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1. Wartos¢ naukowa rozprawy
a. Oryginalno$¢ badan

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Elzbiety Fiedor jest
opracowaniem, ktére nalezy oceni¢ zdecydowanie pozytywnie. Praca opiera si¢ na
przemyslanym i bardzo dobrze zaplanowanym i wykonanym cyklu doswiadczen. Temat
podjety przez Autorke jest wazny, bardzo aktualny i jest typowym przykladem badan
translacyjnych, ktorych wnioski moga znalezé zastosowanie w leczeniu nowotworow
ztosliwych. Podam dwa powody, dla ktorych z terapeutycznego punktu widzenia wybodr
tematu pracy byt shuszny: (1) model eksperymentalny — nowotwodr jajnika nalezy do
najbardziej opornych na leczenie konwencjonalne nowotworow ztosliwych u kobiet, do czego
przyczynia si¢ stosunkowo staba znajomos¢ biologii tego nowotworu (2) obecnie dostepne
metody terapii nie sg zadawalajagce 1 potwierdzaja, ze poszukiwanie czynnikow
wspomagajacych leczenie jest wyzwaniem dla wspodtczesnej onkologii.

Stymulujaca rola leptyny w onkogenezie nowotwordw jajnika nie jest dobrze poznana.
Wiadomo, ze leptyna odgrywa duzg role w onkogenezie, stymulujac proliferacje, angiogeneze
i rozwoj nowotworu. Jednak $ciezki sygnalizacyjne wiodace przez rézne receptory leptyny,
jak tez inhibitory receptoréw leptyny nie sa dobrze poznane i nie sg rutynowo stosowane w
praktyce klinicznej. Procesy epigenetyczne (takie jak acetylacja czy deacetylacja histonow)
stanowigce epigenetyczny mechanizm kontroli ekspresji genow sa wazne nie tylko z punktu
widzenia naukowego, ale tez ze wzgledu na mozliwosci ich wykorzystania w leczeniu
nowotworow. W niektorych typach nowotworéw zmiany epigenetyczne s3 juz
wykorzystywane jako markery biologiczne stuzace do wykrywania i rozpoznawania
nowotworow w najwczesniejszym stadium oraz dla dokladnej analizy ryzyka wystapienia
nowotworow u poszezegdlnych osob. Jednymi z enzyméw odpowiedzialnych za te zmiany sg
deacetylazy histonéw (HDAC), ktore obnizajg poziom acetylacji. Nadekspresja HDAC jest
powszechnym zjawiskiem w komodrkach nowotworowych. Dlatego nie dziwi zainteresowanie
Doktorantki tym zagadnieniem poniewaz analiza inhibitorow HDAC moze mie¢ duze
znaczenie w opracowywaniu lekow przeciwnowotworowych. Brak jest obecnie badan
dotyczgcych mozliwosci zastosowania antagonistow receptora leptyny w przypadku
nowotworow jajnika wywodzacych sie zarowno z warstwy nablonkowej, jak 1 ziarnistej
nabtonka.



Doktorantka, juz w 2016 roku jako pierwsza opisata molekularny mechanizm dziatania
superaktywnego antagonisty receptora leptyny, w pierwszej publikacji zamieszczonej w
rozprawie, czym zapoczatkowata stawianie kolejnych hipotez badawczych, przedstawionych
w kolejnych publikacjach.

b. Wartos$¢ naukowa rozdzialow/artykulow

Wiyniki dysertacji zostaly opisane w sposob przejrzysty w trzech publikacjach, ktére
ukazaty sie w trzech renomowanych czasopismach o wysokim wspolczynniku oddzialywania
(IF=2,801, 1F=2,801, oraz 1F=2,432). We wszystkich pracach Autorka jest pierwszym
autorem, z procentowym udzialem odpowiednio 80 %, 80 % 1 70 %. Celem pracy bylo (1)
sprawdzenie wplywu leptyny 1 antagonistow jej receptora na zywotnos¢ komorek, poziom
ekspresji genow 1 bialek zwigzanych z cyklem komoérkowym oraz bialek $ciezek
sygnalizacyjnych uruchamianych przez leptyne w komorkach linii nowotworowych
wywodzacych sie z warstwy nabtonkowej jajnika (publikacja 1 i 2 zalaczona do rozprawy).
(2) okreslenie wplywu leptyny na ekspresje receptorow estrogenowych alfa 1 beta (ERa,
ERp), oraz sekrecje estradiolu w liniach komorek wywodzacych si¢ z warstwy ziarnistej
nablonka jajnika, a takze wplywu zastosowanych antagonistéw jej receptora na ekspresje
deacetylaz histonow (HDAC) i ich genow (trzecia publikacja). Dla udowodnienia swoich tez
Doktorantka zastosowata 8 linii komorkowych. Cztery linie wyprowadzone z nabtonkowych
nowotworow jajnika, o réoznym stopniu zréznicowania histologicznego (od linii SK-OV-3,
wywodzacej si¢ z raka jasnokomorkowego, o sredniej agresywnosci histologicznej, poprzez
CaOV-3, pochodzacej z gruczolakoraka jajnika, TOV-21G o $redniej agresywnosci, do tej o
duzej ztosliwosci histologicznej — linia OVCAR-3), oraz  dwie linie nowotworowe
wyprowadzone z komoérek warstwy ziarnistej jajnika : KGN (dojrzala forma ziarniszczaka) i
COV434 (juwenilna forma nowotworu). Dla poréwnania do linii nowotworowych
wywodzacych sie¢ z komorek nablonkowych wuzyla linie prawidlowych komorek
nablonkowych jajnika — HOSEpiC, za§ w przypadku linii wywodzacych si¢ z warstwy
ziarnistej nabtonka — linii prawidtowych komorek ziarnistych nabtonka - HGrC1. Doktorantka
zastosowala trzech antagonistow receptora leptyny, ktore sg zmutowanymi czasteczkami
leptyny: Lanl, Lan2, oraz SHLA — superaktywny bloker receptora leptyny.

Przeprowadzone badania wykazaty réznice w poziomie ekspresji genu receptora leptyny
(ObR) w komorkach epitelialnych jajnika, zalezne od typu nowotworu. Najnizsza ekspresjg
charakteryzowata si¢ linia komorek prawidtowych HOSEpiC oraz linia nowotworowa SK-
OV-3, drednig ekspresje genu ObR stwierdzono w linii komodrkowe] nowotworu jajnika
jasnokomodrkowego: TOV-21G. Najwyzszg ekspresjg charakteryzowaty si¢ linie CaOV-3
oraz OVCAR-3. Zarowno w komorkach prawidtowych, jak i nowotworowych Doktorantka
stwierdzita obecno$¢ dlugiej i krotkiej izoformy receptora leptyny. Leptyna w dawce
notowanej w osoczu 0sob otytych stymulowata proliferacje komodrek linii nowotworowych

CaOV-3 oraz OVCAR-3, efekt ten nie byt obserwowany w linii HOSEpiC. Doktorantka
wykazala hamujgcy wplyw antagonistow receptora leptyny, SHLA i Lan2, na proliferacje
komoérek nowotworowych linii CaOV-3 oraz OVCAR-3 stymulowana leptyng. Jako
mechanizm hamowania proliferacji przez antagonistow receptora leptyny wskazata ich wptyw
na obnizenie poziomu ekspresji genoéw i biatek zaangazowanych w cykl komoérkowy, takich
jak kinazy cyklino-zalezne : Cdk2 i Cdk4, jak rowniez obnizenie poziomu fosforylacji biatka
STAT-3 oraz kinazy Akt, uczestniczacych w transdukcji sygnalu z leptyny. Jako pierwsza
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wykazata, ze blokery receptora leptyny, jak SHLA i Lan-2 mogg by¢ inhibitorami proliferacji
i progresji nablonkowych komdrek nowotworowych jajnika przez co hamowa¢ stymulujacy
wplyw leptyny prowadzgcy do kancerogenezy. Wykazata rowniez, ze ich dzialanie jest
zalezne od typu nowotworu, co moze mie¢ duze znaczenie kliniczne.

W drugiej publikacji dotyczacej linii komorek wywodzacych si¢ z warstwy ziarnistej
Autorka wykazata obecnos$¢ krotkiej i diugiej formy ObR zaréwno w komorkach
prawidlowych jak i nowotworowych, jednak z wyzszym poziomem ekspresji receptora
leptyny w komoérkach nowotworowych (linie COV434 oraz KGN) niz w komdrkach
prawidtowych (HGrC1). Doktorantka wykazata stymulujgcy wplyw leptyny na proliferacje
komorek w przypadku linii nowotworowych 1 nienowotworowych. Zarowno SHLA, jak i
Lan2 hamowat proliferacje komorek obu linii nowotworowych, podezas gdy Lanl wykazat
podobne dziatanie jedynie w komorkach linii KGN. Bloker SHLA najefektywniej hamowal
stymulowang leptyna proliferacje w linii KGN. Podobnie jak w komorkach wywodzacych sig
z warstwy nablonkowej zahamowanie ekspresji wystepowato poprzez cykliny D, Cdk2 1
Cdk4. Autorka wykazata wyzsza ekspresje ERa w komorkach nowotworowych a ERB w linii
prawidlowej. Lanl w linii COV434 i wszyscy trzej zastosowani antagonisci w linii KGN
obnizali ekspresje Era. Ponadto, w linii HGrC1 oraz KGN wykazata hamujacy wptyw Lan2
na sekrecje estradiolu stymulowang leptyna.

W trzeciej publikacji Doktorantka przedstawila wyniki analizy wplywu antagonistow
receptora leptyny (SHLA, Lan2) na aktywnos$¢ deacetylaz histonow 1 6 ich genow (HDACI,
4, 5, 6, 7,oraz 9) w dwoch liniach nowotworowych komorek nablonkowych (OVCAR-3,
CaOV-3) i dwdch linich ziarniszczaka (COV434, KGN). W celu zastosowania antagonistow
receptora leptyny, jako inhibitorow HDAC Doktorantka okreslata aktywnos¢ tych enzymow
oraz dziatanie leptyny w badanych liniach. Wykazala wyzsza aktywnos¢ deacetylaz histonow
w komorkach linii KGN niz w linii COV434 oraz stymulujgcy wplyw leptyny na ekspresje
HDACS5-7 w linii COV434 i HDACY9 w linii KGN. Dodatkowo, Autorka rozprawy
analizowala stymulacyjny wplyw leptyny na poziom ekspresji genéw deacetylaz histonow
HDACI, HDAC7, i HDAC9 w linii OVCAR-3, jak rowniez ekspresji biatka HDAC1 w
komorkach CaOV-3 oraz HDAC4-5 w linii OVCAR-3. Antagonista SHLA obnizat poziom
ekspresji badanych genow w komorkach OVCAR-3 oraz w linii CaOV-4. Najwyzsza
aktywnos¢ deacetylaz histonow zanotowano w linii komérek opornych na chemioterapig
OVCAR-3. Doktorantka nie wykazata natomiast wpltywu zardwno leptyny jak i antagonistow
ObR na aktywno$¢ deacetylaz histonow. Ponadto Autorka wykazala, ze leptyna moze
wplywac na ekspresje gendw 1 bialek deacetylaz histonow w komorkach niektérych typow
raka jajnika, a zastosowanie antagonistow receptorow leptyny (SHLA, Lan-2) moze
eliminowa¢ dziatanie leptyny, przez co odnie$¢ skutek w leczeniu tego nowotworu poprzez
zmniejszenie poziomu deacetylaz histonow.

Podsumowujgc, wyniki uzyskane w prezentowanej pracy doktorskiej wykazaty, ze
zastosowani antagonisci receptora leptyny hamujg proliferacje komorek nowotworowych
wywodzacych si¢ zarowno z nablonka jajnika, jak i warstwy ziarnistej poprzez obnizenie
poziomu ekspresji genoéw 1 biatek cyklu komoérkowego, jak rowniez poprzez zahamowanie
sciezek sygnalizacyjnych uruchamianych przez leptyne. Wykazaty réwniez, ze w komdrkach
warstwy ziarnistej jajnika wybrani antagonisci ObR powoduja zmiany stosunku ekspresji
receptorow estrogenowych (ERa i ERP) na korzys$¢ formy B, ktéra dominuje w komorkach
nienowotworowych. Ponadto, ujawnity rowniez, ze antagonisci receptora leptyny obnizajg
ekspresje wybranych deacetylaz histonow, wykazujgc potencjalne korzysci dzialania na
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poziomie epigenetycznym. Na tej podstawie sugerujac, Ze antagonisci receptora leptyny moga
by¢ brani pod uwage jako zwigzki potencjalnie terapeutyczne we wspomaganiu leczenia
nowotwordw jajnika wywodzgcych sie z warstwy komorek nablonkowych i ziarnistych.

Uzyskane wyniki pozwolily réwniez na poznanie mechanizmoéw molekularnych
zachodzgcych pod wpltywem blokerdéw szlakow sygnalizacyjnych prowadzacych od leptyny i
stworzyly perspektywy dla dalszych badan w celu poprawy diagnostyki nowotworéw oraz
nowych strategii terapeutycznych. Rozprawa udowodnila postawiong przez Doktorantke
hipoteze, ze zablokowanie dzialania leptyny moze przynies¢ korzy$¢ w postaci zahamowania
rozwoju lub progresji nowotworu jajnika i znaczenia tego wniosku nie mozna przecenic.

2. Warto$¢ merytorvezna rozprawy

Warto$¢ merytoryczna rozprawy nie budzi zadnych zastrzezen. Uzyskane wyniki
stanowig wazny wklad do wiedzy na temat biologii nowotworow jajnika. Doktorantka
umiejetnie sprecyzowata hipotezy badawcze i z powodzeniem starata si¢ je udowodni¢. Do
udowodnienia swoich tez zastosowata 8 linii komoérkowych, oraz nowoczesne metody z
zakresu biologii molekularmej. Zmiany w ekspresji genow mierzyla za pomoca metody
tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-time PCR), zmiany w ilosci
biatka analizowata za pomocg metody Western Blot. Pomiar aktywnosci kaspazy-3
przeprowadzila na podstawie metody fluorymetrycznej, a analize stezenia estradiolu
wykonata za pomocag metody ELISA z zastosowaniem powszechnie dostepnych zestawdow
odczynnikow. Aktywnos$¢ deacetylaz histonow okreslata rowniez fluorymetrycznie za
pomoca komercyjnie dostepnego zestawu. Do oceny aktywnosci metabolicznej komoérek oraz
potencjatu proliferacyjnego Autorka zostaty zastosowata testy: AlamarBlue oraz wbudowania
bromodeoksyurydyny (BrdU). Wszystkie testy zostaly w sposdéb bardzo klarowny
przestawione. Doktorantka poprawnie zastosowata metody statystyczne. We wszystkich
publikacjach umiejetnie przeprowadzita dyskusje z dostepnymi wynikami innych autorow,
cytujac adekwatne 1 aktualne prace, oraz wyciagajac wiasciwe wnioski. Prace napisane sg
lapidarnie, bez zbednych treéci, ze starannie przygotowana strong graficzng.

3 Poprawnos¢ redakeyjna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa przedstawiona zostala na 82 stronach, podzielona
na 11 czesci, obejmujacych: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz publikacji
zawartych w rozprawie, wstep, materialy i metody zastosowane w pracy, schematy
przeprowadzonych eksperymentéw 1 zastosowane metody statystyczne, kopie trzech
publikacji oryginalnych w jezyku angielskim, wraz z podsumowaniem uzyskanych wynikow
w jezyku polskim. Nastepnie Doktorantka zamiescita o$wiadczenie wspdtautoréw publikacji,
po czym przedstawila rozdzial Dyskusja, a na koncu rozprawy spis 63 pozycji cytowane]
literatury. Wedlug recenzenta zreczniej byloby podzieli¢ rozprawe na dwie czesci: tresé
tekstowg w jezyku polskim i na koncu, w suplemencie zamiesci¢ publikacje oryginalne w
jezyku angielskim. Praca napisana jest klarownie i w tadnym stylu. Na podkreslenie zastuguje
umieszczenie trzech klarownych schematow eksperymentow, wykonanych w celu uzyskania



wynikow do trzech publikacji, co zdecydowanie utatwia analize uzyskanych rezultatow, czym -
potwierdzila logiczng konsekwencje w formutowaniu hipotez badawczych. W zalaczonych
publikacjach zaréwno cze$é¢ merytoryczna jak i strona ilustracyjna zostaly przedstawiona
bardzo starannie o czym $wiadczy wydrukowanie ich w wysoko-impaktowanych
czasopismach.

Pewnym mankamentem rozprawy jest brak wykazu skrotow na poczatku rozprawy, co
jest zwyczajowo stosowane w pracach doktorskich, choé¢ wszystkie skroty w tekscie pracy
zostaly wyjasnione. We wstepie pracy, do opisu onkogennego dzialania leptyny moze
nalezaloby dodac, ze jest ona potencjalnym aktywatorem powstania rodnikéw tlenowych 1
moze mie¢ wplyw na przezywalnos¢ nowotworowych komorek macierzystych, co wykazano
w raku piersi [Zheng Q i wsp. Endocr Relat Cancer 2013;20:797-808]. Doktorantka nie
ustrzegla sie rowniez pewnych niezrecznosci jezykowych, np. s.17 ,.linia KGN reprezentuje
forme dorosta ziarniszczaka jajnika”, poprawnie histologicznie byloby forma dojrzala
ziarniszczaka jajnika, lub s. 26. ,,Dane przedstawiono jako srednig + odchylenie $rednie z
trzech powtorzen biologicznych™; chodzi o srednig z trzech eksperymentdéw biologicznych,
5.72 — nowotwor piersi to nie nowotwor ginekologiczny tylko nowotwoér hormonozalezny.

4. Uwagi kryvtyczne

W ocenianej rozprawie trudno jest wskaza¢ uwagi krytyczne. Moze podam tylko, ze
wedlug recenzenta streszczenie rozprawy jest za dlugie. Dwa pierwsze akapity powinny sig
znalez¢ we wstepie pracy. W streszczeniu nie podano czy zastosowany w pracy poziom
leptyny, wykazany zostal w osoczu otytych 0séb chorych, czy zdrowych.

Recenzent chciatby podzieli¢ sie¢ pewng sugestia. Doktorantka przeprowadzita swoje badania
w dwuwymiarowej hodowli komoérek nowotworowych, co uniemozliwilo ocen¢ wplywu
mikrosrodowiska nowotworu, ktore odgrywa duza role w inicjacji i progresji nowotworu,
migdzy innymi poprzez wplyw komorek podscieliska nowotworu czy komorek uktadu
odpornosciowego na ten proces. Przeprowadzenie badan w hodowli tréjwymiarowej
pozwolitoby na uzyskanie pelniejszego obrazu badanych efektow biologicznych i byto
przekonujgce dla klinicystow.

5. Ocena koncowa

Przedstawiong do oceny prace¢ doktorskg oceniam bardzo dobrze. Jest ona obszernym
i cennym opracowaniem, ktore zawiera oryginalne wyniki. Autorka wykazata predyspozycje
i umiejetnosci wykorzystania wielu technik i metod badawczych, wykazata si¢ doskonala
znajomoscia pismiennictwa 1 umiejetnoscig rozwigzywania problemu badawczego, co
wskazuje na to, iz jest przygotowana do samodzielnego prowadzenia badan naukowych.
Wykazala duzg wiedzg teoretyczng i specjalistyczna w zakresie nie tylko biologii nowotworu
jajnika ale takze strategii terapeutycznych tego nowotworu. Podsumowujgc, wyrazam
przekonanie, ze Autorka rozprawy osiggneta stawiane sobie cele i na kazde pytanie uzyskala
odpowiedz. Jej rozprawa zawiera eclementy nowe i wartosciowe, w istotny sposob
przyczyniajgce sie do poszerzenia wiadomosci na temat biologii nowotworu jajnika. Moje
uwagi, przede wszystkim o charakterze redakcyjnym, nie wplywaja na catosciowa, wysoce



pozytywna ocene omawianej pracy, ktora w moim przekonaniu spetnia wszystkie warunki
rozprawy na stopien doktora nauk przyrodniczych.

Ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Elzbiety Fiedor
spelnia 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 pdzn.
zmianami) i wnioskuje do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
o dopuszczenie Mgr Elzbiety Fiedor do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ja, nizej podpisana wnioskuj¢ o wyroznienie rozprawy doktorskiej.

Uzasadnienie wniosku

Uzyskane przez Doktorantke wyniki przyczynity sie do poszerzenia wiedzy na temat
biologii raka jajnika. Zwrécity uwage na procesy epigenetyczne, ktore sa wazne nie tylko z
punktu widzenia naukowego, ale tez ze wzgledu na wykorzystanie ich w klinice. Pozwolily
na poznanie mechanizméw molekularnych zachodzacych w komorkach nowotworu jajnika
pod wplywem inhibitoréw receptora leptyny, co sprawia, ze maja znaczenie aplikacyjne 1
moga mie¢ wplyw na zastosowanie nowych strategii leczenia tego nowotworu. Na wysokg
wartos¢ uzyskanych wynikéw moze wskazywac¢ opublikowanie ich w czasopismach o
wysokim wspotczynniku oddziatywania (sumaryczny IF = 8,034).
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