQ).

Doktorantka wywigzala sie doskonmale z podjetego zadania scharakteryzowania
poszezegdlnych modeli komérkowych raka jajnika. Analizy wykonane przez mgr Tudrej dowiodly, ze
wérdd najezesciej wykorzystywanych w badaniach modelach linii komdérkowych OC, nie ma dobrego
modelu OC surowiczego o niskim stopniu zréznicowania histologicznego (HGSOC), ktory jest
najczescie] wykrywanym 1 wysoce agresywnym typem histologicznym tego nowotworu. Dlatego tez
szczegdlnie wysoko oceniam podjety przez doktorantke cel wyprowadzenia linii komorkowej
surowiczego HGSOC z ptynu otrzewnowego pacjentki z tym typem histologicznym nowotworu.

Orvginalnym i nowatorskim osiggnigeiem mgr Patrycji Tudrej jest wyprowadzenie
i scharakteryzowanie nowej linii komérkowej raka jajnika OVPAS, stanowiacej model surowiczego
OC o niskim stopniu zroznicowania histologicznego (HGSOC), ktdry zostat przekazany do dwoch
ogdlnodostepnych repozytoriow: ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures) oraz

DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen).



Kandvdatka niewatpliwie wvkazala bardzo dobre przygotowanie teoretyczne oraz doskonate
opanowanie warsztatu badawczego. Wysoka oceniam zastosowanie w badaniach roznorodnych,
nowoczesnych technik laboratoryjnvch takich jak: tancuchowa reakcja polimerazy (PCR), metoda
fluorescencyinej hybrvdyzacji in sisu (FISH), sekwencjonowanie nowej generacji (NGS), analiza
immunocytochemiczna (cytospin), testy do oceny zdolnosci do tworzenia klonéw, testy do oceny
migracji w systemie transwell i inwazji w matrizelu. Dzigki tym metodom doktorantka
scharakteryzowala morfologie, profil molekularny a takze funkcjonalny badanych modeli
komaorkowych.

Wykonanie ambitnych, pracochtonnych i czasochlonnych etapow eksperymentu, nie budzi
zadnych zastrzezen. Autorka szczegolowo opisuje wykonanie poszczegdlnych etapéw oznaczen, co
dowodzi rzetelnosci wykonanych badan, a takze umozliwia ich powtérzenie. Doktorantka w pehi

zrealizowata postawione cele badawcze.

Przedlozony do oceny manuskrypt napisany jest w sposéb przejrzysty i logiczny.
Opracowanie poszezegdlnych rozdzialdw ma bardzo czytelng konstrukcje. Wprowadzenie porusza
wszystkie wazne aspekty omawiane w dysertacji. Praca jest napisana poprawnym jezykiem, zawiera
nieliczne bledy edytorskie. Dla przykiadu jeden z nich spowodowal zmiang nazwy genu (np. str. 18,

tabela 1, ,,HRAS"” zamiast KRAS, podobnie str.19 drugi akapit).

Uwage recenzenta zwrécily pewne niescistosci, kiore wymagaja wyjasnienia/doprecyzowania:
1. Nastr. 14 autorka pisze ,,po postawieniu pierwszego rozpoznania, pacjentka zostala poddana
obustronnemu usunieciu przydatkow”

Pytanie do autorki: O jakie rozpoznanie chodzi?

2. Z opisu metodyki dotyczgcej pozyskania ptynu otrzewnowego (PF), z kiorego izolowano
komorki i wyprowadzono linig raka jajnika OVPAS, wynika, ze PF pobierano przed

pierwszym zabiegiem operacyjnym.

Pytanie do autorki: W jaki sposob pobrany plyn otrzewnowy byl zabezpieczony do dalszych
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etapow eksperymentu? Wiadomo bowiem, ze wiarygodny wynik oceny histopatologicznej
pacjentka otrzymuje zwykle kilka tygodni po zabiegu usunigcia guza. Zatem przed zabiegiem

operacyjnym nie wiemy jaki typ histologiczny OC wystepuje u pacjentki?

3. Naczym polega metoda selektywnej trypsynizacji?



WNIOSKI KONCOWE

Podsumowujac pragne podkredlié, ze przedstawiona do recenzji praca mgr Patrycji Tudrej
pt. ,.Charakterystyka molekularna i funkcjonalna modelowych linii komorkowych raka jajnika
in vitro™ jest opracowaniem bardzo waznego problemu medycznego. Doktorantka ambitnie podeszia
do realizacji zadan badawezych. Wykazata duze umiejgtosei prowadzenia eksperymentalnych badan
naukowych, zdolnosci interpretacji wynikow oraz wyciagania wnioskdéw. Recenzowana dysertacja
posiada oryginalny aspekt poznawczy. Praca pt. ,Charakterystyka molekularna i funkcjonalna
modelowych linit komérkowych raka jajnika in vifro”, spelnia wszystkie wymogi merytoryczne
i formalne stawiane rozprawom doktorskim.

Wobec powyzszego wnoszg do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im.
M. Sklodowskiej-Curie - Panstwowego Instytutu Badawczego z wnioskiem o przyjecie rozprawy
i 0 dopuszczenie mgr Patrycji Tudrej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwagg bardzo wysoki poziom merytoryczny prac stanowiagcych rozprawe,

mam rowniez przyjemnosé ztozyé wniosek o wyrdznienie pracy.

dr hab.n.med. Iwona Wertel, prof. uczelni
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