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Recenzja pracy doktorskiej pani mgr Patrycjii Tudrej pt. »Charakterystyka

molekularna i funkcjonalna modelowych linii komérkow ch raka jajnika in vitro”

wykonanej pod kierunkiem pani prof. dr hab. n.med Katarzyny Lisowskiej

Praca pani Tudrej wykonana byla w Centrum Badaf Translacyjnylch i Biologii
Molekularnej Nowotworéw Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-

Curie- Panstwowego Instytutu Badawczego, Oddzial w Gliwicach.

Dysertacja przedstawiona jest w formie tak zwanej ,,spinki”, w sktad ktérej wchodzi
jedna praca doswiadczalna i dwie prace przegladowe. Wszystkie prace sa
wieloautorskie. Doktorantka zalaczyla do tego zestawu tytuly dwoch streszczen z
migdzynarodowych konferencji, ktore zostaly opublikowane w czasopismach o
mig¢dzynarodowym zasiggu. Jak si¢ domy$lam wyniki prezentowane na tych
konferencjach (w formie plakatu) znalazty si¢ rowniez w  opublikowanej pracy

doswiadczalnej i niczego nowego nie wnosza.

Prace przegladowe, poza tym, Ze s3 cenne same w sobie, nie zawieraja zadnej analizy,
ktorg mozna by uzna¢ za oryginalne, teoretyczne opracowanie poruszanego w
dysertacji zagadnienia, nie bedg wiec przedmiotem mojej oceny, zwlaszcza, ze
doktorat jest z zakresu nauk eksperymentalnych. Tak wigc de facto, dysertacja pani
Tudrej to jedna praca do$wiadczalna opublikowana w International Jowrnal of

Molecular Science w 2018 roku. Wspétczynnik przebicia czasopisma to 4,183.
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Artykut zostat opublikowany w specjalnym numerze: Ovarian Cancer: Pathogenesis,

Diagnosis, and Treatment.

Nowotwory ze swej natury sa heterogenne, jednakze rak jajnika stanowi przyklad
wyjatkowej heterogennosci spowodowanej roznym pochodzeniem histologicznym.
Jak si¢ dowiedziatam z dysertacji pani Tudrej istniejgca klasyfikacja raka jajnika jest
szczegollnie trudna i niejednoznaczna. Wydaje sie jednak, ze niskozréznicowany rak
surowiczy (HGSOC) o najwigkszej ztosliwoscei i ztych rokowaniach jest szczegoOlnie
kontrowersyjny. Wiele ustalonych linii komérkowych raka jajnika mylnie jest
zaliczanych do HGSOC, tak wigc istnieje potrzeba uzyskania wiarygodnego modelu
HGSOC do badan in vitro. Dlatego tez Doktorantka podjeta si¢ wyprowadzenia linii
komoérkowej, ktora bylaby wiarygodnym modelem tego typu raka. Ponadto,
scharakteryzowata ona pig¢  komercyjnie dostgpnych linii komoérek raka jajnika
najczgsciej wykorzystanych  w  badaniach podstawowych.  Wyniki zostaly

opublikowane we wspominanej pracy oryginalne;.

Uwazam, ze cel pracy doktorskiej, jasno i jednoznacznie sformutowany, jest jak
najbardziej zasadny. Szkoda tylko, ze Doktorantka nigdzie nie cytuje wezesniejszej
pracy Kreuzinger i wsp. opublikowanej w Cancer Letters w 2015 roku. W badaniach
tych wyprowadzono i scharakteryzowano az siedem linii typu HGSOC, na co
wskazuje juz sam tytut tej pracy: ,Molecular characterization of 7 new established cell
lines from high grade serous ovarian cancer”. Dokonano w niej charakterystyki

genomoweyj, transkryptomiczne;j, histologicznej i funkcjonalnej. Jest si¢ do czego

odnies¢ w dyskusji.

Wracajac jednak do pracy bedacej podstawy tej dysertacji, to uczestniczyto w niej w
sumie 13 0s6b umieszczonych na liscie wspofautoréw. Nie liczac Doktorantki i Jej
promotorki, to mamy 11 umystow i par rak partycypujacych w tych badaniach, Tylko
czworo ze wspotautorow zlozyto stosowane os$wiadczenia o swoim w nich udziale. Co
z pozostatymi? W umieszczonej w publikacji informacji Author Contribution mamy
peten zestaw wspotautorow, ktorzy przyczynili sie do powstania tej pracy i to
zarébwno w czeéci metodycznej, jak i przygotowaniu manuskryptu do publikacji.

Jestem ciekawa, czemu na przyklad pani dr Olbryt, ktéra jest umieszczona w
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aktywnosciach, takich jak:  conceptualization, investigation, methodology,
visualization, writing—original draft, writing—review and editing, nie zlozyta

swojego o$wiadczenia w dysertacji pani Tudrej?

Odnoszac si¢ do strony merytorycznej tej publikacii, trzeba powiedzie¢, ze rola
superrecenzenta jest zawsze trudna, bo sitg rzeczy ocenia on nie tylko autorow, ale tez

recenzentow, ktorzy zaakceptowali do publikacji prace.

Jest to praca poprawna zaréwno koncepcyjnie jak i metodologicznie. Wykonano w
niej wiele analiz dajacych, moze nie petna ale, wystarczajgca charakterystyke
genomows, histologiczng i wybranych funkcji komorek, ktore pozwalaja okresli¢
badane linie komercyjne jak i wyprowadzong linig OVPAS po wzglgdem ich
pochodzenia. Zaréwno profil immunofenotypowy jak i mutacyjny pozwalajg na
zaklasyfikowanie dostgpnej linii OVCAR3 oraz wyprowadzonej linii komo6rkowe;
OVPAS to typu niezroznicowanego raka surowiczego HGSOC. W przypadku
pozostatych komercyjnie dostepnych linii badania weryfikujg nie zawsze trafna
dotychczasows ich klasyfikacje. Tak wigc, duzym osiggnieciem tej pracy jest to, ze
linia komérkowa OVPAS wyprowadzona z komorek wyizolowanych z ptynu
wysigkowego pacjentki ze zdiagnozowanym rakiem surowiczym zostala szczegdtowo
scharakteryzowana i moze stuzy¢ jako model do badan in vitro HGSOC, raka jajnika
bedacego najczesciej wystepujagcym i najgorzej rokujagcym typem tego nowotworu.
Zostata ona udostgpniona innym badaczom, gdyz ztozono ja do dwoch komorkowych

repozytoriow: ECACC i DSMZ.

W pracy Tudrej i wsp. do otrzymania wynikow wykorzystano bardzo wiele metod do
analizy genetycznej, immunocytochemiczne;j, komorkowej, takich jak Short Tandem
Repeat (STR)  Analysis, NGS, analiza kariotypu, FACS, barwienie
immunocytochemiczne, test migracji, RT-PCR, WB, test na chemowrazliwosé i inne.
Jest to duza praca, zwlaszcza jesli si¢ wezmie pod uwage, ze analizie poddano w
sumie 6 linii komérkowych i kazda z nich dodatkowo przebadano na obecno$é¢

mykoplazmy oraz wirusow: HIV, HCV i HBV.




Mam kilka pytan i uwag do Doktorantki:

1. Komorki wyprowadzonej linii sa aneuploidalno/poliploidalne. Maja liczne
aberracje strukturalne 1 liczb¢ chromosoméw od 57 do 67. Pacjentka, od ktore;j
pobrano wysigk byla po wielu cyklach chemioterapii. Zwykle uwaza sig, ze
nastepuje selekcja komorek opornych na leczenie. Czy jednak terapia mogta
doprowadzi¢ do powstania oporno$ci poprzez indukcj¢ poliploidii w niektorych
komorkach? Czy wiadomo Pani na czym polega oporno$¢ zwigzana z
poliploidiag? To ogolne pytanie ma tez odniesienie do danych zamieszczonych
w suplemencie do pracy. Mianowicie, przezywalno$¢ komorek po dziataniu
zwiazkOw cytotoksycznych in vitro mierzy sie zwykle testem okres$lajacym
metabolizm mitochondridow. Spadek metabolizmu ma okreslaé spadek
zdolnosci  proliferacyjnej i zywotnosci. Tymeczasem, chemioterapeutyki
powodujg wzrost ploidii czgsto (moze zawsze) zwigzany z przejSciowym
starzeniem komorek (cellular senescence), a nie ich §miercia. Co gorzej ten stan
poliploidii/starzenia moze by¢ poczatkiem nowych podziatow komorkowych.
Jest to pytanie wykraczajace poza zakres dysertacji, ale zadajac je chcialam
zwrocic uwage na problem, ktory jest zwykle pomijany przez badaczy
okreslajacych testami metabolicznymi stan zywotnosci komorek. Warto wigc,
aby miody naukowiec wiedzial, ze taki problem istnicje. Testy byty
wykonywane  w zaleznosci od stgzenia podanego zwiazku 1 pomiaru
dokonywano testem Alamr Blue po trzech dniach. Po tym czasie traktowania z
pewnoscig w niektorych stezeniach stosowane przez Doktorantke zwiazki
mogg indukowa¢ starzenie/poliploidi¢. Z tego powodu testy pomiaru
metabolizmu s3 coraz czesciej kwestionowane jako wskaznik zywotnosci
komorek nowotworowych. Stare komorki maja obnizony metabolizm, nie
proliferuja, ale zyja. Warto o tym wiedzie¢ na przyszlo$é. Nota bene, czemu
suplementy nie znalazty si¢ w rozprawie doktorskiej?

2. W pracy znajdziemy takie zdanie: ,,When the confluence reaches 100%, the
cells start to grow closer, but still in a monolayer, and without evidence of
massive cell death, which means that they are resistant to anoikis”. Czy
rzeczywiscie na podstawie tej obserwacji mozemy wyciagna¢é wniosek, ze
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komorki OVPAS s3 oporne na anoikis? Jak to koresponduje z bardzo staba
zdolnoscia do migracji tych komoérek? Chciatabym sie dowiedzie¢, co
wiasciwie Doktorantka rozumie przez anoikis?

3. Figura 4 przedstawia zdjecia spod mikroskopu komorek wszystkich linii
komorkowych. Trzy zdjecia komorek OPVAS podpisane sa  nastepujaco:
wascitic fluid”, ,low confluency” i ,high confluency”. Rozumiem, ze ,,ascitic
fluid” oznacza komorki w fazie zaraz po izolacji z ptynu wysiekowego
pacjentki? A pozostale? Czy to juz pozniejsze pasaze? Czy aby wszystkie
zdjecia byly wykonane pod tym samym powigkszeniem?

4. Figura 13B przedstawia wyniki z WB wybranych biatek. Prawidlowa analiza
WB powinna by¢ wykonana na jednym Zelu, aby intensywno$¢ prazkoéw byta
porownywalna. Wiele czasopism nie przyjmuje do druku ,,poci¢tych” blotow.
Prazki biatka referencyjnego HSC70 maja rozng intensywno$¢ dla réznych
komorek. Dlaczego akurat to biatko zostalo wybrane jako referencyjne? Jak
wytlumaczy¢ fakt, ze mRNA podjednostki fibronektyny FN1 jest na podobnym
poziomie w komorkach OVPA8 i OVCAR3, a w komoérkach OVACAR3 w
ogole nie ma biatka?

5. Oprocz  wspomnianych oswiadczen kilku wspotautorow i suplementow
brakuje w tej dysertacji trzeciej strony publikacji oraz abstraktu graficznego z
IJMS, ktory znajduje si¢ na stronic internetowej zespolu pani profesor

Lisowskiej.

Podsumowujac te¢ krotka recenzjg, musz¢ powiedzieé¢, ze nie widze uzasadnienia
przedstawiania dysertacji pani Tudrej w formie zbioru publikacji, jesli moim zdaniem,
jest to tylko jedna publikacja. Ciekawa jestem jak wygladataby dysertacja
przedstawiona w formie klasycznej? Wiadomo, ze dzisiejsza praca naukowa polega na
wspolpracy 1 ze wynikiem tej wspolpracy s wieloautorskie prace. Jednak pomimo
zalaczonych oswiadczen, tacznie z oswiadczeniem Doktorantki, bardzo trudno jest
oceni¢ Jej wkiad w te prace. Jakie doswiadczenia wykonata sama, ktéra dokumentacije

przygotowata samodzielnie? Niektore czasopisma zycza sobie precyzyjnych



o$wiadczef, typu: kto ze wspotautoréw przygotowat poszezegélne rysunki, co oznacza
nie tylko graficzne przedstawienie danych, ale wiodaca role w ich uzyskaniu. Chetnie
si¢ tego dowiem podczas obrony. Jak wyczytalam na stronie internetowej Instytutu,
pani Tudrej ,0d 2014 roku realizuje projekt doktorski w Centrum Badan
Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworéw pod kierunkiem dr hab.
Katarzyny Lisowskiej”. W ciagu szesciu lat mozna by spodziewaé si¢ znacznie wigcej
wynikow, z ktérych nie wszystkie muszg by¢ juz opublikowane w czasopiSmie o
zasiggu migdzynarodowym. Publikacja stanowigca podstawe te] dysertacji zostala
opublikowana w lipcu 2018 roku, ale doswiadczenia do niej musialy by¢ zakonczone
wcezesniej, nawet jesli praca zostala przyjeta do International Journal of Molecular
Sciences jako pierwszego czasopisma, do ktorego ja wystano. Az si¢ prosi, zeby dalej
sledzi¢ i analizowa¢ wyprowadzong lini¢. Czy takie doswiadczenia po opublikowaniu
pracy zostaly wykonane? Jednym stowem, interesuje mnie motywacja Doktorantki do
przedstawienia dysertacji w takiej wtasnie formie i czy prace przegladowe dotaczone
do niej to ustalony zwyczaj w Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularne;j
Nowotworow? Osobiscie, jesli widze tego typu ,,spinke”, to mam wiele watpliwosci
co do wiodacego udziatu Doktorantki w tak przedstawionej dysertacji. A Juz na pewno
nie widz¢ pelnego Jej zaangazowania w przygotowanie dobrej pracy. Dysertacja
sprawia wrazenie jakby nie koniecznie ciekawos$¢ naukowa Doktorantki byla jej

glownym motorem.

Moje krytyczne uwagi dotycza glownie, cho¢ nie tylko, natury formalnej, chociaz
takg oceng dysertacja musiata przej$¢ przed wystaniem do recenzji. Uwazam, ze praca
opublikowana w International Journal of Molecular Sciences jest na wysokim
poziomie i wyprowadzenie stabilnej linii OVPAS stanowigcej model
niskozréznicowanego raka surowiczego jajnika jest duzym osiggnigciem. Chetnie

dowiem sig, czy komorki te obecnie utrzymuja swéj genotyp i fenotyp.

Pomimo przedstawionych zastrzezen, uznatam (chociaz nie bez wahania), ze rozprawa
odpowiada warunkom okreslonym w art.13.ust.]1 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule
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naukowym w zakresie sztuki (Zalacznik do obwieszezenia Marszalka Sejmu RP z dnia
2 grudnia 2014 r.-Dz.U. poz. 1852). Wnosze zatem, chociaz bez entuzjazmu, do Rady
Naukowej Centrum Onkologii- Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie o wszczecie

dalszych etapow przewodu doktorskiego pani mgr Patrycji Tudre;j.

Warszawa, 11.01.2021 ('f/ z2/ 4{; z L;



