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Ocena Rozprawy Doktorskiej
mgr Aleksandry Olszewskiej-Banach
pt.: ,Rola autofagii i starzenia w chemoopornosci raka pluca: analiza in vitro, in vivo i
materialu klinicznego”,
wykonana zgodnie z uchwaly Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego z dnia 07 czerwca 2023 r.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Aleksandry Olszewskiej-Banach
zostata napisana w jezyku polskim i przedstawiona do recenzji w postaci wydruku na 178
stronach. Uktad dysertacji jest tradycyjny i zawiera wszystkie wymagane rozdzialy w tym
jednobrzmigce streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis treéci, wykaz stosowanych
skrotow, spis rycin i tabel, wstep, cel badan, material i metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz
wykaz pi$miennictwa. Rozprawa zawiera 7 tabel, 48 rycin oraz 333 pozycje piSmiennictwa, z
czego znakomita wigkszo$¢ pochodzi z ostatnich 10 lat. Do pracy dotaczono takze
dokumentacje Komisji Bioetycznej oraz Etycznej, zawierajacg zgode na przeprowadzenie
badan na zwierzgtach oraz z wykorzystaniem materiatu klinicznego, pozyskanego od pacjentéw
z nowotworem pluc. Badania prowadzone przez Doktorantke¢ byly finansowane w ramach
projektu badawczego Sonata Bis z Narodowego Centrum Nauki, ktdrego kierownikiem jest dr
Halina Was, bedaca promotorem pomocniczym w niniejszym przewodzie doktorskim. Czesé
wynikéw zawartych w rozprawie byla opublikowana w recenzowanym czasopi$mie Frontiers
in Oncology a Doktorantka jest pierwszym autorem publikacji.

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy znaczenia proceséw autofagii oraz starzenia w
opornosci komodrek nowotworowych raka pluc na chemioterapi¢. Doktorantka podj¢ta si¢
weryfikacji zalozen pracy na kilku modelach, w tym komérkowym dwdéch linii komérkowych
reprezentujacych nowotwor phluc, zwierzecym syngenicznym modelu raka pluc oraz na



probkach guzéw pobranych od pacjentéw z nowotworem pluc. Poruszane przez Doktorantke
zagadnienia s3g wazne, gdyz dotychczas nie ustalono jednoznacznie znaczenia zjawiska
starzenia dla rozwoju nowotworéw, odpowiedzi na leczenie i udzialu w mechanizmach
przerzutowania. Wspoélistnienie zjawiska starzenia wraz z innymi procesami komérkowymi,
jak autofagia, apoptoza i inne, sprawia, iz zadanie to jest ambitne i wymaga przemyslanego
toku prac badawczych, ktére wszechstronnie analizuje procesy zachodzace w odpowiedzi na
dziatanie badanych czynnikéw. Ponadto, wprowadzenie do modelu badawczego parametru
zréznicowanej dostgpnosci tlenu, dodatkowo komplikuje horyzont obserwacji. Byé moze z tego
wzgledu opisywane zjawiska s3 trudne do precyzyjnego uporzadkowania a badania w tym
zakresie wysoce pozadane. Podjeta przez Doktorantke tematyka badawcza jest bardzo aktualna
a wyniki z zaplanowanych badan moga mie¢ istotny charakter poznawczy.

Wstep pracy wprowadza czytelnika w tematyke nowotworéw phuc, obecnego standardu
terapii oraz nowych kierunkéw terapii, w tym immunoterapii, terapii celowanej oraz innych
procedur medycznych rozwijanych w powyzszym wskazaniu. Nastepnie Doktorantka opisuje
procesy starzenia si¢ komorek i szlakéw molekularnych zaangazowanych w regulacje tego
procesu, sposob jego identyfikacji, wreszcie znaczenia starzenia komérek w kontekscie terapii
przeciwnowotworowej. W kolejnych akapitach Doktorantka charakteryzuje proces autofagii (a
wiasciwie proces makroautofagii) oraz znaczenie hipoksji dla rozwoju nowotworu i jego
odpowiedzi na chemioterapi¢. Caly rozdzial wzbogacaja estetyczne ilustracje, ktére
schematycznie obrazujg opisywane zlozone szlaki sygnatowe, umozliwiajac czytelnikowi ich
lepsze rozumienie. Wstep jest napisany plynnie i logicznie uszczegétawia opisywane zjawiska.
Towarzysza mu jednak liczne bledy interpunkcyjne i niezrecznosci stylistyczne, jak np.
sformutowania: ,,...pacjenci, ktérzy nie reaguja na operacje...” (str. 18), » Wiekszo$¢ pacjentow
to kandydaci niechirurgiczni...” (str. 19), ,,Okoto 40% pacjentéw jest w stadium IV... (str. 19),
»Niektore geny, ktére majg role w wyplywie lekow...” (str. 45) i inne. Nalezaloby takze unikaé
w tekstach naukowych sformutowan typu ,ten, ta, to”, ktére bywaja mylace lub wymuszajg
powr6t do wezesniejszych tresci a odwolywaé si¢ precyzyjnie do opisywanych zjawisk. W
moim przekonaniu zabraklo takze we Wstepie podsumowania, ktére syntetycznie
wskazywatoby na najwazniejsze dla Doktorantki elementy opisywanych zjawisk i uzasadnienie
podjetych badan wraz z hipoteza badawcza.

We Wstgpie Doktorantka wspomina, iz stare komoérki tworza z sgsiadujgcymi
komoérkami mostki cytoplazmatyczne, zapewniajgce miedzy soba bezposredni transfer biatek
(str. 28). Czy Doktorantka moglaby szerzej oméwi¢ to zjawisko. Czy wystepuje ono takze w
warunkach fizjologicznych i jakie biatka sg przekazywane? Jakie jest znaczenie tego zjawiska
w procesach patologicznych? Prositabym takze o doprecyzowanie jakie terapie senolityczne
ma Doktorantka na mysli, piszac iz moga one zapobiega¢ lub opézniaé proces zwigzanych z
wiekiem dysfunkcji tkanek (str. 23).

Nastgpnie Doktorantka formutuje 6 celow pracy, ktére dotycza: okreslania dawek
badanych lek6éw indukujacych starzenie si¢ komérek raka pluc, ocenie znaczenia hipoksji dla
procesow starzenia komérek i tranzycji epitelialno-mezenchymalnej, oraz nabywania fenotypu
macierzystego, a takze okreslenia znaczenia modulacji aktywnosci enzymu LDHA i procesu
autofagii w starzeniu komérkowym. Doktorantka zaplanowala takze weryfikacje obserwacji w



modelu zwierzgcym oraz ocen¢ markeréw molekularnych hipoksji i starzenia w materiale
klinicznym raka ptuc.

Do realizacji celéw badawczych Doktorantka wykorzystala wszechstronny zakres
metod badawczych, opartych na analizach biochemicznych i z zakresu biologii molekularne;j
(hodowle komérkowe, wyciszanie genéw, cytometria przeplywowa, analizy Western blot,
1tPCR, sekwencjonowanie NGS, testy biochemiczne zywotnosci, proliferacji, ocena autofagii
oraz inne). Wyniki analizowano statystycznie z wykorzystaniem programu GraphPad Prism.
Poszczegoblne procedury eksperymentalne i potrzebne do nich materialy oraz odczynniki
zostaly opisane w sposdb wyczerpujacy i nie budzg zastrzezen. Aby oceni¢ wpltyw warunkow
hipoksji na analizowane parametry, Doktorantka prowadzita hodowle w komorze hipoksyjne;j
i porownywala otrzymane wyniki z hodowlg w warunkach normoksji. W rozdziale Materiaty i
Metody zawarto takze opis ogdlnego schematu eksperymentu (str. 51), ktéry byt
modyfikowany w zalezno$ci od wykonywanych analiz. Doktorantka powinna w tej sekcji
zawrze¢ pelen opis schematoéw badawczych i ich modyfikacji, ktore niepotrzebnie sa opisywane
w rozdziale Wyniki. Doktorantka opisujac schemat badawczy wspomina takze, iz wzorujac sie
na schemacie podawania chemioterapii pacjentom, przeprowadzono dlugotrwale
eksperymenty, w ktérych komorki ludzkiego raka pluc poddano dziataniu chemioterapeutykow
— cisplatyny, docetaxelu oraz winorelbiny. Jednakze, jak wynika z opisu na str. 66, dzialanie
badanych cytostatykéw trwalo jedynie 24 h, zatem sformulowanie o dhgotrwalym ich
oddziatywaniu jest niefortunne. Doktorantka wspomina takze, iz docelowo badane substancje
byly rozcieficzane w medium hipoksyjnym, jednakze w opisie hodowli komérkowych nie ma
informacji czym jest medium hipoksyjne i w jakim zakresie jego sktad jest odmienny od
medium stosowanego w hodowli w warunkach normoksji.

Poprositabym takze Doktorantk¢ o doprecyzowanie informacji na temat sporzadzania
roztworu macierzystego cisplatyny, ktéra jak wynika z opisu na str. 51, byla rozpuszczana w
PBS do st¢zenia 7,5 mM (czyli okoto 2,25 mg/ml). Jak wynika z dostepnych informacji takze
na stronie Sigma, gdzie zakupiono odczynnik, cisplatyna ma ograniczong rozpuszczalno$é w
PBS, i tylko w PBS z zawartoscig NaCl, do 1 mg/ml, podczas gdy rozpuszczalno$¢ w DMSO
jest do 10 mg/ml.

Rozdziat Wyniki przedstawia w logiczny, usystematyzowany sposob zebrane
obserwacje, ktore ilustruja liczne wykresy i zdjgcia. Jako$é zawartych Rycin jest wysoka i nie
budzi zastrzezen. Doktorantka zgodnie ze sformulowanymi celami pracy weryfikowata kolejne
zalozenia, krétko podsumowujac kazda z najwazniejszych obserwacji. Ze wzgledu na
zlozono$¢ modelu eksperymentalnego, taka forma opisu pozwala na akcentowanie
najwazniejszych spostrzezen i nawiguje czytelnika wsréd licznych wynikéw. Podobnie jak we
Wstepie, w tek$cie pojawiajg si¢ usterki interpunkcyjne i stylistyczne oraz kilka sformutowan
ktore sg niefortunne, jak np.: leczenie komoérek/terapia CIS (jednak w badaniach in vitro méwi
si¢ o traktowaniu komorek lub oddziatywaniu na komérki), spadki aktywnosci/akumulacji
(raczej zmniejszenie/hamowanie aktywnosci), macierzystos¢ komoérek (raczej fenotyp
macierzysty). Takze w kilku miejscach rozdziatu Wyniki znajduja odwolania do obserwacji
innych autoréw, dotyczace raka okrgznicy (str. 74, 85), ktére powinny by¢ umieszczone w
Dyskusji pracy doktorskiej. Odnoszac si¢ natomiast do zakresu merytorycznego wynikow,



moim zdaniem w prezentacji obserwacji wspéldziatania CIS + HCQ (Ryc. 4.21-4.27), powinny
by¢ takze zawarte obserwacje dla komoérek kontrolnych, nietraktowanych oraz traktowanych
tylko HCQ. Wiadomo bowiem, iz sama HCQ wplywa na zmiany markeréw autofagii (jak
MAP-LC3) i nie mozna wykluczy¢ jej udzialu w obserwowanych zmianach ekspresji innych
bialek. Zmiany ekspresji moga takze by¢ odpowiedzig na niedotlenienie i mie¢ wplyw na
reakcje komdrek na dodatkowa obecnosé cisplatyny. Z kolei, przy prezentacji wynikow
Western blot i oznaczaniu form fosforylowanych, powinna by¢ zawarta informacja, jaka
pozycja bialka jest fosforylowana (np. p-cdc-2, p-S6), a wéréd wykrywanych biatek, oznaczana
takze forma catkowita (Ryc. 4.12, 4.17, 4.24). W przypadku aktywacji kinazy mTOR,
zaangazowanej w indukcj¢ autofagii, takze jej status fosforylacji powinien by¢ analizowany
(Ryc. 4.17).

Analiza NGS jest ciekawa czgs$cia prezentowanych wynikéw, gdyz pozwala na
uzyskanie szerszego obrazu zmian wewnatrzkomérkowych pod wptywem oddziatywania CIS
i CIS + HCQ. Analiza bioinformatyczna pozwolila na wskazanie grup genéw, ktére ulegaja
hamowaniu/aktywacji pod wplywem oddzialywania badanych czasteczek w warunkach
hipoksji/normoksji. Waznym wnioskiem z przeprowadzonej analizy jest sp6jnosé analiz NGS
zmian gen6w cyklu komérkowego, replikacji i naprawy DNA po traktowaniu HCQ z wynikami
badan in vitro, co uwiarygadnia dodatkowo przedstawione przez Doktorantke obserwacje.

Doktorantka podjeta prébe oceny znaczenia hamowania autofagii z uzyciem HCQ w
modelu in vivo raka phuc myszy traktowanych cisplatyna. Doktorantka wskazuje jednak na
konieczno$¢ przerwania doswiadczen, ze wzgledow etycznych. Badania na modelach
zwierzgcych s obarczone duzym ryzykiem i czgsto wymagajg optymalizacji w zakresie
schematu badawczego. Nalezy w tym miejscu doceni¢ uczciwo$é Doktorantki i zawarcie tej
czgsci badan w pracy doktorskiej, mimo, iz nie udalo si¢ ich przeprowadzi¢ zgodnie z
zatozeniami. Poprositabym jednak Doktorantk¢ o komentarz, z jakis wzgledéw zaplanowano
podawanie HCQ dopiero po 3 tygodniach podawania cisplatyny? Czy w przysztych pracach
nie nalezaloby rozwazy¢ jednoczesnego podawania HCQ z CIS od poczatku traktowania
zwierzat, oraz uwzgledni¢ grupy otrzymujace tylko CIS i HCQ?

W ostatniej sekcji Wynikéw, Doktorantka weryfikuje obecno$é markeréw hipoksji,
ktore jak wynikato z badar in vitro, moduluja odpowiedZ komérek na cisplatyne. Doktorantka
wykazala, iz w wycinkach raka phuc pacjentéw, identyfikuje si¢ zmiany ekspresji HIF-1, HIF-
2 oraz markeréw fenotypu macierzystego komérek (ALDH1A, NANOG oraz OCT-3/4).
Wydaje si¢ jednak, iz bez informacji na temat leczenia pacjentéw w kontekscie cisplatyny i
weryfikacji wynikéw w obrgbie wycinkéw pobranych od pacjentéw leczonych/nieleczonych
cisplatyna, wnioskowanie o istotnosci obserwowanych zmian ekspresjii w kontekscie
prognozowania odpowiedzi na chemioterapi¢ lekami platynowymi, jest przedwczesne.

Dyskusja jest mocng strong przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej. W sposob
zrgezny Doktorantka konfrontuje swoje obserwacje z wynikami innych autoréw. Wskazuje
takze, na elementy ktére wymagaja dalszej analizy i pozostajg niejednoznaczne. Liczba
cytowan biezacej literatury wskazuje na bieglos¢ Doktorantki w opisywanej tematyce
badawczej oraz gruntowne zrozumienie zlozonosci opisywanych zjawisk. Moja uwaga
krytyczna dotyczy jedynie zawarcia na poczatku Dyskusji (str. 113) szesciu sformutowanych
w postaci podpunktéw wnioskéw z przeprowadzonych badan, ktére powinny zostaé zawarte w



rozdziale Wnioski, ktéry z kolei w swoim opisowym charakterze nie daje jasnego obrazu, ktore
z postawionych celéw zostaly zrealizowane i jakie efekty udato si¢ uzyskaé. Jak wynika z
wnioskéw zawartych w Dyskusji, hipoksja korelowala z opornoscig komoérek raka pluc na
chemioterapi¢ czemu towarzyszylo zjawisko ucieczki przed starzeniem regulowane przez szlak
zalezny od biatek p53/p21. Ponadto, hamowanie procesu autofagii zmniejszato ucieczke przed
starzeniem zwigkszajgc efekt cytotoksyczny cisplatyny oraz modulowato ekspresje biatek
fenotypu macierzystego komorek.

Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
stanowi oryginalne opracowanie istotnego problemu badawczego jakim jest znaczenie
proceséw starzenia w odpowiedzi komdrek nowotworowych na chemioterapie. Doktorantka
realizowala badania na modelach raka pluc, ale nalezy zauwazyé iz opisywane zaleznosci
molekularne pomigdzy starzeniem komorek, autofagia i oddzialywaniem warunkéw
niedotlenienia, mogg mie¢ charakter uniwersalny. Doktorantka wykorzystata szeroki wachlarz
modeli badawczych oraz technik eksperymentalnych by zrealizowaé¢ postawione cele
badawcze. Zawarte w recenzji uwagi krytyczne nie umniejszaja wysokiej wartosci
merytorycznej przedstawionej rozprawy doktorskie;j.

Dlatego stwierdzam, iz recenzowana rozprawa doktorska mgr Aleksandry
Olszewskiej-Banach spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pézn. zm.) i wnioskuje
do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie mgr Aleksandry Olszewskiej-Banach do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.




