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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ mgr Agnieszki Szyposzynskiej

Tytul rozprawy: “Wplyw pecherzykow zewnatrzkomorkowych pochodzacych
z mezenchymalnych komoérek macierzystych na zahamowanie aktywnosci biologicznej
nowotworowych komodrek macierzystych raka jajnika.”

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska obejmuje dwa woluminy — jeden, gtéwny,
liczacy 118 stron, zatytutowany ,,Rozprawa doktorska”, oraz drugi, liczgcy 24 strony, ktéry ma
charakter skrétowego omowienia pracy doktorskiej. Drugi wolumin nie zostat zatytutowany,
dla wygody bede go nazywaé ,,Omowieniem”.

Rozprawa doktorska zawiera nastepujgce rozdziaty: Streszczenie w jez. polskim, Streszczenie
w jez. angielskim, Lista publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, Oswiadczenia
wspotautorow, Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej oraz Wnioski.

Omowienie zawiera nastgpujace rozdziaty: Wprowadzenie, Cel pracy, Omdwienie wynikow,
Whnioski, Dorobek naukowy, Bibliogratia.

Prace oryginalne wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej stanowig spdjny cykl badan nad
wpltywem mikropecherzykéw (MV) z mezenchymalnych komérek macierzystych tkanki
ttuszczowej na wlasciwosci komorek raka jajnika.

W pierwszej pracy (Szyposzynska i wsp. 2020) wykonano szczegdtowg charakterystyke
mikropecherzykow izolowanych z medium znad komoérek HATMSC2. Warto zaznaczy¢, ze
jest to linia komorkowa wyprowadzona przez zespot prof. Aleksandry Klimczak, otrzymana
poprzez uniesmiertelnienie komadrek macierzystych brzusznej tkanki thuszczowej od zdrowego
dawcy, za pomocg plazmidow hTERT i pSV402.

Potwierdzono, ze zarowno komdrki HATMSC?2 jak i pochodzace z nich mikropecherzyki
wykazywaty powierzchniowg obecno$¢ markeréw mezenchymalnych komorek macierzystych
(CD73, CD90 i CD105) oraz HLA ABC, zas$ nie wykazywaty obecnosci panleukocytarnego
markera CD45. Rozmiar mikropecherzykdéw wyznaczono dwiema metodami, w izolatach
wykazano obecnos¢ jednorodnej populacji pecherzykdéw o $rednicy ok. 456 nm. Za pomoca
znakowania fluorescencyjnego potwierdzono internalizacj¢ MV przez komorki raka jajnika
(linie komodrkowe ES2 1 OAW42). Wiasciwosci przeciwnowotworowe MV oceniano przy
uzyciu testu MTT i cytometrii przeptywowej. Biatkowy profil wydzielniczy komorek raka
jajnika oceniano za pomocg mikromacierzy przeciwciat.

Obie linie komorkowe internalizowaty MV; mikropecherzyki wywieraty dziatanie
proapoptotyczne i/lub nekrotyczne na komadrki ES-2 i OAW-42 oraz zwigkszaly ekspresje
czynnikdw przeciwnowotworowych w obu liniach komorkowych w poréwnaniu z kontrola.
Komorki OAW-42 wykazaty statystycznie znamienny spadek proliferacji w 3 dobie po
traktowaniu MV w proporcji 100:1, zas w przypadku komoérek ES2 spadek ten byt
nieznamienny. Nasuwa mi si¢ tutaj pytanie — czy tak wysoka proporcja MV nie bedzie




stanowi¢ problemu technicznego w przypadku prob zastosowania MV w terapii? Prositabym
Doktorantke o podzielenie si¢ swoimi przemysleniami w tej sprawie.

Mam jeszcze na marginesie uwagg dotyczaca pochodzenia histologicznego komorek ES2

i OAW-42. Sa to linie komorkowe wyprowadzone dziesiatki lat temu; wyniki wspotczesnych
badanh morfologicznych, genetycznych i in. podaja w watpliwos¢ tradycyjnie przypisywane im
pochodzenie histologiczne [1, 2, 3, 4]. Beufort i wsp. [1] uznajg lini¢ ES2 za pochodzacg z raka
jasnokomorkowego, ale Anglesio i wsp. [2] uwazaja, Ze nie jest to rak jasnokomorkowy,

a Domcke i wsp. klasyfikujg komorki ES2 jako ,,possibly HGSOC” (high-grade serous ovarian
cancer) [3]. Z kolei linia OAW42 przez wiekszo$¢ badaczy uznawana jest za raka surowiczego,
ale nie niskozréznicowanego (high-grade) [3]; watpliwosci budzi jednak fakt, ze w linii tej
wystepuja mutacje w genach ARIDIA i PIK3CA, typowe dla rakoéw jasnokomoérkowych

i endometrioidalnych.

W pracy nr 2 (Szyposzynska i wsp. 2023) testowano wplyw MV na pierwotne linie
komorkowe wyizolowane z materiatu pooperacyjnego i/lub ptynu puchlinowego od 16
pacjentek z nowotworami jajnika (10 pacjentek z niskozréznicowanym rakiem surowiczym,
2 pacjentki z rakiem jasnokomorkowym, 2 z rakiem Sluzowym, 1 z
torbielakogruczolakowlokniakiem, 1 z guzem z przewodu Mullera). Testy wykonano w
uktadach 2D i 3D. MV byly internalizowane przez komorki raka jajnika, co w przypadku
niektorych probek prowadzito do obnizenia aktywnosci metabolicznej komorek i tempa
migracji oraz indukcji apoptozy. Za pomoca mikromacierzy przeciwciat zidentyfikowano
czynniki proapoptotyczne wystgpujace w MV, ktdre mogg mie¢ wptyw na ich
antynowotworowe dziatanie.

Biorge pod uwage zroznicowany wptyw MV na komoérki raka jajnika obserwowany w
przypadku roznych prébek, istotne byloby znalezienie markerow predykcyjnych odpowiedzi na
ten rodzaj potencjalnej terapii. Znalezienie takich markerow moze by¢ trudne, biorge pod
uwage fakt, ze odpowiedZ na MV moze by¢ zréznicowana nie tylko pomigdzy poszczegdlnymi
pacjentami, ale takze wykazywac zréznicowanie w przypadku komoérek od jednego pacjenta.
Widaé to na Ryc. 9, w przypadku trzech sparowanych preparatow komorkowych (OvCa3T

i OvCa3A, OvCal7T i OvCal7A oraz OvCal9A i OvCal9T). W przypadku pacjentki nr 3,

w komorkach z guza obserwujemy antyapoptotyczny efekt MV, a w komdrkach z ptynu
puchlinowego - brak efektu. U pacjentki nr 17 - brak zmian w przypadku komorek z guza,
natomiast obserwujemy efekt proapoptotyczny w stosunku do komorek z ptynu puchlinowego.
Jedynie u pacjentki nr 19 w obu przypadkach obserwujemy efekt terapeutyczny.

Nota bene, wstgpne poszukiwanie markerow predykcyjnych mozna wykonaé na bazie juz
istniejacych wynikow — szukajac korelacji pomigdzy wptywem MYV na poszczegdlne preparaty
komorkowe, a ekspresjg licznych markerow, ktore zostaty oznaczone. W pracy
przeprowadzono bowiem obszerne fenotypowanie (za pomoca FACS, IHC i ¢-RT-PCR)
komorek z tkanki pooperacyjnej i ptynu puchlinowego, pod katem obecnosci markeréw MSC

i CSC oraz markeréw pluripotencji (Oct4 i Sox2), EMT oraz innych wybranych gendéw (m.in.
c-myc, p53 i p21), obserwujgc zréznicowana ekspresje tych markerow w zaleznosci od
pochodzenia komorek.

Na marginesie — w Omdwieniu, Autorka blednie nazywa transkrypty gendéw TP53, p21 1 c-
MYC , transkryptami protoonkogennymi”. TP53 jest genem supresorowym, a nie onkogenem,
a p21 nie zalicza si¢ do zadnej z tych kategorii.

Praca nr 3 (Szyposzynska i wsp., 2024) opisuje wyprowadzenie dwoch ustalonych linii
komorkowych raka jajnika z ptynu puchlinowego od pacjentek nr 3 i nr 7, unie$Smiertelnionych
za pomocg hTERT, oraz szczegdtowa analize¢ tych linii w odniesieniu do wyjsciowych
pierwotnych komorek. Obie linie eksprymuja markery charakterystyczne dla
niskozréznicowanego raka surowiczego (p53 1 PAXS). Akumulacja p53 wskazuje na selekcje
komorek ze zmutowanym genem TP53. Linia OvCa7AhTERT jest przez autorow
rekomendowana jako potencjalny model do badan nad CSC raka jajnika. Charakteryzuje si¢



ona ekspresjg markeréw mezenchymalnych CD90 1 CD105, a takze markerow pluripotencji
SOX2 1 OCT3, oraz markerow CSC - CD133, CD44 1 ALDHI, a takze wyzszg aktywnoscig
metaboliczng i tempem migracji niz komoérki wyjsciowe. Jest to niewatpliwie wartosciowy
model badawczy, jednak w mojej opinii, dla potwierdzenia wtasciwosci CSC konieczne bytoby
oznaczenie tumorogennosci komorek OvCa7AhTERT in vivo.

Jezeli chodzi o ocene prac oryginalnych sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska, to nalezy
podkresli¢, ze jest to obszerny 1 spojny zestaw badan, wykonany z uzyciem szerokiej gamy
nowoczesnych metod badawczych, o niekwestionowanym wktadzie wtasnym mgr Agnieszki
Szyposzynskiej. Prace te przeszly pomyslnie proces recenzji, trudno zatem recenzowac je po
raz kolejny. Moge wigc mie¢ jedynie drobne uwagi i sugestie, ktére zamiescilam powyze;.

Stabszym elementem rozprawy doktorskiej jest, w mojej ocenie, polskojezyczne Omowienie
pracy. Mam tutaj sporo uwag, ktére nie majg na celu podwazenia jakosci badan wykonanych
przez Doktorantke, a jedynie majg za zadanie zwrdcenie uwagi na pewne niedociggniecia. Nie
ulega watpliwosci, ze Doktorantka odebrata swoje wyszkolenie w zespole wysokiej klasy
specjalistow w zakresie badan nad komoérkami macierzystymi. Widac jednak, ze jej wiedza w
obszarze biologii i kliniki nowotworow wymaga jeszcze dalszego szlifu. Bytoby z pozytkiem,
gdyby Doktorantka piszac rozprawe poprosita o konsultacje tekstu kolegow klinicystow (np. dr
Rafal Soznanski, czy dr Marek Murawski). Réwniez prof. Julia Bar mogla wnies¢ wicle
pomocnych uwag do fragmentoéw poswigconych specyfice raka jajnika i zagadnien
klinicznych.

We wstepie Omdwienia pracy Doktorantka referuje epidemiologi¢ raka jajnika bazujgc na dos¢
niefortunnie dobranej pracy (Torre i wsp., Ovarian Cancer Statistics, 2018). Praca ta omawia
szczegolowo statystyki amerykanskie, skupiajac si¢ na réznicach pomigdzy grupami
etnicznymi typowymi dla spoteczenstwa amerykanskiego (np. biali nie latynoscy, czarni,
wyspiarze Azji/Pacyfiku, itp.).

W tym akapicie warto tez zwroci¢ uwage na niuanse terminologii onkologicznej. W
terminologii anglosaskiej stosowany jest powszechnie termin ,,cancer”, ktéry oznacza
~howotwory ztosliwe” (tj. odnosi si¢ do wszystkich nowotwordw ztosliwych: rakdw,
miesakéw, chloniakéw ztosliwych, czerniaka, glejakow). Termin ,,carcinoma” oznacza
natomiast raki czyli ztosliwe nowotwory pochodzenia nabtonkowego. Okreslenie ,,rak
nablonkowy” jest zatem tautologia.

Doktorantka zaczerpneta zdanie z pracy Torre 1 wsp.: Ninety percent of ovarian cancers
(cancers = nowotwory zlosliwe) are epithelial, the most common being serous carcinoma
(carcinoma = zlosliwy nowotwor pochodzenia nablonkowego). Wiasciwe thumaczenie: 90%
nowotwordw ztosliwych jajnika ma pochodzenie nabtonkowe, za$ wsrdd nich najczestszy jest
rak surowiczy. To zdanie zostalo blednie przettumaczone: ,,Rak nabtonkowy jest jednym z
najczestszych typow i stanowi okoto 90% diagnozowanych przypadkdéw raka jajnika”. (Dla
wyjasnienia — pozostate 10% nowotwordéw ztosliwych jajnika, okreslanych jako ,,non-
epithelial cancers”, to heterogenna grupa nowotwordéw - zarodkowych, z komérek plciowych,
ze sznurow plciowych, z komorek ziarnistych, z komoérek Sertoliego czy Leydiga, migsakdw,
itp.). Kolejny przyktad nieprawidtowej terminologii znalaztam na str. 5: ,,[...] w leczeniu
zaawansowanej nabtonkowej postaci raka jajnika”.

Wymieniajac najczestsze typy histologiczne rakow jajnika Autorka zapomniata wymieni¢ raki
jasnokomérkowe (clear cell carcinoma), ktore stanowig ok. 10% rozpoznan.

W kolejnym akapicie Oméwienia Doktorantka podaje btgdng informacje¢: ,,okoto 5% chorych
na nowotwor jajnika umiera”. Jezeli, jak si¢ domys$lam, chodzi tutaj o raki jajnika, to 5-cio
letnie przezycie wynosi ok. 50%, czyli mozna przyjac, ze 50% pacjentek umiera (w ciggu S lat
od diagnozy).

W kolejnych zdaniach Autorka charakteryzuje wzor przerzutowania raka jajnika, niestety
réwniez niezbyt trafnie, nie wspominajgc w ogole o tym, ze rak jajnika szerzy si¢ glownie




poprzez tzw. wszczepy w jamie otrzewnej, w sieci wigkszej (omentum majus) i na powierzchni
narzadow miednicy mniejszej i brzucha, za$ w znacznie mniejszym stopniu droga limfatyczng
i zupetnie marginalnie drogg krwiono$ng. Praca zrédtowa, na ktorej Doktorantka sig oparta
zostata wybrana do$¢ przypadkowo; jest to chifiska praca (Deng i wsp., 2018), ktdra skupia sig
na analizie przezycia pacjentek zdiagnozowanych w stadium IV wg. FIGO, w zaleznosci od
lokalizacji odleglych przerzutéw. Rowniez, gdyby przeczyta¢ dokladnie t¢ prace, to
znajdziemy tam informacje: The most common sites of metastatic ovarian cancer include
peritoneum, liver and lymph nodes. Occasionally, distant sites such as bone and brain may be
involved.

Kolejny akapit dotyczy metod leczenia raka jajnika. Nalezy tutaj zauwazyc¢, ze zalecanym
schematem leczenia u pacjentek z zaawansowanym rakiem jajnika (FIGO II-1V) jest
pierwotna operacja cytoredukcyjna (ang. upfront surgery) i pdzniejsza chemioterapia
(standardowo 6 cykli chemioterapii w oparciu o pochodne platyny i taksany). Natomiast
schemat, ktory Autorka przytacza jako ,,powszechnie stosowang metode”, tj. chemioterapia
neoadjuwantowa (ang. neoadjuvant chemotherapy, NACT) i odroczona operacja
cytoredukcyjna (ang. interval debulking surgery, IDS) jest stosowany tylko u tych pacjentek,
u ktdrych przewiduje sie brak mozliwosci catkowitej cytoredukcji w czasie pierwotnej
operacji. W kazdym przypadku celem operacji jest catkowita cytoredukcja (brak
makroskopowych zmian chorobowych), gdyz tylko catkowita cytoredukcja zwigksza czas
przezycia. Dobrym zrodtem wiedzy w tym zakresie sg rekomendacje Polskiego Towarzystwa
Ginekologii Onkologicznej (PTGO) i ESGO (European Society of Gynecological Oncology),
te drugie, w thumaczeniu na jgzyk polski, rowniez do znalezienia na stronie internetowe;j
PTGO.

Terapie antyangiogenne (bewacyzumab) sa juz obecnie standardowo stosowane w leczeniu
chorych w stadium FIGO IV oraz u pacjentek z niekompletng cytoredukcjg, a takze w leczeniu
podtrzymujacym (maintenance therapy), co wydtuza czas do progresji (ang. progression free
survival, PFS) i calkowity czas przezycia (ang. overall survival, OS). Zaré6wno w Omdwieniu,
jak i we wstepie do pracy nr 1, znajdujemy informacje, Ze terapie antyangiogenne sg (dopiero)
przedmiotem badan klinicznych. Doktorantka w ogoéle nie wspomina o inhibtorach PARP,
ktdre sg obecnie standardowo stosowane w leczeniu podtrzymujacym (olaparyb) u pacjentek

z zaburzeniami rekombinacji homologicznej i stanowia przetom w terapii, dajac wydtuzenie
PFS o ponad 3 lata w poréwnaniu do grupy placebo (badanie kliniczne SOLO1).

Kolejny akapit poswigcony jest nowotworowym komorkom macierzystym (ang. cancer stem
cells, CSC). W tym miejscu brakuje mi dyskusji zagadnienia dotyczacego markerow
nowotworowych komorek macierzystych w raku jajnika. Wedlug mojej wiedzy, nie ma
obecnie konsensusu naukowego co do zestawu markeréw charakteryzujacych CSC w raku
jajnika. W szczegdlnosci marker CD44 jest raczej markerem korelujacym ze ztym
rokowaniem, niz markerem macierzystosci. Tym bardziej wobec faktu, ze zarowno w
ustalonych liniach komérkowych (np. ES2), jak i w preparatach pooperacyjnych odsetek
komérek CD44+ moze siegaé powyzej 90%. Wiele wskazuje na to, ze fenotyp CSC jest
zmienny, a takze wystepuje zjawisko plastycznosci fenotypowej — komorki guza moga
dynamicznie uzyskiwaé fenotyp macierzysty oraz go traci¢ [5,6].

Na zakonczenie musze dodaé, ze troche zaskakujacy jest dla mnie tytul rozprawy doktorskiej.
O ile w tytutach prac oryginalnych wchodzacych w sktad rozprawy mowa jest o ,,pierwotnych
i ustalonych liniach komdrkowych raka jajnika” lub , komorkach raka jajnika”, to w tytule
rozprawy mowa jest o , komorkach macierzystych raka jajnika”. W mojej opinii wlasciwsze
byloby pozostanie przy wyjsciowym okresleniu ,.komorki raka jajnika”. Pomimo wykazania,
ze uzyte w badaniach komdérki eksprymuja (w réznym stopniu i w réznym skiadzie) niektore
z bialek uznawanych za potencjalne markery CSC, nie mozemy uzna¢, ze mamy do czynienia
(wyltacznie?) z CSC raka jajnika. Nie wydaje si¢ rowniez, aby terapia za pomoca
mikropecherzykéw powodowata swoisty efekt w odniesieniu do komorek macierzystych raka
jajnika, W pracy nr 1 wykazano bowiem, ze traktowanie MV nie mialo wptywu na ekspresj¢




biatek powierzchniowych uznawanych za markery nowotworowych komorek macierzystych
(CSC) ani mezenchymalnych komérek macierzystych (MSC). Jezeli Doktorantka nie zgadza
sic z moja oceng, prositabym, aby w czasie obrony sprobowata obroni¢ tezg, ze jej badania
wykazaty wptyw MV na komorki macierzyste raka jajnika.

Podsumowanie

Praca doktorska mgr Szyposzynskiej obejmuje obszerny cykl doswiadczen, opublikowany w
postaci cyklu trzech prac oryginalnych w recenzowanym czasopismie o zasiegu
miedzynarodowym - International Journal of Molecular Sciences (MDPI) w latach 2020, 2023
i 2024. We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem i ma udokumentowany
o$wiadczeniami wspotautoréw wiodacy wktad pracy w powstanie tych publikacji.

Prace te wykorzystuja interesujacy i zlozony uktad badawczy: mikropgcherzyki izolowane

7 mezenchymalnych komorek macierzystych tkanki thuszczowej, komercyjnie dostepne linie
komérkowe raka jajnika, pierwotne komérki nowotworowe jajnika wyizolowane z materiatu
klinicznego, oraz dwie wyprowadzone w ramach niniejszej pracy uniesmiertelnione linie
komorkowe raka jajnika. W tym ztozonym ukladzie wykonano wszechstronne badania wptywu
MV na komérki raka jajnika. Szczegdlnie cenne wydaje mi si¢ wyprowadzenie linii
komorkowej OvCa7AhTERT, ktorg warto byloby przekaza¢ do ogélnodostepnych
repozytoriow komoérkowych, aby inne zespoty badawcze mogly ja wykorzystywac do dalszych
badan.

Warto doda¢, ze Doktorantka ma na swoim koncie znaczacy dorobek pigciu artykutow
oryginalnych, a takze udziat w realizacji dwoch projektow badawczych (jeden finansowany
7 funduszy UE, drugi przez Fundacj¢ na Rzecz Nauki Polskiej) oraz zaangazowanie w
popularyzacje nauki (warsztaty w ramach Festiwalu Nauki, wykiad w liceum).

W mojej opinii, rozprawa doktorska znakomicie wypelnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-
4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, z pézniejszymi zmianami (tj. Dz. U. z 2023
r. poz. 742z pdzniejszymi zmianami), dlatego wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda o dopuszczenie mgr Agnieszki
Szyposzynskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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