Ocena rozprawy doktorskiej
Pani mgr Agaty Borkowskiej zatytulowanej
.Rola autofagii i starzenia w chemoopornosci raka nerki:

analiza in vitro i in vivo”

Mimo duzego postepu w badaniach nad nowotworami, wcigz pozostajg one
jedna z gtownych przyczyn smiertelnosci u ludzi w krajach rozwinietych. Wyniki
ostatnich badan wskazuja, ze w odpowiedzi na chemioterapeutyki, komorki
nowotworowe ulegaja starzeniu a ich obecno$s¢ moze przyczynia¢ sie do
rozwijania chemoopornosci. Zrozumienie powyzszych mechanizméw moze
w przysztosci zwiekszyé powodzenie i skutecznosc terapii antynowotworowych.

Temat ten zainteresowat Panig mgr Agate Borkowska, ktéra wspdlnie
z prof. Claudine Kieda (promotor) i dr Haling Wa$ (promotor pomocniczy)
postawita hipoteze, ze skutecznym rozwigzaniem probleméw chemoopornosci
moze by¢ hamowanie autofagii komérek nowotworowych. Badania w ramach
tego tematu Doktorantka zrealizowata w Laboratorium Onkologii Molekularnej
i Terapii Innowacyjnych Wojskowego Instytutu Medycznego dzigki
finansowaniu m.in., z projektu SONATA-BIS ,Rola autofagii i starzenia
w chemoopornosci komérek nowotworowych: badania in vitro, in vivo i analiza
materiatu klinicznego”, ktérego kierownikiem jest dr Halina Was.

Formalny opis rozprawy

Praca doktorska, napisana w jezyku polskim, ma klasyczny uktad i spetnia
wszystkie wymagania tego typu rozpraw. Prace otwiera Spis rycin podzielony
na Spis figur i Spis tabel, jednak w mojej ocenie te rozdziaty powinny
funkcjonowac oddzielnie jako Spis tabel (bo tabele nie sg rycinami) oraz Spis
rycin (zamiast Spis figur).

Kolejne rozdzialy to Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep,
Zatozenia i Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja i Wnioski. Prace
zamyka bogate PiSmiennictwo (liczace az 335 pozycji), prawidtowo
sformatowane, zawierajace w duzej mierze najnowsze prace dotyczace badanej
tematyki. Ostatnig czescig jest dotaczona kopia zgody komisji etycznej na
wykonane w ramach doktoratu analizy in vivo.

Praca jest obszerna (liczy 226 stron) i by¢ moze to wptyneto na fakt, ze
niestety, liczne sg btedy interpunkcyjne, gramatyczne i sktadniowe. Zdaje sobie
sprawe z tego, ze przy tak duzej objetosciowo pracy nie do unikniecia sg
drobne pomytki literowe; szkoda, jednak ze Doktorantka nie wykonata
dogtebnej korekty w celu zredukowania btedéw jezykowych.

Z obowiagzku Recenzenta zwrdce uwage na kilka potknieé jezykowych:
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- Doktorantka zamiennie uzywa stobw - chemoopornosé
i chemioopornosé a nawet chemoodpornos¢, podobnie
chemoterapeutyki/chemioterapeutyki — warto stosowa¢ jeden zapis w catej
rozprawie;

- czy nie lepszym stowem zamiast ,tranzycja” jest ,przejscie” epitelialno-
mezenchymalne?

- niezbyt fortunne jest sformutowanie — ,komoérki moga uciekaé od
starzenia”

- w jezyku polskim méwimy o starterach a nie primerach do reakgji PCR;

- w Wykazie skrétdw pojawiajg sie czasem dostowne ttumaczenia z jezyka
angielskiego, np. skrot BCL-2, z ang. B-Cell Lymphoma 2 zostat przettumaczony
jako chioniak z komorek B2, ale moze lepiej napisa¢, ze sa to biatka regulujace
proces apoptozy;

- nomenklatura — nazwy ludzkich genéw pisze sie kursywa (Doktorantka
nie zawsze stosuje prawidtowy zapis);

Ocena merytoryczna

Prace otwiera Wstep, zawarty na 23 stronach, podzielony na siedem
podrozdziatéw i zobrazowany piecioma rycinami. W tej czesci przedstawiono
najwazniejsze informacje dotyczace raka nerki i sposobdéw jego leczenia,
wptywu niedotlenienia na nowotworzenie, opisane sa réwniez mechanizmy
chemoopornosci. Duzg uwage poswigcono przedstawieniu procesu starzenia
komorkowego a na koniec scharakteryzowano proces autofagii.

Wstep czyta sie bardzo dobrze, stanowi on wtasciwe wprowadzenie do
lektury dalszych czesci rozprawy. Doktorantka dokonata wyboru
najwazniejszych informacji, przedstawiajac kluczowe aspekty zwigzane
z realizowanym projektem. Jedli miatabym co$ zasugerowaé, to
proponowatabym rozszerzy¢ rozdziat dotyczacy leczenia raka nerki o opisanie
terapii anty-angiogennych, stosowanych z chemioterapiag. W przypadku
licznych nowotworéw, w tym nerki, uzasadnione jest stosowanie lekow
normalizujgcych chaotyczng strukture naczyh krwionosnych, utatwiajgcych
penetracje i dziatanie chemioterapeutykéw. Takim lekiem jest np. Avastin
(Bevacizumab), stosowany w skojarzeniu z interferonem alfa-2a u dorostych
pacjentdw z zaawansowanym i (lub) rozsianym rakiem nerki. Doktorantka zdaje
sobie sprawe z ograniczern chemioterapii piszac na str. 19 ,Badania kliniczne
wykazaly, zZe zaden lek cytotoksyczny stosowany w monoterapii nie
charakteryzuje sie zadowalajgcqg skutecznoscig w leczeniu zaawansowanego
raka nerki" oraz ma sSwiadomos$¢ problemdéw z unaczynieniem w guzie
nowotworowym, o czym $wiadczy, m.in. zdanie (str. 23): ,Nieprawidtowosci
w unaczynieniu przyczyniajq sie do szybszego wzrostu guza oraz ograniczajq
przenikalnosc lekéw do zmienionej chorobowo tkanki. Niedotlenienie moze tez
wplywac negatywnie na skutecznosc¢ dziatania lekéw cytotoksycznych oraz
radioterapii wymagajgcych obecnosci O;". W mojej opinii, warto bytoby
rozszerzy¢ wspomniany watek w dysertagji.
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Po lekturze tej czesci pracy nasunety mi sie nastepujace pytania/uwagi:

str. 21 — Autorka pisze ,Obecnie rekomendowane jest leczenie
z wykorzystaniem inhibitorow kinazy tyrozynowej VEGF (ang. VEGF Receptor
Tyrosine Kinase inhibitors, VEG-TKI) takich jak Pazopanib, Sunitinib oraz
Axitinib” — czy wszystkie wymienione tu réwnorzednie leki dziatajg tylko na
kinazy tyrozynowe w VEGF-R?

Str. 21 - mgr Borkowska opisuje stan niedotlenienia, jako ,patologiczny
fenomen polegajgcy na nie-fizjologicznym obnizeniu poziomu tlenu (O2) w
tkance do ok. 1%." Pragne zwrdci¢ uwage, ze niedotlenienie dla danego organu
bedzie czyms innym i niekoniecznie musi wynosi¢ 1% O, hipoksja to obnizenie
poziomu tlenu ponizej optymalnego (ré6znego dla danej tkanki) poziomu.

W kolejnym rozdziale mgr Borkowska definiuje Zatozenia i cele pracy.
Nalezy podkresli¢, ze zostaly one jasno sprecyzowane - wyszczegdlniono
siedem szczegdtowych zadan badawczych majgcych umozliwi¢ odpowiedz na
pytanie czy modulacja autofagii poprzez jej inhibicje uwrazliwi stare komorki
raka nerki na indukcje $mierci komérkowej i/lub wptynie na wznowienie ich
potencjatu proliferacyjnego i generacje komoérek potomnych w normoksiji
i w hipoksji.

Rozdziat Materialy i Metody zawiera szczegbtowe opisy
przeprowadzonych eksperymentéw, w tym schematy poszczegdlnych
doswiadczen oraz opisy wykorzystanych technik badawczych. Doktorantka
przedstawita bogaty wachlarz zastosowanych procedur, opisujac miedzy
innymi prowadzenie hodowli komérkowych, testy biochemiczne, jak analiza
aktywnosci metabolicznej, oznaczenie aktywnosci B-galaktozydazy, badanie
proliferacji, testy ELISA. Mgr Borkowska wykorzystywata cytometrie
przeptywowa, wykonywata barwienia immunofiuorescencyjne, badata
ekspresje gendw i biatek z uzyciem (odpowiednio) metody PCR w czasie
rzeczywistym i ELISA oraz Western blot. W swoich badaniach Doktorantka
wykorzystata réwniez zaawansowane, najnowsze osiggniecia biologii
molekularnej i we wspolpracy z firma zewnetrzng wykonata analize
transkryptomiczng z wykorzystaniem metody NGS. Oprdcz eksperymentow in
vitro, przeprowadzonych na dwéch liniach raka nerki, wykonata tez badania in
vivo wykorzystujgc mysi syngeniczny model raka nerki.

Zakres metod opanowanych przez Doktorantke wskazuje na duze
zaangazowanie w prace laboratoryjng. Nalezy podkresli¢, ze doswiadczenia
in vitro, w zaleznosci od eksperymentu, charakteryzowaty sie nieco innymi
schematami, ale wszystkie trwaty kilka- a nawet kilkanascie dni i wymagaty
ciagtej aktywnosci laboratoryjnej eksperymentatora.

Opisy procedur sg wyczerpujgce i wystarczajgce do odtworzenia
przebiegu eksperymentéw. Szkoda, ze nie podano numeréw katalogowych
przeciwciat, wykorzystywanych w analizach Western blot i barwieniach - te
informacje moga by¢ przydatne przy probie przeprowadzenie podobnych
doswiadczen. Z drugiej strony, zbyteczne w mojej opinii, jest wielokrotne
powtarzanie danych dotyczgcych producenta danego odczynnika - wystarczy
podac je raz.
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Do tej czesci mam nastepujace pytania/uwagi:

Str. 42 — Tabela 1 przedstawia stezenia uzytych chemioterapeutykow, nie
wiadomo jednak na jakiej podstawie zostaty one wybrane. Te informacje
znajduja sie dopiero duzo pdzniej, w opisie wynikdw (Tabela 14). Podobna
sytuacja dotyczy Tabeli 2 (str. 45), gdzie zabrakto informacji na jakiej podstawie
dokonano wyboru dawek do badan in vivo.

W kilku miejscach, np. str. 42, 43, 64 podano btedne odwotania do
rozdziatéw opisujacych schemat przeprowadzenia doswiadczen (np. Rozdziat
4.1. zamiast 7.1)

Na str. 46 podobna niescistos¢ dotyczy cytowania tabeli (Szczegétowy
opis znieczulenia zostat przedstawiony w Tabeli 3 a nie jak napisano w Tabeli
7).

W tabeli 5 (str. 50) i tabeli 7 (str. 56) podsumowujacych uzyte przeciwciata
do barwierh immunofluorescencyjnych i analizy Western blot, pojawia sig
termin ,klonalnos$¢”. Termin ten oznacza raczej zdolnos¢ pojedynczej komorki
do proliferacji i tworzenia kolonii a nie jak rozumiem réznice dotyczace
rozpoznawania jednego albo wielu epitopéw danego antygenu.

W tabeli 7 (str. 56) przedstawiono dane na temat wykorzystania roznych
przeciwciat (z réznych firm) np. dla biatka p21 czy p62, jednak nie podano
z czego wynika koniecznos¢ zastosowania odmiennych przeciwciat.

W opisie testu ELISA na str. 59 pojawia sie sformutowanie ,przeciwciato
przechwytujace”. Nie spotkatam sie z takim okresleniem tzw. capture antibody,
zazwyczaj mowi sie o przeciwciatach optaszczajacych (przeciwciata
opfaszczaja/pokrywaja studzienki ptytki).

W opisie rozdziatu 7.2.12.1. Analiza morfologii jgder komodrkowych
zastanawia mnie jak definiowano i analizowano komérki z jgdrami o normalnej
wielkosci, co to znaczy normalna wielko$¢? Przyktadowe zdjecia obrazujace
zidentyfikowane cztery rodzaje komérek zaprezentowane na Ryc. 9 sg bardzo
przekonujace, jednak na pewno zdarzaty sie tez obrazy, ktorych analiza nie byta
tak oczywista. Jakie przyjeto kryterium klasyfikacji do poszczegélnej grupy?

Mam nadzieje, ze powyzisze uwagi, w wiekszosci edytorskie, beda
pomocne, np. przy redagowaniu manuskryptéw, opisujacych ciekawe wyniki
uzyskane w tej dysertacji.

Rozdziat Wyniki zostat przedstawiony na ponad 40 stronach, zawiera az
61 rycin i szes¢ tabel. Doktorantka przeprowadzita szereg doswiadczen in vitro,
na liniach raka nerki (gtéwnie na ludzkiej linii RCC4), analizujgc wptyw trzech
lekéw  cytotoksycznych:  winblastyny  (VIN), 5-Fluorouracylu  (5-FU)
i gemcytabiny (GEM) stosowanych jako induktoréw starzenia komérkowego.
W dalszych analizach, mgr Borkowska skupita sie na okresleniu roli autofagii
w starzeniu komérkowym. W ramach tego zadania postawita dwa gtéwne
pytania: 1) czy inhibicja autofagii na wczesnym etapie, moze wplynaé¢ na
indukcje starzenia oraz 2) czy zahamowanie autofagii na pdéznym etapie,
w starych komoérkach, wptynie na ich przezycie lub zdolnos¢ do reaktywacji
proliferacji W ramach tych badan, Doktorantka zastosowata zaréwno

4|Strona

Y

-

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydzial Biochemii,

Biofizyki i Biotachnologii

Zakiad Biotechnoiogii

Medyczne)

Prof. dr hab. Agnieszka toboda

ui. Gronostajowa 7

PL 30-387 Krakdw

tel. +48 12 664 8412

fax. +48 12 664 8918
agnieszka.loboda@uj edu pl

hetp.//hotka mol uj edu.pl/zbm



genetyczne wyciszenie ekspresji gendw zaangazowanych w regulacje autofagii
(specyficzne siRNA targetujace ATGS5, ATG7, BECNT oraz ULKT) a takze
farmakologiczne inhibitory autofagii, takie jak hydroksychlorochina (HCQ)
i bafilomycyna A1 (BafA1).

Pragne podkresli¢, ze ta czes¢ jest bardzo starannie przygotowana, wyniki
zostaty prawidtowo opisane, Doktorantka klarownie ttumaczy koniecznosé
przeprowadzenia kolejnych eksperymentéow. Na pochwate zastuguja
przejrzyste ryciny z wyczerpujacg legenda. Zataczone zdjecia komérek czy
wynikow barwienia i analiz Western blot sg bardzo dobrej jakosci. Do
najwazniejszych  wynikdbw analiz in vitro nalezy wykazanie, ze
chemioterapeutyki (gtéwnie winblastyna) wywotujg starzenie komoérek raka
nerki a efekt ten nie jest zalezny od poziomu tlenu. Co istotne, obserwowano
zroznicowany efekt hamowania autofagii na indukcje starzenia — inhibicja
wczesnych etapow tego procesu nie wplywata m.in. na proliferacje komérek,
ale farmakologiczne zahamowanie péznej autofagii prowadzito do indukg;ji
$mierci komoérkowej oraz blokady cyklu komoérkowego. Dogtebne analizy
transkryptomiczne pozwolity na wskazanie puli gendéw, ktdére moga mieé
znaczenie dla generacji komérek potomnych w niedotlenieniu. Dzigki analizie
NGS wytypowano grupe genow, ktorych ekspresje postanowiono potwierdzi¢
metodg PCR w czasie rzeczywisty. Takie dziatanie jest w petni uzasadnione
i powszechnie praktykowane. Doktorantka przenalizowata ekspresje genéw
kodujacych HO-1, PLK-1, VEGFC, CDC20, BMP2, NEK2, IGFBP-3, GTSE1, C3
i ROBO1. Dla wiekszosci z nich potwierdzono podobny wzér ekspresji jak
w analizie NGS. Szkoda, ze w przypadku niektdrych genéw nie podano nawet
ich nazw ani zadnych informacji na temat ich funkgji/roli w nowotworzeniu (np.
CDC20, NEK20).

Doktorantka poddata uzyskane wyniki analizie statystycznej, na
wykresach w bardzo przejrzysty sposéb zaznaczono pordwnanie np. wplywu
badanych chemioterapeutykéw wzgledem kontroli. Zastanawia mnie jednak,
czy przeprowadzano poréwnanie np. wptywu danego zwigzku w normoksiji
i hipoksji. Czy te efekty nie byly istotne statystycznie czy taka analize
wykonywano tylko w nielicznych sytuacjach? Np. na Ryc. 12E, efekt 10 pM lub
100 uM 5-FU jest widoczny w normoksiji, ale nie w hipoksji, ale nie zaznaczano
istotnosci statystycznej. Podobnie w przypadku Ryc. 17, nie ma zaznaczonej
statystyki pomiedzy normoksjg i hipoksjg a tytut ryciny brzmi ,VIN i GEM
w niZzszym stopniu promujq rozwdj fenotypu starzeniowego komérek mysich
w hipoksji niz w normoksji”. Na jakiej podstawie wysunieto taki wniosek?
Réwniez w przypadku Ryc. 18, zatytutowanej ,Niedotlenienie nie wplywa na
indukcje starzenia pod wptywem 5-FU w komérkach mysich”, wydaje sie, ze nie
analizowano réznic pomiedzy normoksjg i hipoksjg a nadrzednym celem tych
analiz byto okreélenie wptywu 5-FU na komoérki RenCa. W zwigzku z tym,
zastanawiam sie, czy bardziej odpowiednim nie bylby tytut ,5-FU indukuje
starzenie w komédrkach mysich”.

Analizujac te czes$¢ rozprawy nasunety mi sie jeszcze nastepujace pytania:

- Czy w badanym uktadzie eksperymentalnym
w warunkach niedotlenienia potwierdzono aktywacje czynnika HIF-1a?
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- Ciekawe jest to, ze w niedotlenieniu nie zmienia sie poziom zaleznego
od HIF-1 czynnika GAPDH (wyniki analiz Western blot np. Ryc. 21A, 22 A, 24A,
42A) ani biatek angiogennych regulowanych przez niedotlenienie — np. IL-8,
VEGF (Ryc. 23 A, B). Czy Doktorantka spodziewata sie takiego wyniku?

- Prosze o wyjasnienie co oznacza legenda ,1+5" albo ,1+7" na Ryc. 43

- Czy poréwnanie grup ,5-FU" i ,5-FU + HCQ" na Ryc. 48D nie jest istotne
statystycznie?

W drugiej czesci analiz, przeprowadzono badania in vivo, ktére miaty na
celu sprawdzenie, czy zahamowanie autofagii moze wptywa¢ m.in. na tempo
wzrostu guza. W badaniach wyodrebniono myszy otrzymujace winblastyne
oraz takie, ktérym dodatkowo podawano inhibitor autofagii, HCQ, w dawce 30
mg/kg. W trakcie doswiadczenia zaobserwowano bardzo duzg $miertelnos¢
zwierzat oraz liczne zmiany i nieprawidtowosci w anatomii wielu organéw,
gtéwnie uktadu pokarmowego. Pomimo braku réznic w wielkosci guzéw
pomiedzy analizowanymi grupami myszy, Doktorantka przeprowadzita dalsze
badania, np. ekspresji czynnikbw regulujacych proces EMT, markeréw
macierzystosci, czynnikédw zapalnych czy regulatoréw limfangiogenezy. Mgr
Borkowska nie obserwowata réznic w poziomie badanych czynnikow.
Zastanawia mnie stwierdzenie (str. 143): ,Nie zaobserwowano zmian w ekspresji
biatek HIF-1a i HIF-2a co wskazuje na brak wptywu HCQ na hipoksje”. Prosze
Doktorantke o wyjasnienie jak HCQ mogtby wplywac na hipoksje. Niektére
wnioski wydaja mi sie nieco zbyt mocne, np. na str. 143 mgr Borkowska pisze,
ze ,Odnotowano jedynie wyzszq ekspresje biatka GpX1, co wskazuje na
aktywacje odpowiedzi antyoksydacyjnej”. Wydaje mi sie, ze zmiana poziomu
jednego biatka, przy rownoczesnym braku np.
w poziomie HO-1, nie jest wystarczajgca do stwierdzenia indukcji odpowiedzi
antyoksydacyjnej. Podobnie, analiza ekspresji czynnikéw zapalnych czy
regulatorow limfangiogenezy dotyczyty tylko wybranych czynnikéw, tj. CD45
oraz LYVE-1, gdzie nie zaobserwowano wptywu HCQ, jednak do wyciagniecia
wniosku, ze np. zahamowanie autofagii nie wptynelo na odpowiedz
immunologiczng i limfangiogeneze (str. 143), wskazane bylyby dalsze analizy.

Na koniec oceny tej czes$¢ dysertacji zwrdce jeszcze uwage na drobne
niescistosci dotyczace sposobu prezentacji niektérych wynikéw — np. na Ryc.
59 H-K, 60 B-E 0s Y nie zaczyna sie w pkt 0, co moze by¢ mylace. Ponadto,
w przypadku legendy niektorych rycin, np. Ryc. 62, Ryc. 64 — Ryc. 71, zbedne s3
dane dotyczace analizy statystycznej, bo nie obserwowano tam opisanych
istotnosci statystycznych.

Bardzo ciekawym rozdziatem rozprawy jest do$¢ rozbudowana Dyskusja.
Doktorantka ze swoboda interpretuje swoje wyniki i w przemyslany sposéb
analizuje je na tle danych literaturowych. Mgr Borkowska cytuje wiele nowych
i najnowszych publikacji wskazujgc zarébwno na podobienstwa jak i réznice
w wynikach uzyskanych przez inne grupy badawcze. Te czes¢ czyta sie bardzo
dobrze, cho¢ mogtaby by¢ ona podzielona na podrozdziaty i/lub zobrazowana
graficznym podsumowaniem.

W dyskusiji, na str. 161, Doktorantka pisze ,Wsrod nich odnotowano tylko
cztery geny kodujqgce biatka, ktorych ekspresja byta nizsza w hipoksji: HMOX1,
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KLRG1, H3C10 oraz PSATI. Nie sq to biatka powszechnie wigzane
z funkcjonowaniem komérek nowotworowych czy depoliploidyzacjq”. Nie jestem
przekonana, ze zaklasyfikowany tu gen HMOX1, ktéry koduje oksygenaze
hemowa-1, powinien by¢ na tej liscie. Zaréwno wiasne doswiadczenie a przede
wszystkim dane z bazy PubMed (wyszukiwanie stow HO-1 cancer ujawnia
ponad 1490 publikacji) wskazujg, ze HO-1 jest Scisle zwigzany z biologig
komérek nowotworowych.

Podsumowanie

Stwierdzam, iz mgr Agata Borkowska przeprowadzita dobrze
zaplanowane doswiadczenia, odpowiednio je zinterpretowata i opisata w pracy
doktorskiej. Uzyskane wyniki poszerzajg wiedze na temat chemoopornosci
komérek nowotworowych i stanowig wazny gtos w opracowaniu terapii
nowotwordw, szczegdlnie raka nerki.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668)
i stanowi dowdd na posiadang przez Doktorantke wiedze teoretyczng
i praktyczng znajomos¢ technik metod biologii molekularnej niezbednych do
prowadzenia pracy badawczej.

W zwigzku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani
mgr Agaty Borkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,

,%4/@ bolode

Agnieszka toboda
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