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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ

mgr Aleksandry Olszewskiej-Banach pt. ,Rola autofagii i starzenia w chemoopornosci raka
ptuca: analiza in vitro, in vivo i materiatu klinicznego” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab.
Claudine Kieda (promotor) i dr Haliny Was (promotor pomocniczy) w Laboratorium Onkologii
Molekularnej i Terapii Innowacyjnych Wojskowego Instytutu Medycznego.

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy badania mato poznanej roli niedotlenienia w indukcji
starzenia sie komédrek pod wptywem chemioterapii, w szczegélnosci cisplatyny
w niedrobnokomérkowym raku ptuca. Chemioterapia wcigz pozostaje jedna z gtéwnych
metod leczenia raka ptuca. Niestety jej efekty nie zawsze sg zadowalajace, czesto dochodzi do
rozwoju opornosci na zastosowanie leczenie. Jednym z mechanizméw leigcych u podstaw
opornosci na terapeutyki moze by¢ rozwdj starzenia indukowanego terapia (TIS). Dlatego
podjecie tematu starzenia indukowanego terapia i wptywu na nie niedotlenienia uwazam za jak
najbardziej zasadne i ciekawe. Realizowane badania wpisuja sie w realizowang od wielu lat
z sukcesami tematyke zespotu kierowanego przez prof. Claudine Kieda. Zaplanowane
i przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej analizy sq aktualne i istotne z poznawczego
punktu widzenia. Poszerzaja wiedze na temat starzenia komodrkowego indukowanego
chemioterapia w kontekscie hipoksji, autofagii, jak rowniez mozliwosci modulacji tego zjawiska
odpowiednimi inhibitorami. Badania posiadajg wiec réwniez potencjat aplikacyjny, mogacy
w przysztosci wptynaé na skuteczniejszg chemioterapie lub odpowiedni dobér pacjentéw do
leczenia.

Oceniajac strone formalng pracy, rozprawe stanowi przygotowane w jezyku polskim
opracowanie liczace 189 stron. Uktad pracy jest typowy dla dysertacji doktorskich w zakresie
nauk eksperymentalnych, cho¢ w moim odczuciu praca mogtaby by¢ krétsza. Praca obejmuje:
spis tresci, wykaz skrétow, streszczenie po angielsku i po polsku, wstep, zatozenia i cel pracy,
materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, bibliografie oraz opinie komisji bioetycznej
i etycznej. Z technicznego punktu widzenia rozprawa przygotowana jest bardzo starannie; tekst
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jest napisany poprawna polszczyzng, bteddw i literéwek jest niewiele. Posiada czytelng oprawe
graficzng i dobrze opracowane ryciny. Na docenienie zastugujq starannie przygotowane
schematy, jak réwniez imponujaca lista 333 pozycji literaturowych. Uktad pracy jest logiczny
i nie budzi zastrzezen, co dowodzi umiejetnosci Doktorantki do wtasciwego przedstawienia
problemu naukowego i sposobu jego rozwigzania. Taka starannos¢ dodatkowo utwierdza
czytelnika w przekonaniu, iz same badania i analizy laboratoryjne przeprowadzone byty
w sposob zachowujacy najwyisze standardy.

Przechodzgc do oceny merytorycznej, prace rozpoczyna rozbudowany 35-stronicowy Wstep,
szczegotowo przedstawiajacy analizowane w pracy zagadnienia, ktéry dobrze wprowadza
w tematyke badan, uzasadniajac celowos¢ ich podjecia. Autorka omawia kolejno ogding
charakterystyke raka ptuca, starzenie komoérkowe, fenotyp macierzysty, EMT, autofagie,
hipoksje i metabolizm beztlenowy. Rozdziat ten swiadczy o tym, ze Doktorantka wykazuje sie
dobrg znajomoscia i zrozumieniem tematu oraz, ie jest zorientowana w biezgcym
pismiennictwie naukowym.

Cel pracy okreslony jest jednoznacznie i wystarczajgco. Gtéwnym zamierzeniem badawczym
byto zbadanie wptywu niedotlenienia na wywotane terapig starzenie si¢ komérek raka ptuc,
a takze wptywu modulacji metabolizmu beztlenowego oraz autofagii na starzenie sie komoérek
w tych warunkach. Zaplanowano kompleksowe badania in vitro na komdrkach ludzkiego raka
ptuca A549 oraz mysiego raka ptuca Lewisa LLC1 w warunkach normoksji i hipoksj, in vivo
w mysim modelu syngenicznym raka ptuca oraz z wykorzystaniem materiatu klinicznego
pochodzacego od chorych z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca.

Rozdziat Materialy i Metody zostat przygotowany starannie i szczegétowo. Analiza wybranych
zagadnien wymagata zastosowania szerokiego zakresu technik z zakresu biologii komorki
i biologii molekularnej. Stosowane metody obejmowaty min.: metody hodowli komoérkowej
w warunkach normoksji i hipoksji, wyciszanie gendw metodg siRNA, analizy ekspresji genéw na
poziomie transkryptu (wykonane metodami RT-gPCR oraz RNA-seq) i biatka (wykonane
metodami Western blot, barwienia cytochemicznego) oraz szereg testéw funkcjonalnych takich
jak pomiar aktywnosci metabolicznej (test MTT), pomiar proliferacji komoérek (test BrdU),
modulacja metabolizmu beztlenowego i autofagii czy analiza wielkosci i ziarnistosci komorek
oraz ich rozktadu w cyklu komérkowym z uiyciem cytometrii przeptywowej. Dodatkowo
Autorka wykazata sie sprawnym warsztatem analizy sygnalizacji komdrkowej, jak rowniez
umiejetnosciag przeanalizowania danych wielkoskalowych otrzymanych metodg NGS.
Podsumowujac tg czes¢ pracy, uwazam, ze metodyka byta réznorodna i dobrana w sposéb
pozwalajacy na realizacje wyznaczonych zadan. Opis metod zostat przygotowany starannie,
pozwala zrozumie¢ i powtdrzy¢ wykonane eksperymenty. Szerokie spektrum stosowanych
metod badawczych potwierdza dobre przygotowanie Doktorantki do samodzielnej pracy
naukowe;j.



Bardzo wysoko oceniam cze$¢ pracy prezentujaca Wyniki. Poczynione obserwacje s oryginalne
i dostarczajg nowych danych na temat rozwoju opornosci na cisplatyne w liniach komérkowych
raka ptuca w warunkach hipoksji i mozliwosci jej przezwyciezenia przez hamowanie autofagii.
Eksperymenty zostaty dobrze zaplanowane, a ich dokumentacja przedstawiona rzeteinie.
Uzyskane w modelu in vitro wyniki wskazuja, ze hipoksja powodowata wzrost opornosci na
cisplatyne (CIS) poprzez ucieczke od starzenia komérkowego, czego nie zaobserwowano
podczas zastosowania trucizn mikrotubul. Ucieczka przed starzeniem w komérkach leczonych
CIS podczas niedotlenienia zaleina byta od szlaku sygnatowego p53/p21. Co ciekawe,
niedotlenienie powodowato aktywacje autofagii podczas leczenia CIS, a zahamowanie autofagii
poprzez uzycie farmakologicznego inhibitora, hydroksychlorochiny (HCQ) w tych warunkach
zmniejszyto ucieczke przed starzeniem sie komarek raka ptuca. Zastosowanie HCQ hamowato
proliferacje komoérek oraz ekspresje biatek zwigzanych z progresjg cyklu komérkowego, ale
rowniez wigzato sie z indukcja fenotypu sekrecyjnego zwigzanego ze starzeniem, zdolnoscia
komodrek do inwazji i migracji, a takze rozwojem fenotypu macierzystego. Niestety, nie udato
sie ocenic¢ efektéw terapii HCQ in vivo, co bytoby szczegodlnie ciekawe w kontekscie uzyskanych
wynikow in vitro, gdyz zastosowany mysi model nie zadziatat odpowiednio. Nie podano HCQ ze
wzgledu na brak skutecznego zahamowania wzrostu guzéw po podaniu CIS i koniecznos¢
przedwczesnego zakoriczenia eksperymentéw. W pracy analizowano réwniez markery
niedotlenienia i macierzystosci w guzach od pacjentow z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca.
Do tej czesci mam najwiecej pytan i watpliwosci. Badania przeprowadzono na grupie 5 chorych.
S3 to wiec pojedyncze obserwacje, nieznamienne statystycznie ze wzgledu na niewielka liczbe
pacjentow.

o Jakie byly kryteria doboru chorych do badania? Jaki tym histologiczny reprezentuja
analizowane prébki? Jaka byta charakterystyka kliniczna badanej grupy?

e Jak pobierano 2 wycinki guza podczas resekcji chirurgicznej? Czy wiadomo jaka byta
zawartos¢ komoérek nowotworowych w pobranych wycinkach?

e Poprosze o komentarz odnosnie wybranej metody analizy ekspresji markeréw. Czemu
nie oceniano ekspresji na poziomie biatek metoda barwienia IHC? Czy badanie IHC nie
pozwolitoby lepiej uchwyci¢ heterogennosci barwienia poszczegdlnych markeréw in situ
niz analizy na poziomie RNA izolowanego z mieszaniny komérek, dajgcego usredniony
dla danego guza wynik?

Na koniec w Dyskusji Autorka w sposob dojrzaty i krytyczny dyskutuje wyniki wtasne na tle
danych literaturowych. Te czes¢ pracy czyta sie bardzo dobrze. Pokazuje ona dobrg znajomos¢
i ptynne poruszanie sie Doktorantki w tematyce zwigzanej z prowadzonymi badaniami.
Jednoczesnie wybrzmiewa swiadomos¢ ograniczen stosowanych modeli, jak réwniez szeroki
spojrzenie nie tylko na krétko- ale réwniez dtugoterminowe konsekwencje modulacji autofagii,
co swiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Z obowigzku recenzenta, musze zauwaiy¢, ze niestety w prace wkradly sie drobne btedy
merytoryczne, np. kilkukrotnie pojawiajaca sie ,odpornos¢” zamiast ,,opornos¢” w kontekscie
leczenia.



Przestawione wyzej uchybienia nie obnizaja wartosci naukowej pracy. Cele pracy w wiekszosci
zostaly z powodzeniem zrealizowane, a niezrealizowane omodwione szczegétowo. Naleizy
podkresli¢, ze tematyka badan podjeta w pracy doktorskiej jest jak najbardziej istotna
i aktualna, a uzyskane wyniki w sposdéb znaczacy poszerzyly wiedze na temat roli autofagii
i starzenia w chemoopornosci raka ptuca. Przedstawione i przedyskutowane przez Doktorantke
wyniki uwazam za bardzo interesujgce. S3 juz podstawa dobrej publikacji, ktérej Doktorantka
jest pierwszq autorkq: Olszewska A, Borkowska A, Granica M, Karolczak J, Zglinicki B, Kieda C,
Was H. Escape From Cisplatin-Induced Senescence of Hypoxic Lung Cancer Cells Can Be
Overcome by Hydroxychloroquine. Front Oncol. 2022 Jan 21;11:738385. doi:
10.3389/fonc.2021.738385. eCollection 2021.

Podsumowujac, stwierdzam, ze uzyskane wyniki stanowig waine naukowo osiggniecie,
a Autorka rozwiazata postawiony problem badawczy i potrafita poprawnie przedstawic efekty
swojej pracy w rozprawie doktorskiej. Wykazata sie wiedzg, wnikliwoscia badawcza,
umiejetnym wykorzystaniem szerokiego spektrum technik biologii komdrki i biologii
molekularnej oraz umiejetnoscig prezentacji, interpretacji i dyskusji uzyskanych wynikow.
Z petnym przekonaniem stwierdzam, ie przedstawiona 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). Dlatego wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM
o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Olszewskiej-Banach do dalszych etapéw postepowania
doktorskiego. Rownoczesnie, biorgc pod uwage wysoka warto$¢ merytoryczng rozprawy oraz
czesciowo juz opublikowane wyniki pracy, zwracam sie do Wysokiej Rady z wnioskiem
o wyréznienie ocenianej pracy.
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