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Ocena Rozprawy Doldorskie]
mgr AGNIESZKI BARBARY SZYPOSZYNSKIE)
pt.: , Wplyw pecherzykéw zewnatrzkomérkowych pochodzacych z mezenchymalnych komérek
macierzystych na zahamowanie aktywnosci biologicznej nowotworowych komédrek macierzystych
raka jajnika”,
wykonana zgodnie z uchwalg Rady Naukowej Instytutu Immunologii | Terapii Dodwiadczalnej

im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroclawiu z dnia 13 czerwea 2024 v,

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Agnieszki Szyposzynskiej skiada sie z trzech
spojnych tematycznie anglojezycznych publikacji oryginalnych w czasopismie International Journal of
Molecular Sciences (Int. . Mol. 5ci.), wydawnictwa MDPIo wysokim sumarycznym iF 15,723 (na podstawie
IF z roku publikacji, czyli IF 2020 5,923, IF 2023/2024 4,9). We wszystkich publikacjach mgr Agnieszka
Szyposzynska jest pierwszym autorem. Do publikacji zalgczono wymagane oswiadczenia pozostalych
wspotautoréw prac, kiére przekonujaco wskazujg, iz we wszystkich pracach Pani mgr Agnieszka
Szyposzyriska miala wiekszosciowy wkiad w zakresie: opracowania koncepcji | metodyki badan, hodowli i
izolacji pierwotnych komérek raka jajnika, analiz cytometrii przeplywowej, analiz RT-PCR, harwien
immunofluorescencyjnych, hodowli sferoiddw, testéw biochemicznych (np. MTT), analizie i opracowaniu
wynikow oraz przygotowaniu pierwotnych wersji publikacji. Biorge pod uwage fakt, iz wyniki zawarte w
publikacjach byly poddawane recenzji ekspertdw, ich wiarygodno$c i dobra jako$c nie budzg watpliwoscl,
W pracy doktorskiej nie zawarto informacji na temat finansowania badan, aczkelwiek w publikacji z 2020
r. zawarto informacje, iz badania byly finansowane ze Srodkéw statutowych Instytutu Immunologii |
Terapii Doswiadczalnej {nr 501-20) a wyniki zawarte w publikacji z roku 2023 byty czesciowo wspierane
przez grant NCN 2019/35/B/NZ6/03748, ktérego kierownikiem byl Pan dr hab. Grzegorz Chodaczek.
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Do pracy doktorskiej dofgczono polskojezyczne opracowanie, ktdre zawiera: zwigzle
podsumowanie obecnego stanu wiedzy na temat raka jajnika, znaczenia nowotworowych komorek
macierzystych oraz podstaw | perspektyw zastosowania w terapli  przeciwnowotworowe|
mezenchymalnych komérek macierzystych, cele pracy, omdwienie wynikdéw badarn zawartych w kolejnych
publikacjach, wnioski oraz aktualne pismiennictwo, w wiekszoéel z ostatnich 10 fat. W opracowaniu
zawarto takze dodatkowe informacje o dorobku naukowym Doktorantki, ktdra poza cyklem publikacji
wchodzgeych w skiad pracy doktorskiej, jest wspétautorka dwadch prac oryginalnych. Strona edytorska
przekazanej pracy doktorskiej wraz ze wspomnianym opracowaniem jest bardzo estetyczna, wykonana z
troskg o detale. Wydruki publikacji zwierajacych zdjecia z mikroskopu konfokalnego | kontrastowo-
fazowego sa wysokiej jakosci i umozliwiajg analizy obrazdw bez koniecznoscl siegania po wersje
elektroniczng. Niby drobiazg, ale pozytywnie wplywa na lekture pracy.

Poruszona w pracy doktorskiej tematyka dotyczy identyfikacji molekularnych mechanizmow
nowych strategii terapeutycznych raka jajnika, w tym tych opartych o terapig z 'wykorzystaniem
mezenchymalnych komdrek macierzystych. Rak jajnika jest istotnym problemem klinicznym kobiet o
wysokim stopniu ztodliwoéci | niekorzystnych rokowaniach dla pacjentek. Obecne terapie nie przynoszy
zadowalajgcych efektow klinicznych, takie ze wzgledu na pding wykrywalnos$c | wysoki stopien
zaawansowania choroby w momencie rozpoczecia leczenia. Wainym problemem sg takie przerzuty
nowotworu do innych organdw, w tym watroby, piuc, mézgu i kosci. Doktorantka wskazuje, iz obecne
terapie sg ukierunkowane na komoérki nowotworowe jajnika, o wysokim tempie proliferacji, jednakze
pomijajg istotng role macierzystych komdrek nowotworowych (CSCs), kitdre wykazujg opornodc na
chemio-i radioterapie, majg niskie tempo podziatéw, przez co nie sg wrazliwe na klasyczne
chemioterapeutyki powodujgc nawroty choroby. Dodatkowo, CSCs majag zdolnosé migracji i unil@ania
eliminacji przez naturalne mechanizmy ukladu odpornoéciowego, prowadzgc do progresji choroby.
Badania ostatnich kilkunastu lat nad mezenchymalnymi komdrkami macierzystymi (MSCs) przyniosty
wiele ciekawych odkry¢ i nadziei z nimi zwigzanych, poczatkowo gldwnie w obszarach medycyny
regeneracyjnej. Ciekawym kierunkiem badari nad MSCs jest ich udzial w procesie nowotworzenia,
zaréwno w kontekscie stymulacji jak i hamowania tego procesu. Wyniki badart w tym zakresie nie sg do
dzi$ jednoznaczne | wymagaja dalszych prac nad rozwildaniem mechanizmdw regulujgcych zachowanie
MSCs w $rodowisku guza, stad tematyka badaih powzieta przez Dolktorantke jest aktualna | ma wainy
charakter poznawczy. Jednym ze sposob6w oddziatywan miedzykomdrkowych sg mikropecherzyki MV},
ktére dziatajg w érodowisku tkanek jako mediatory sygnatdw parakrynnych i to one staly sie gléwnym
obiektem zainteresowan Doktorantki w pracach badawczych. Nalezy zaznaczyé, iz wybdr tematyki badan
jest bardzo ambitny, gdy? odsetek komdrek macierzystych w masie guza nowotworowego jest bardzo
maly, stad izolacja wystarczajgcej populacji komérek do badan jest wyzwaniem | wymaga duZo pracy.
Atutem pracy jest fakt, iz Doktorantka izolowata komarki nowotworowe oraz CSCs z probek Klinicznych
tkanki pooperacyjnej oraz plynu puchlinowego, co zwieksza wiarygodnosc uzyskiwanych obserwacji i
zachodzgcych tam zjawisk. Poza nowatorskg tematykg badan, Doktorantka zawarla takie innowacje
metodologiczng w pracy doktorskiej, gdyz zaadaptowata do swoich badan najnowszg metode uzyskiwania
stabilnych hodowli komérkowych opartg o transfekcje komérek genem odwrotne] transkryptazy ludzkiej
telomerazy (hTERT), uzyskujgc obecnie najblizsze warunkom fizjologicznym linie komérkowe do badatt.

Doktorantka zawarla hipoteze, iz mikropecherzyki wydzielane przez MSCs mogg regulowad
aktywnos$¢ biologiczng macierzystych komorek nowotworowych raka jajnika. Aby zweryfikowac te
zafozenia postawita sobie 6 celdw badawczych, w tym: 1) charalderystyke MVs wydzielanych przez
unieémiertelnione komdrki macierzyste z tkanki tluszczowej, 2} oceng wplywu uniedmiertelnionych
komérek macierzystych z tkanki tluszczowej na komdrki raka jajnika, 3) charakterystyke pierwotnych
komérek raka jajnika wyizolowanych z tkanki pooperacyjnej i plynu puchiinowego, 4) ocene wplywu
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unieémiertelnionych komérek macierzystych z tkanki tuszczowej na aktywnos¢ biologiczng izolowanych
2z materiatu klinicznego pierwotnych komdérek raka jajnika, 5) analize biatek pro-i anty-apoptotycznych w
unieémiertelnionych komérkach macierzystych z tkanki thuszczowej i ich mikropecherzykach oraz 6) oceng
fenotypu i wlasciwosci  biologicznych  komédrek izolowanych z materialu  klinicznego  oraz
uniesmiertelnionych metodg hTERT.

Do realizacji celéw badawczych Doktorantka zastosowata rozlegly wachiarz metod badawczych,
w tym transfekcje komérkowe, analizy biochemiczne, analizy cytometryczne cyklu komdrkowego, oceny
indukcji apoptozy, analizy ekspresji gendw, obrazowanie metodami fluorescencyjnymi, analizy Western
blot oraz inne, szczegbStowo opisane w kolejnych publikacjach. Wyniki zostaly poddane analizie
statystycznej. Co wazne, badania prowadzone byly zaréwno na liniach komercyjnych jak i lintach
pierwotnych, w modelach 2D i 3D, co dodatkowo wzbogaca horyzont obserwacji i pozwala na ich
wielokierunkowg weryfikacje. Ponadto, analizy tak matych struktur jak mikropgcherzyki sg kolejnym
wyzwaniem metodologicznym. Tak ztozony model badawczy oraz mnogosc zaangaiowénych w badania
metod jest atutem recenzowanej rozprawy doktorskiej i swiadczy o rzetelnosci prowadzonych prac
badawczych | duzym zaangazowaniu Doktorantki,

W wyniku przeprowadzonych analiz Doktorantka sformufowata korespondujgce z postawionymi
celami wnioski, iz ad 1 i 2) mikropecherzyki wydzielane przez uniesmiertelnione komdrki macierzyste z
tkanki tluszczowej byly internalizowane do komdérek raka jajnika linii ES-2 oraz OAW-42 indukowaly ich
eliminacje, czemu towarzyszyto obnizenie aktywnodci wydzielnicze] komdrek raka jajnika, w tym 1L-2, 1L~
15 i IFNg; ad 3, 4 i 5) mikropecherzyki wydzielane przez unieSmiertelnione komérki macierzyste
zmniejszaly aktywnos$¢ biologiczng oraz indukowaly apoptoze izolowanych z materiatu kiinicznego
pierwotnych komarek raka jajnika co wedtug Doktorantki, byto efektem transportu w mikropgcherzykach
biatek proapoptotycznych, jak Bad, BiD, Bim, kaspaza 3 i innych; ad 6) metoda uniesmiertelniania komdrek
plazmidem zawierajgcym gen hTERT jest efekiywnym narzedziem unie$miertelniania pierwotnych
komérek nowotworowych przy zachowaniu ich fenotypu co stanowi obiecujace narzedzie do badan nad
biologig CSCs w nowotworach.

Zawarto$¢ kazdej pracy przed publikacjg zostata poddana ocenie przez 3 niezaleinych
recenzentdw, dlatego trudno doszukiwal sie istotnych uchybie. Przytoczone wnioski majg swoje
pokrycie w prezentowanych wynikach a obszernos$¢ danych zawartych w publikacjach jak i materiatach
dodatkowych dofgczonych do publikacji wyczerpujaco je dokumentuje. Prezentowane obserwacje sg
bardzo ciekawe i zachecajg raczej do merytorycznej dyskusji z Doktorantky na temat dalszych perspekiyw
rozwoju tej fascynujgcej strategii terapeutycznej, dlatego pozwole sobie sformutowad pytania, ktdre mogy
taky dyskusje zainicjowaé.

Jak Doktorantka wyobraza sobie zaprojektowanie dalszych badan na modelach zwierzgeych? Czy
takie badania sa prowadzone? lak oszacowaé ilo$¢ mikropecherzykéw koniecznych do dostarczenia
wystarczajgcej ilosci mediatoréw do guza by indukowad jego eliminacje? Czy mikropecherzyki nalezatoby
podawac do guza? Jak czesto? Czy majg one mozliwose penetracji w ghab guza? Jak zapewni¢ powtarzalne
frédio mikropecherzykéw z komdérek MSCs — bioreaktory? Na ile powtarzalny jest skiad biatkowy
wewnatrz mikropecherzyka w danych warunkach hodowlanych? Jak to efektywnie badac? Pytan jest
wiele, ale przyznaje, iz rozprawa doktorska rozbudza wyobrainie w tym obszarze. Chciatabym, aby
Doktorantka zaprezentowata krdtko swojg wizje na przyszle badania w tym obszarze, ktore miatyby
przyblizy¢ to podejscie do rozwoju klinicznego.




dr hab. n. med. inz. Beata Pajak, Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Szyposzyhskic)
“ o ., R’ & 7 Y u

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Agnieszki Barbary
Szyposzynskiej jest ciekawa, aktualng i wartosciows pracg a otrzymane wyniki sg bardzo interesujgce i
wazne poznawczo. Uzyskany IF cyklu publikacji jest bardzo wysoki.

Majac powyisze na uwadze stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Agnieszki Barbary Szyposzyriskiej odpowiada warunkom okredlonym w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo
o szkolnictwie wyziszym i nauce (t.j. Dz.U. 2023 poz. 742 z pdin. zm.) i wnosze do Wysokiej Rady
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu wniosek o
dopuszczenie mgr Agnieszki Barbary Szyposzyriskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie, biorgc pod uwage wysoka wartos¢ merytoryczng przedstawionej rozprawy,
wysoki IF cyklu publikacji, ztozono$¢ zastosowanych modeli i metod badawczych, oraz iloéé¢ wtoionej
pracy w realizacje celéw pracy doktorskiej wnioskuje o jej wyrdinienie. '
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