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Warszawa, 18 sierpnia 2023

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agaty Borkowskiej
pt. ,, Rola autofagii i starzenia w chemoopornosci raka nerki: analiza in vitro i in vivo”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agaty Borkowskiej zostala przygotowana w
Laboratorium Onkologii Molekularnej i Terapii Innowacyjnych w Wojskowym Instytucie Medycznym, Paristwowym
instytucie Badawczym. Promotorem rozprawy jest Pani prof. dr hab. Claudine Kieda, a promotorem pomocniczym
Pani dr Halina Was$. Prace badawcze zaprezentowane w niniejszej rozprawie byly finansowane w ramach dwéch
projektéw: Sonata Bis z Narodowego Centrum Nauki oraz grantu statutowego nr. 500 Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, WIM-BIP. Kierownikiem obu projektéw byta promotor pomocniczy Pani dr Halina Was.
Stypendium doktoranckie finansowane bylo w ramach projektu ,Program interdyscyplinarnych Studiéw
Doktoranckich wykorzystujgcych sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) w medycynie spersonalizowanej” z
Funduszy Europejskich, Wiedza Edukacja Rozwoj — Unia Europejska Fundusz Spoteczny.

Znaczenie i oryginalnos$c¢ tematu naukowego

Jedno z najwiekszych wyzwan z jakim mierzy sie wspdiczesna onkologia jest opracowanie skutecznych
terapii przeciwnowotworowych. Poznawanie molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw komodrkowej
odpowiedzi na chemio- czy radioterapie jest niezbedne do osiggniecia tego celu. Z jednej strony, pozwala to na
opracowanie nowych strategii terapeutycznych, ktore sg ukierunkowane na eliminacje konkretnych komérek
nowotworowych; z drugiej strony umozliwia na okreslenie proceséw zachodzacych w komorce, ktore czynig ja
oporng na stosowane leki.

Terapie przeciwnowotworowe tradycyjnie opierajg si¢ na takich strategiach, ktore z zalozenia sg wysoce
cytotoksyczne i prowadzg do eliminacji komérek nowotworowych, np. na drodze apoptozy. Chociaz z zatozenia
strategia ta jest sluszna, to jednak wymaga stosowania wysokich dawek chemioterapeutykow, ktére takze dzialajg
toksycznie na komérki prawidiowe, powodujac skutki uboczne. Ponadto szereg nowotworéw w trakcie onkogenezy
czy terapii uruchamia mechanizmy pozwalajgce na unikanie apoptozy, co ogranicza mozliwo$¢ ich eliminacii.
Alternatywnym podejSciem sg terapie polegajgce na stosowaniu nizszych dawek lekéw, ktére majg wplyw
cytostatyczny na komérki nowotworowe i przyczyniajg sie do ograniczenia wzrostu guza. Jednym z procesow, ktéry
moze by¢ indukowany w wyniku terapii o efekcie cytostatycznym jest starzenie komérkowe, ktore w literaturze
anglojezycznej okresla sie mianem therapy induced senescence (TIS).

Starzenie komoérkowe jest procesem prowadzacym do nieodwracalnego zatrzymania podzialow
komodrkowych, przy czym komérka pozostaje zywa i aktywna metabolicznie. Pomimo licznych przykiadow
$wiadczacych o tym, ze starzenie indukowane w trakcie terapii przeciwnowotworowej zwieksza jej skuteczno$é,
istniejg liczne przestanki $wiadczace o tym, ze stare komérki nowotworowe mogg na nowo wznowi¢ podzialy
(odzyska¢ potencijat proliferacyjny) i spowodowaé remisje choroby. Poznanie molekularnych mechanizméw, ktére sg
odpowiedzialne za nieodwracalng utrate potencjatu proliferacyjnego przez stare komérki nowotworowe jest jednym z
istotnych wyzwar biologii nowotwordw.

Oprécz indukcji procesdw starzenia komoérkowego oraz apoptozy w odpowiedzi na stres, takze zwigzany z
terapig przeciwnowotworowg, moze doj$¢ do aktywaciji autofagii. Autofagia to proces kataboliczny, ktory przy udziale
lizosomow (a dokfadniej enzyméw lizosomalnych) odpowiedziany jest za usuwanie uszkodzonych, zbednych
organelli komorkowych, makroczasteczek (np. zle sfaldowanych bialek) czy patogenéw. Autofagia obserwowana na
niskim, podstawowym poziomie w wigkszosci komoérek, odpowiedzialna jest za utrzymywanie homeostazy
komorkowej, a tym samym zapewnia prawidtowe funkcjonowanie komoérki. Autofagia moze byé takze aktywowana w
odpowiedzi na rézne bodzce np. niedobér czynnikéw odzywczych, niedotlenienie czy zwigzki przeciwnowotworowe.
W efekcie autofagia moze by¢ rozpatrywana jako proces umozlwiajacy przezycie komérki w niekorzystnych
warunkach mikrosrodowiska lub przyczyni¢ sie do jej $mierci, gdy poziom autofagii jest zbyt wysoki. Biorgc pod
uwage wplyw autofagii na komorki nowotworowe, rozréznia sie autofagie cytoprotekcyjna, cytotoksyczng lub
cytostatyczng. Od niedawna wiadomo, ze autofagia jest procesem, ktory promuje starzenie komérkowe.

Rak nerki stanowi okolo 2-3 % wszystkich notowanych ztosliwych nowotworéw nablonkowych. Najczescie]
wystepuje w krajach zachodnich, gdzie w ciggu ostatnich 20 lat odnotowano coroczny wzrost zachorowan. Rak
nerkowo-komdrkowy (ang. renal cell carcinoma, RCC) jest najczesciej rozpoznawanym ziosliwym guzem nerki i
stanowi ponad 90% wszystkich nowotworéw zlosliwych nerki. Stanowi niejednorodng histologicznie grupe
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nowotwordw wywodzacych sie z roznych elementéw nablonka nefronu. Nowotwér ten wykazuje wysokg oporno$é
na chemio- i radioterapie.

Cechg charakterystyczng guzéw litych jest ich niedotlenienie (hipoksja), ktére istotnie wplywa na biologie
nowotworu oraz odpowiedz na chemio- i radioterapie. Niedotlenienie powoduje aktywacje czynnika transkrypcyjnego
HIF-1 (ang. Hypoxia-inducible factor 1), ktéry reguluje ekspresje wielu genéw odpowiedzialnych za szereg procesow
fizjologicznych jak i patologicznych.

Dlatego kluczowym jest prowadzenie badan nad zrozumieniem roli starzenia komérkowego jak i autofagii w
rozwoju chemooporno$ci komérek nowotworowych, w tym raka nerki, z uwzglednieniem warunkow tlenowych jakie
wystepujg w guzach nowotworowych.

Giléwna hipoteza badawcza, przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej, zakiada, ze poprzez
hamowanie autofagii mozliwe bedzie zminimalizowanie niekorzystnego dziatania starych komérek nowotworowych i
zwiekszenie skutecznosci chemioterapii. Hipoteza jest oryginalna, chociaz podobng problematyke badan podejmuje
Pracownia Molekularnych Podstaw Starzenia w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w
Warszawie, a w ktérej promotor pomocniczy Pani dr Halina Wa$ odbyla staz podoktorski. Przedstawiona do oceny
praca jest rozwinigciem wczes$niejszych badann prowadzonych w Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia
kierowanej przez Panig prof. Ewe Sikore.

Metodologia i znaczenie wynikoéw
Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 216 stron. Manuskrypt ma klasyczny ukiad i zawiera

wszystkie wymagane elementy, typowe dla rozprawy doktorskiej: wstep, cele, wyniki, dyskusje, wnioski oraz
szczegotowg metodologie. Cytowana literatura stanowi solidng podstawe badanej i omawianej tematyki, zacytowano
335 publikacji. W tekscie zamieszczono 71 rycin, 19 tabel, na poczatku manuskryptu umieszczono spis rycin, wykaz
skrotow oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Na korficu manuskryptu dotaczono zgode Lokalnej Komisji
Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach w Warszawie.

We ,Wstepie” Pani mgr Agata Borkowska wprowadza nas w tematyke swoich badan, przedstawia
podstawowe informacje dotyczace raka nerki, opisuje dane epidemiologiczno-kliniczne nowotworu, omawia
mikroérodowisko guza oraz metody leczenia pacjentéw z rakiem nerki. Opisuje mechanizmy dziatania trzech
zwigzkow: winblastny, gemcytabiny oraz 5-fluorouracylu, ktére sg stosowne takze w badaniach nad rakiem nerki.
Nastepnie, Doktorantka omawia zjawisko niedotlenienia, ktére wystepuje w guzach litych oraz molekularne
mechanizmy odpowiedzi na hipoksje. Przedstawia takze informacje dotyczace chemoopornosci komérek
nowotworowych. Nastepnie, kompleksowo przedstawia aktualng wiedze dotyczacy starzenia komoérkowego, omawia
proces starzenia indukowanego terapig (TIS), mechanizmy ,ucieczki® komérek od tego procesu oraz strategie
terapeutyczng opartg o senolityki (zwigzki, ktérych dziatanie polega na selektywnym eliminowaniu starzejgcych sig
komérek). Na koricu omawia proces autofagii, jej przebieg, regulacje oraz skupia sie na roli autofagii jako celu terapii
przeciwnowotworowe;.

Wstep opatrzony jest rycinami, ktére pomagajg w zrozumieniu omawianych zagadnien. Nalezy jednak
dodaé, ze Doktorantka, nie unikneta licznych bledéw interpunkcyjnych, stylistycznych, gramatycznych, skrétéw
myslowych, czesto uzywa tzw. zargonu laboratoryjnego. Jezyk naukowy powinien by¢ klarowny, czytelny i
zrozumiaty dla odbiorcy. Ta uwaga odnosi si¢ do calej rozprawy doktorskie;j.

Rozdziat ,,Materialy i metody” jest dos¢ dobrze napisany i zawiera szczegétowe informacje na temat
zastosowanych metod. Jasny i obszerny opis stosowanych metod stwarza mozliwo$é powtdrzenia opisanych
doswiadczen. Doktorantka wykorzystata typowe metody stosowane w biologii komdrkowej, takie jak hodowle
komérkowe, metody okreslania zywotnosci i proliferacji komorek, oceny markeréw starzenia (np. ocena wielkosci i
ziarnistoéci komoérek, analiza aktywnosci enzymu lizosomalnego B-galaktozydazy (ang. Senescence associated-3-
galactosidase, SA-B-Gal), analiza cyklu komodrkowego z zastosowaniem cytometrii przeptywowej. Zastosowano
takze metody biologii molekularnej, w tym western blot, ELISA, barwienie immunocytochemiczne, transfekcja, real
time PCR, sekwencjonowanie RNA. Opis niektorych metod mozna by nieco skrocié, np. nie zamieszczajgc
informaciji dotyczacych zasad dziatania metody western blot czy opisu dziatania cytometru przeptywowego. Co
ciekawe, Doktorantka opisujac do$¢ szczegdtowo metode western blot (strona 54-55) nie unikneta biedu, twierdzac,
ze w czasie transferu bialek na membrane nitrocelulozowa, ,biatka o tadunku dodatnim migruja w kierunku elektrody
o tadunku ujemnym (katody)". Elektroforeza bialek w warunkach denaturujacych okreslana skrétem SDS-PAGE
(ang. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) odbywa sie w obecnosci soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS),
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ktéry jest detergentem jonowym. SDS {gczac sie z grupami hydrofobowymi aminokwasow nadaje biatkom tadunek
ujemny i sprawia, ze biatka migrujg w kierunku dodatniej anody.

Nalezy podkreslic, ze zastosowano takze nowoczesne technologie wysokowydajnego sekwencjonowania,
sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) oraz analize bioinformatyczna.

Materiat badawczy stanowity dwie linie komorkowe tj. ludzka linia raka nerkowo-komoérkowego, RCC4 oraz
mysia linii raka nerki, RenCa. Linie réznily sie statutem mutacji genu VHL (ang. von Hippel-Lindau).

Poprzez wykorzystanie specjalnych komér do hodowli komérek w kontrolowanych warunkach tlenu, w tym w
normoksji i hipoksji, mozliwe bylo badanie zjawiska starzenia w warunkach jak najbardziej zblizonych do
fizjologicznych, obserwowanych w guzach litych. Materiat badawczy uzyskano takze z materiatu zwierzecego, gdzie
uzyto mysi syngeniczny model raka nerki. Ryciny przedstawiajgce schematy doswiadczen in vifro lub in vivo sg
bardzo przydatne. Uzyte metody sg poprawnie dobrane do rozwigzania problemu bedacego tematem rozprawy
doktorskiej. Natomiast mam zastrzezenia co do analizy statystycznej. Do analizy uzyto testu t-Studenta, ktéry
wskazany jest przy analizie dwoch grup badawczych. Nie mozna poréwnywaé ze sobg kilku grup, wykonujgc
kilkukrotnie test t-Studenta, jak pokazano na rycinie 13, 14, 17, 19, 21, 23 i innych. Jezeli mamy wiecej niz dwie
grupy to wlasciwsza jest analiza ANOVA Ilub jego nieparametryczny odpowiednik. Ponadto, przy opisie metod
Doktorantka, nie unikneta drobnych biedéw i niedociggnieé, ktére podano ponizej, w uwagach szczegotowych.

Celem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej Pani mgr Agaty Borkowskiej byto okreslenie roli
dwaéch istotnych proceséw komorkowych, autofagii i starzenia w chemoopornosci komarek raka nerki w badaniach in
vitro jak i in vivo. Giéwny cel zostat sformutowany w nastepujacy sposéb: okreslenie czy zahamowanie autofagii
uwrazliwia stare komorki raka nerki i indukcje w nich $mieré i/lub wplywa na potencjat proliferacyjny komérek oraz
powstawanie komérek potomnych w réznych warunkach tlenowych tj. w normoksji i hipoksji. Aby zrealizowa¢ giowny
cel sformutowano siedem celéw szczegdlowych obejmujgcych:

- ocene czy ludzkie i mysie komérki raka nerki ulegajg procesowi starzenia w odpowiedzi na rézne
chemoterapeutyki;

- ocene wpltywu hipoksji na powstaly fenotyp starzenia;

- zbadanie czy zahamowanie autofagii wplywa na proces indukc;ji starzenia komarek raka nerki;

- zbadanie czy zahamowanie autofagii wptywa na proces starzenia indukowanego terapia (TIS);

- ocena zmian ekspresji gendw i analiza nadreprezentowanych $ciezek sygnatowych w komdrkach poddanych
starzeniu indukowanego terapig oraz po zahamowaniu autofagii;

- opracowanie zwierzecego modelu starzenia indukowanego terapig w syngenicznym mysim modelu raka nerki;

- ocena wplywu zahamowanie autofagii na zmiany molekularne i fenotypowe komérek w mysim modelu raka nerki.

Szkoda, Zze cele nie zostaly sformulowane w jasny i klarowny sposdb, powyzej przedstawione cele zostaly
skorygowane po katem jezykowym. Nalezy jednak podkreslic, ze podjeta tematyka badan jest uzasadniona i
interesujgca zaréwno ze wzgledéw naukowych, jak réwniez czysto praktycznych. Nowa wiedza uzyskana w czasie
realizacji tego projektu moze przyczyni¢ sie do glebszego zrozumienia biologii nowotworéw i mechanizméw
oporno$ci na chemioterapie. W przysziosci moze to stworzy¢ nowe perspektywy dla skuteczniejszej diagnostyki i
terapii raka.

Gtéwne osiggnigcia swoich badarn Pani mgr Agata Borkowska przedstawita w rozdziale ,Wyniki". W
pierwszej kolejno$ci wyznaczono subletalne dawki winblastyny (VIN), gemcytabiny (GEM) i 5-fluorouracylu (5-FU)
dla dwdch linii komérkowych raka nerki, RCC4 oraz RenCa, ktére hodowano w réznych warunkéw tlenowych. Do
dalszych analiz wybrano dwa stezenia kazdego leku, a ktére wptywaly na przezywalnosé i proliferacje komérek.
Wykazano, ze obie linie komérkowe byty bardziej wrazliwe na winblastyne oraz gemcytabine niz na 5-fluorouracyl.
Nie jest do korica jasne dlaczego te, a nie inne stgzenia wybrano do doswiadczen. Zastanawia fakt, dlaczego przy
doborze subletalnych dawek najpierw nie wyznaczono stezenie ECso, przy ktérym liczba zywych komérek po
podaniu kazdego zwigzku zmniejsza sie o polowe w stosunku do kontroli. Wyznaczanie wartosci ECso stanowitoby
punkt odniesienia do dawek subletalnych indukujgcych starzenie komérkowe.

Nastepnie dokonano charakterystyki procesu starzenia komorkowego indukowanego cytostatykami.
Doktorantka charakteryzowata fenotyp starzenia komoérkowego poprzez oznaczanie klasycznych markeréw
starzeniowych, zaczynajac od analizy aktywnosci B-galaktozydazy (SA-B-Gal), przez ocene wielkosci i ziarnisto$ci
komérek po analize cyklu komérkowego. Analizowano takze poziom biatek zwigzanych z regulacjg cykiu
komdrkowego (tj. inhibitor cyklu komérkowego biatko p21CPWAFRT - ufosforylowang forme biatka Rb czy poziom kinazy
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zaleznej od cyklin, biatko CDK1, zwane tez cdc2) oraz pojawienie si¢ fenotypu wydzielniczego zwigzanego ze
starzeniem (SASP, ang. Senescence-Associated Secretory Phenotype)

Otrzymane wynik wskazywaly na duzg réznorodno$¢ odpowiedzi badanych komoérek. Wykazano, ze
wszystkie badane zwigzki wplywaly na charakterystyczne dla starzenia zmiany morfologiczne, chociaz najsilniejszy
wplyw miata winblatyna, a najstabszy 5-fluorouracyl. W przypadku ludzkiej linii RCC4 nie zaobserwowano wplywu
hipoksji na analizowane zmiany fenotypowe, co nie jest niczym dziwnym, poniewaz komérki te posiadajg mutacje w
genie VHL, a biatkowy produkt tego genu ma wplyw na stabilno$¢, a zatem iloé¢ podjednostki HIF-1a. Do dalszych
analiz wybrano juz tylko dwa zwigzki winblastyne i 5-fluorouracyl oraz tylko ludzkg lini¢ komérkowg RCC4.

Analiza cyklu komoérkowego wykazata, ze winblastyna hamowaia komérki w fazie G2/M, prowadzita do
poliploidyzaciji, zaobserwowano takze pojawienie sig populacji subG1, czyli populacji komorek apoptotycznych (ok.
10-15%). Zmiany te korelowaty z aktywacjg $ciezki p53/p21CIPWAF1 oraz szlaku sygnatowego, w ktérym uczestniczy
biatko Rb. Szkoda, ze nie analizowano poziom biatka p16'Nk4 ktéry wplywa na poziom fosforylacji biatka Rb.
Zabrakio mi takze analizy catkowitego biatka Rb, czy analizy poziomu cyklin B i D, co wzbogacitoby uzyskane
wyniki. Pewnym utrudnieniem w analizie wynikow western blot jest odmienny uklad na wykresach stupkowych
(przedstawiajacych analize densytometryczna prazkéw) w stosunku do samych westernow (np. rycina 21), uwaga ta
odnosi si¢ takze do innych rycin.

Z kolei po podaniu 5-fluorouracylu zmniejszat sie procentowy udziat komérek w fazie S, nie dochodzito do
wzrostu liczby komorek poliploidainych, zaobserwowano pojawienie sie niewielkiej populacji komoérek
apoptotycznych, ale tylko w warunkach tlenowych. Dochodzito takze do zahamowania fosforylacji biatek Rb jak i
cdc2, efekt ten byt niezalezny od warunkéw tlenowych.

Analiza fenotypu sekrecyjnego wykazata, ze w komorkach stymulowanych winblastyng dochodzi do wzrostu
wydzielania czynnika wzrostu $rodbionka (VEGF), osteopontyny, biatka wigzacego insulino-podobny czynnik
wzrostu (IGFBP3) oraz katepsyny S niezaleznie od warunkéw tienowych. Ciekawe, ze nie zaobserwowano wzrostu
wydzielania interleukiny 8 (IL-8) nalezacej do kanonicznych biatek wchodzgcych w sktad SASP. Z kolei, na skutek
dziatania 5-fluorouracylu obserwowano wzrost sekrecji jedynie osteopontyny i biatka IGFBP-3 w warunkach
normoksji. Czy Doktorantka moze sie ustosunkowaé dlaczego te, a nie inne biatka zostaly wybrane do analizy
fenotypu wydzielniczego, SASP. Doktorantka powotuje sig na dane, ktére nie sg zamieszczone w doktoracie.

Kolejnym krokiem bylo zbadanie czy dochodzi do indukcji autofagii w komorkach stymulowanych
cytostatykami. Analiza przeksztalcenia cytoplazmatycznej formy biatka LC3-1 do formy LC3-ll, ktéra wigze sig z
blong autofagosomoéw, wykazala, ze dochodzi do akumulacji biatka LC3-ll jedynie po stymulacji komorek
winblastyng. Korelowalo to ze spadkiem poziomu biatka p62/SQSTM1, ktére jest degradowane w autolizosomach
oraz spadkiem fosforylacji rybosomalnego biatka S6, co moze wskazywa¢ na zahamowanie $ciezki mTOR,
negatywnego regulatora autofagii. Zabrakio mi analizy poziomu aktywnej kinazy p70S6K1, ktéra bezposrednio jest
odpowiedzialna za fosforylacje biatka S6. Dodatkowa, analiza poziomu autofagii bezpo$rednio w komérce poprzez
ocene dystrybucji biatka LC3 lub fuzyjnego biatka GFP-LC3 wzmocnitaby powyzsze wyniki. Metoda ta jest
powszechnie stosowana i pozwala na ocene liczby autofagicznych wakuol w komorce.

W nastepnej kolejnosci analizowano zmiany ekspresiji genéw i nadreprezentowanych $ciezek sygnatowych
w komoérkach poddanych starzeniu indukowanego winblastyng w obu warunkach tlenowych. Poréwnywano rozne
grupy badawcze aby wyszczegolni¢ geny, ktorych ekspresja zmienia sie¢ pod wplywem winblastyny w normoksji lub
hipoksji oraz te, ktore zmieniajg sie w ,komorkach starych” pod wplywem hipoksji. Wyniki te przedstawiono jako
mapy ciepta. Jestem ciekawa czy wymienione geny przy mapach ciepta sg wazne, czy zaprezentowano
przypadkowe geny? Jesli przypadkowe, to dlaczego nie pokazano genéw, ktdre s omawiana w tekscie (np. geny
kodujgce IL-8 czy IL-6). Co oznacza NA przy mapie ciepta? Nastepnie starano si¢ zidentyfikowaé
nadreprezentowane §ciezki w oparciu o baze danych KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Na
podstawie analiz wykazano, ze w wyniku indukcji procesu starzenia transkryptom komérek hodowanych w
odmiennych warunkach tlenowych jest bardzo podobny. Zidentyfikowano wspdlne §ciezki zwigzane z proliferacjg i
naprawg DNA, a takze nadreprezentowane $ciezki, ktére sg specyficzne tylko dla jednego warunku hodowlanego. W
normoksji nadreprezentowane byly szlaki zwigzanych z gospodarkg kwaséw tluszczowych, podczas gdy w
warunkach obnizonego tlenu $ciezki zwigzane z metabolizmem cukrow. Zwraca uwage fakt, ze geny, ktérych
ekspresja jest obnizona (mimo, ze jest ich mnigj), pozwolity na zidentyfikowanie wigkszej liczby
nadreprezentowanych §ciezek niz geny ,regulowane w gore", a ktérych zdecydowanie jest wigcej (Ryc. 27, 28, 29
oraz Ryc. 30 i 31). Dlaczego wérdd sciezek wytypowanych po analizie gendw o podwyzszonej ekspresji w normoksii
znalazt sie szlak sygnatowy zwigzany z HIF-1 (Ryc. 31)?
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Kolejnym cele rozprawy doktorskiej byto okreslenie roli autofagii w starzeniu komérkowym indukowanym
terapig. W pierwszej kolejnosci sprawdzano czy zahamowanie autofagii, na wczesnych jej etapach ma wplyw na
indukcje starzenia. Doktorantka twierdzi, ze genetyczna modulacja wczesnych etapéw autofagii nie wplywa na
proliferacje i aktywno$é metaboliczng (zywotnosé) komoérek traktowanych winblastyg lub 5-fluorouracylem. Jednak w
swojej pracy Pani mgr Agata Borkowska nie potwierdzita skutecznosci wyciszenia genéw ATG (ATGS5, ATG7,
BECN1 czy ULK1) na poziomie mRNA czy biatka. Nie analizowata takze przeksztatcania biatka LC3 do postaci LC3-
Il (markera indukgji autofagii) po zastosowaniu matych czasteczek siRNA. Dlatego powyzszy wniosek budzi moje
watpliwosci.

Nastepnym krokiem bylo sprawdzenie czy zahamowanie autofagii na jej poéznych etapach (tj. na etapie
powstawania autolizosoméw) moze wplynaé na zywotnosé ,komérek starych” oraz na ich zdolno$¢ do odzyskania
potencjalu proliferacyjnego, tzw. ,ucieczka’ od starzenia. W tym celu testowano dwa zwigzki chemiczne
bafilomycyne (BafA1) i hydrokscychlorochine (HCQ), ktére hamujg powstawanie oraz wplywajg na funkcjonowanie
autolizosoméw. Wykazano, ze BafA1 ma dzialanie cytotoksyczne na komérki raka nerki traktowanych winblastya lub
5-fluorouracylem. W dalszych swoich badaniach Doktorantka skupita sie na HCQ, ktora jest stosowana w leczeniu
malarii i choréb autoimmunologicznych. Na podstawie doswiadczern analizujgcych wplyw HCQ na aktywno$é
metaboliczng i proliferacje ,komorek starych” (tj. wczesniej poddanych dzialaniu winblastyny lub 5-fluorouracylu)
oraz ,komorek miodych” (bez wplywu cytostatykow, a poddanych dziataniu tylko HCQ) Doktorantka starata sie
dobra¢ takie stezenie HCQ, ktére mogtoby selektywnie wplywac tylko na ,komorki stare”. Analizowata wptyw HCQ
na $miertelno$é komorek jak i potencjat proliferacyjny komorek, wykazata, ze HCQ nie dziata selektywnie tylko na
komérki stare, poniewaz zmiany obserwowano w komoérkach ,starych” jak i ,miodych”. Co ciekawe, w obu typach
komérek obserwowano pojawienie sig populacji komérek apoptotycznych (ok. 10% dla ,komérek mtodych” i 40% dla
.komérek starych”), zmieniat sie takze procentowy udziat poszczegodlnych faz cyklu komoérkowego. Powyzszym
zmianom towarzyszyt spadek ufosforylowanej formy biatka Rb. Natomiast w ,komérkach starych” (traktowanych
winblastyng) HCQ zwiekszata procentowy udziat komérek w fazie G2/M oraz wzrastat odsetek komorek
poliploidainych chociaz tylko w hipoksji. Zaobserwowano takze istotne statycznie réznice w poziomie biatek p53 i
p21 w ,komorkach starych” gdy dochodzito do zahamowania autofagii. W normoksji HCQ zmniejszata akumulacje
biatka p53, podobny efekt obserwowano dla biatka p21, ale w warunkach obnizonego tlenu. Na tej podstawie
Doktorantka wnioskuje, ze stare, poliploidalne komérki nowotworowe moga odzyskiwaé potencjat proliferacyjny t;.
,uciekajg” od starzenia po zahamowaniu autofagii. Nie jestem przekonana, ze tak daleko idgce wnioski mozna
wyciagngé na podstawie pdlilosciowej metody jaka jest metoda western blot.

Aby poprzeé powyzszg hipoteze Doktorantka przy udziale mikroskopu fluorescencyjnego analizowata
zmiany w morfologii jader komorkowych. Szczegélng uwage poswieca komoérkom z jadrami paczkujgcymi”, ktérych
obecnos¢ mialaby $wiadczyé o ,ucieczce” komoérek potomnych od starzenia. W komoérkach traktowanych
winblastyng zaobserwowano wzrost liczby komoérek z ,jadrami paczkujacymi”, a zahamowanie autofagii istotnie
zwiekszato tg populacjg (do ok 30%) w obu warunkach tlenowych. Doktorantka na tej postawie wnioskuje, ze
dochodzi do generacji komérek potomnych. Nalezy nadmieni¢, ze zjawisko wznowy proliferacji nowotworowych
komoérek poliploidalnych zachodzi bardzo rzadko i trudne jest do uchwycenia, czy to metodg obrazowania Time-laps
czy za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej. Mikroskop konfokalny jest bardziej wlasciwy do analizy tak subtelnych
zmian morfologicznych. Mozna byloby takze sprawdzi¢ czy obserwowane subjadra komorkowe sg pozytywne dla
biatka Ki67, markera proliferacji. Uwazam, ze na postawie zmian morfologii jader komoérkowych nie mozna
wnioskowagé, ze dochodzi do powstania komérek potomnych.

Kolejnym krokiem bylo zbadanie czy rzeczywiscie HCQ hamuje proces autofagii na koricowym jej etapie, to
jest na etapie fuzji autofagosomu z lizosomem, ktére sg zrédtem kwasnych hydrolaz. Akumulacja biatka LC3-Il z
jednoczesnym brakiem degradacji biatka p62/SQSTM1, potwierdza zablokowanie przeptywu autofagii, ktory w
literaturze anglojezycznej okresla sie mianem autophagic flux. Co ciekawe, najsilniejszy efekt obserwowano w
komorkach stymulowanych winblastyng w warunkach hipoksji. Z kolei analiza aktywnos$ci lizosomalnej jak i pomiar
sekrecji katepsyny S (lizosomalnej proteazy cysteinowej) sugeruje, ze blokada aktywnosci enzyméw lizosomalnych
w komérkach starych” jest przej$ciowa i juz po trzech dniach od stymulacji HCQ nastepuje wzrost ich aktywnos$ci w
obu warunkach tlenowych, chociaz wyzszy poziom obserwowano w warunkach niedoboru tlenu. Ponadto wykazano,
wpltyw HCQ na sekrecje biatek wchodzacych w sktad SASP. Sekrecja IL-8, VEGF, osteopontyny wzrastata zaréwno
w komérkach miodych” jak i ,starych” gtéwnie w hipoksji po zahamowaniu autofagii.

Kolejnym krokiem byla poglebiona analiza bioinformatyczna w celu wytypowania potencjalnych $ciezek
sygnalowych odpowiedzialnych za odzyskiwanie potencjalu proliferacyjnego, wynikajagcego z zahamowania
autofagii, przez ,komérki stare” hodowane w warunkach hipoksiji. Dlatego poréwnano transkryptom dwéch grup
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komérek: ,komérek starych’ z zahamowang autofagig i hodowanych w normoksji lub hodowanych w warunkach
hipoksiji. Wykazano, ze odmienne warunki tlenowe indukujg zmiany w ekspresji 67 genéw, z czego 7 gendéw miato
obnizong ekspresje, a 60 podwyzszong w warunkach hipoksji. Sposréd 7 gendw o obnizonej ekspresji, cztery z nich
kodowaty biatka, w tym oksygenaze hemowag (HO-1). Na podstawie analizy gendéw o podwyzszonej ekspresji
zidentyfikowano nadreprezentowang $ciezke sygnalowg zwigzang z metabolizmem azotu, do ktdrego przypisano
geny kodujace biatka anhydraz weglanowych (ang. Carbonic Anhydrase, CA), odgrywajacych kluczowa role w
obnizaniu pH w $rodowisku guza. Tak jak sama Doktorantka stwierdzita, to czy mogg one peini¢ role w procesie
,ucieczki" od starzenia wymaga dalszych analiz. W celu weryfikacji otrzymanych wynikéw z analizy NGS,
przeprowadzono dla wybranych genéw analize ekspresji genéw metoda real time PCR.

Podsumowanie. Badania prowadzone in vitro, wykazaly, Zze stosujgc chemioterapie mozna zaindukowac
proces starzenia zaréwno w ludzkich jak i mysich komérkach raka nerki. Zahamowanie autofagii moze ostabi¢ efekt
dziatania zwigzkéw indukujacych starzenie i sprzyja¢ odzyskaniu potencjatu proliferacyjnego przez komorki
nowotworowe indukowane do starzenia. Efekt ,ucieczki do starzenia” byt bardziej wyraZzny gdy komérki hodowano w
warunkach niedoboru tlenowego.

Ostatnie dwa cele rozprawy doktorskiej miaty za cel zweryfikowa¢ wyniki uzyskanych in vitro. W pierwszej
kolejnosci starano sie opracowac¢ zwierzecy model starzenia indukowanego terapig w syngenicznym mysim modelu
raka nerki.

Zaproponowano nastepujgcy schemat doswiadczenia. W pierwszej kolejnosci implantowano mysie komérki
raka nerki RenCa podskornie, po 10 dniach od implantacji, gdy guzy zaczynaly by¢ wyczuwalne, zwierzeta
poddawano dwuetapowemu leczeniu. W pierwszym etapie wszystkie myszy otrzymywaly winbaistyne w dawce 0.5
mg/kg ciala, lek podawano codziennie przez 5 dni, po czym nastepowata 3 dniowa przerwa w leczeniu, aby
nastepnie caly cykl powtdérzy¢, chociaz z nizszg dawkg winblastyny ti. 0,38 mg/kg ciata. Ten etap powinien
odzwierciedla¢ mysi model starzenia indukowanego terapig. Analiza objetosci guza wykazata stabilny przyrost masy
tkankowej guza pomiedzy 10 a 21 dniem od implantacji, aby pomigdzy 21 a 26 dniem nastapit spadek objetosci
guza. Mogloby to sugerowaé, ze zahamowanie wzrostu guza nastapifo na skutek dziatania chemioterapii i
wynikajacej z tego indukcji starzenia. Szkoda, ze na potwierdzenie indukcji starzenia, nie wykonano barwienia
histochemicznego na aktywno$¢ SA-B-galaktozydazy na skrawkach guzéw pochodzacych od zwierzat niepoddanych
leczeniu i leczonych winblastyna. Ponadto bardzo duza $miertelno$¢ zwierzat, z powodu wysoce toksycznych
dawek winblastyny pokazuje, ze model nie jest idealny i wymaga opracowania innego schematu doswiadczalnego
iflub doboru innych dawek. Sposrod 52 zwierzat wzietych do eksperymentu, zaobserwowano zgon 15 osobnikow, a
dodatkowo 8 musialo byé wytgczonych z doswiadczenia przed przystgpieniem do ich randomizacji. U zwierzat tych
zaobserwowano gwattowny rozrost guzoéw i z przyczyn etycznych poddano eutanazji.

Drugi etap dos$wiadczenia obejmowat randomizacje zwierzat, czes¢ zwierzat otrzymywata wylacznie
winblastyne w dawce 0,3 mg/kg ciata lub winblastyne z HCQ w dawce 30 mg/kg ciata, po 5 dniach od randomizacji
doswiadczenie zakoriczono. | na tym etapie zaobserwowano duzg $miertelnosé, tgcznie w obu grupach badawczych
na drugim etapie zaobserwowano zgon 13 zwierzat przed zakonczeniem doswiadczenia. W sumie w catym
eksperymencie tylko 14 zwierzat (ok 27%) dotrwalo do korica do$wiadczenia. Pokazuje to, ze do$wiadczenie
wymaga opracowania lepszego schematu. Z kolei posmiertna analiza nieprawidiowosci anatomicznych organow
zwierzat bioracych udziat w eksperymencie potwierdza silng toksyczno$¢ lekdw. Dziwi, ze mimo probleméw z
przyswajaniem pokarméw oraz innych probleméw zdrowotnych u zwierzat w trakcie do$wiadczenia, nie
zaobserwowano réznic w masie ciata. Na podstawie analizy parametréw krwi jak i wagi organéw, Doktorantka
stwierdza, ze nie bylo réznic w toksycznosci stosowanych lekow pomiedzy dwoma grupami zwierzat z guzem.
Jestem ciekawa jak na tym tle wygladajg powyzsze parametry u zwierzat, ktére majg guz, ale nie poddano leczeniu.

Z kolei analiza western blot markeréw autofagii jak i biatek autofagicznych wykazata, ze HCQ indukuje
autofagie in vivo, ale bez wplywu na przeplyw autofagiczny (ang. autophagic flux), jak Doktorantka ttumaczy brak
zahamowania autofagii? Czy nalezalo by zmienié¢ dawke HCQ?

Analiza aktywno$é¢ SA-B-galaktozydazy na skrawkach guzéw pochodzacych od zwierzat leczonych tylko
winblastyng lub razem z HCQ sugeruje obecno$¢ komoérek starych, co wigcej nie stwierdzono roznic pomigdzy
badanymi grupami. Barwienie to jednak nie daje odpowiedzi czy jest to rzeczywisty efekt winblastyny. Zabrakio mi
wynikéw z barwienia tkanki nowotworowej pochodzacej od zwierzat niepoddanych leczeniu winblastyng. Z kolei
analiza poziomu biatek wchodzgcych w skiad SASP, pokazata wzrost poziomu IL-8 i osteopontyny w guzach
pochodzacych od zwierzat, ktore otrzymywaly dodatkowo HCQ. Tak jak poprzednio zabrakio mi analizy poziomu
cytokin uzyskanych ze zwierzat z guzem, ale nieleczonych. Pokazaloby to szerszy obraz wplywu samej winblastyny
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na produkcje bialek SASP. Poniewaz Doktorantka analizowata materiat tkankowy, dlatego btedne jest stwierdzenie,
ze analizowano sekrecje cytokin SASP.

Starzenie komérkowe $Scisle zwigzane jest z zatrzymaniem podziatébw komérkowych, dlatego w nastepnej
kolejnosci analizowano poziom biatek zwigzanych z regulacjg cyklu komérkowego. Analiza ufosforylowanej formy
cdc2, cytokiny B oraz ilosciowa analiza markera aktywnie proliferujgcych komérek, tj. biatka Ki67 wykazata, ze HCQ
nie wplywa na proliferacje komorek w guzie. Z kolei analiza western blot wykazata brak wplywu HCQ na aktywnosci
$ciezki p53/p21CiPWARY zapbserwowano jedynie obnizony poziom biatka p16'NK4, ktéry wplywa na poziom fosforylaciji
biatka Rb. Nasuwa sie pytanie, dlaczego nie pokazano zmian w fosforylacji tego biatka. Z kolei analiza proteolizy
biatka PARP-1, wskazuje na pojawienie sie tzw. ,formy cietej’, ktdrej obecnosé moze swiadczyé o $mierci
apoptotycznej komoérek indukowanej podaniem chemioterapeutykdéw (winblastyna i HCQ). Wyniki te korelujg z
wynikami uzyskanymi in vitro. Doktorantka, na podstawie powyzszych wynikéw wnioskuje, ze HCQ nie wplywa
istotnie na proliferacje komérek w guzie, ale obnizony poziom biatka p16™%¢ moze wskazywaé na wczesne oznaki
Lucieczki” od starzenia.

Ostatnim zagadnieniem poruszonym w rozprawie doktorskiej jest analiza wptywu HCQ na mikrosrodowisko
guza. Analizowany jest wplyw HCQ na poziom biatek zaangazowanych w rézne odpowiedzi komérkowe m.in. na
stres oksydacyjny, przejscie eitelialno-mesenchymalne (EMT), macierzysto$é, hipoksje i odpowiedz
immunologiczng. Jedyna réznice jakg zaobserwowano jest podwyzszony poziom peroksydazy glutationowej (GpX1),
co moze $wiadczy¢ o aktywacji odpowiedzi antyoksydacyjnej. Wnioski w wielu przepadkach wyciggano na postawie
barwiern immunohistochemicznych. Mam duze zastrzezenie co do jakosci zdje¢ prezentowanych w rozprawie
doktorskiej. Szkoda, ze Doktorantka nie pokusita sie na pokazanie zdjgeé zrobionych przy wiekszym powiekszeniu i
lepszej jakosci, aby mozna bylo ocenié¢ jako$¢ barwienia. Na przykiad czynnik transkrypcyjny HIF2a powinien mieé
lokalizacje jadrowa, a na podstawie zamieszczonego zdjecia trudno to stwierdzi¢. Ponadto, nie nalezy wyciggaé
daleko idgcych wnioskéw na podstawie pojedynczego barwienia.

Badania prowadzone in vivo, cze$ciowo przyblizyty Doktorantke do celdw, ktére postawita sobie na poczatku
doktoratu. Zaproponowany model starzenia indukowanego terapig w mysim modelu raka nerki wymaga jednak
dalszych modyfikacji. Eksperymenty in vivo wykazaly, ze zastosowanie HCQ w perspektywie krétkotrwalej terapii nie
przyczynia sie do zwigkszenia toksyczno$ci chemoterapeutykéw, nie wpfywa takze na potencjat proliferacyjny
komérek, na poziom biatek zwigzanych z procesami takimi jak: EMT, macierzysto$c¢ czy hipoksja. Ponadto analizy
molekularme wykazaly, ze HCQ wplywa na biatka SASP, IL-8 oraz osteopontyny, co korelowalo ze spadkiem
poziomu biatka p16N%* oraz podwyzszonego poziomu biatka antyoksydacyjnego GpX1. Co moZe sugerowaé
aktywacje proceséw odpowiedzialnych za ,ucieczke” od starzenia. Whniosek ten wymaga jednak dalszego
potwierdzenia.

W 18 stronicowym rozdziale ,Dyskusja” Autorka krytycznie i ostroznie ocenia wiasne wyniki na tle danych
literaturowych. Na podkreslenie zastuguje wnikliwe odniesienie do praktycznie wszystkich dyskutowanych watkéw
pracy.

Whioski plynace z ocenianej tu rozprawy doktorskiej zostaly przedstawione w formie podsumowania,
niestety nie zostaty zebrane w zwiezie punkty, co pozwolitoby czytelnikowi w jasny sposéb oceni¢ zawartosé catosci
doktoratu. Szkoda, ze Doktorantka nie pokusita sie na podsumowanie swoich wynikéw w formie schematu
graficznego pokazujgcego najwazniejsze uzyskane wyniki.

Zastosowane w doktoracie pi$miennictwo, jak wspomniano wczeséniej jest bogate (ponad 300 pozycji) i
zastosowane w sposéb adekwatny do opisanych tresci.

Pytania i uwagi

Oprécz pytan i uwag, ktore zostaly przedstawione powyzej w recenzji, w czasie lektury rozprawy doktorskiej
nasuneto sie kilka pytar i watpliwosci, ktére moga zastugiwaé na dalsze oméwienie podczas obrony.

1. Pewne watpliwosci budzi wybér ludzkiej linii komérkowej raka nerki, RCC4, posiadajgcej mutacje genu VHL
(ang. von Hippel-Lindau) w celu poréwnania wplywu roznych warunkéw tlenowych na proces starzenia. Brak
funkcjonalnego biatka VHL wigze si¢ z rozwojem ,pseudohipoksji’. Dlatego mam pytanie, dlaczego do swoich
doswiadczen nie wybrano linii komoérkowej bez mutacji w genie VHL?

2. Doktorantka w swojej pracy nie pokazata dowodu, ze rzeczywiscie dochodzi do stabilizacji i akumulacji
czynnika HIF1a, w odpowiedzi na niski stopien zawartosci tlenu w komoérkach.
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3. Wykazano, ze winblastyna moze nie tylko indukowac¢ starzenie, ale takze indukuje proces autofagii. Dlatego
nasuwa sie pytanie, jakie moga by¢ wzajemne wspéizaleznosci pomiedzy dwoma procesami, czy najpierw dochodzi
do indukcji starzenie, a moze autofagii, czy moze oba procesy sa indukowane jednocze$nie? Jaka jest opinia
Doktorantki.

Uwagi szczegéiowe

1. W sekcji ,Materialy i metody” (strona 43, 47, 69) Doktorantka odwoluje sie do rozdziatéw np. 4.1.1.1; 4.1 oraz
7.2.14.2, ktérych nie ma w rozprawie doktorskiej. Pomylono takze nr rozdziatu na stronie 64 oraz numery tabel
na stronie 66. Nie podano numeru rozdziatu na stronie 66.

2. W sekcji ,Materialy i metody” (strona 49, 50) przy uzyciu kriostatu z zamrozonego materiatu wykonuje sie
skrawki histopatologiczne o grubosci 6um, a nie 6uM.

3. W sekcji ,Materialy i metody” (strona 51) — pomylono nazwy angielskie fali $wiatta wzbudzajgcego z falg Swiatla
emitowanego.

4, W sekgji ,Materialy i metody” (strona 66) w tabeli 9 podano skiad mieszaniny reakcyjnej stosowanej do

odwrotnej transkrypcji. Podane stezenie mieszaniny nukleotydéw (dNTP) jest nieprawidtowe i powinno by¢ 10

mM, a nie 100 mM.

W sekeji Wyniki" (Ryc. 21B, strona 84), zle opisano wykres (zamiast VIN 75 powinno byé 5-FU 75)

W sekgeji ,Wyniki (strona 93, 94), blednie cytowana jest figura 26, powinno by¢ figura 28

W sekcji Wyniki” (Ryc. 43, strona 112) — brak oznaczen wykreséw: A, B, C, D itd.

W sekcji ,Wyniki" (strona 112) — zamiast Ryc. 43A,B powinno by Ryc. 44A, B

W sekcji ,Wyniki” (strona 113) — pod koniec akapitu pomylono numeracje rycin, powinno byé Ryc. 45 i Ryc. 46

0. W sekcji ,Wyniki" (Ryc. 49, strona 120) — biagd w opisie ryciny, powinno byé ,Dane dotyczg komoérek

hodowanych w normoksji” a nie jak podano w hipoksji;

11. W sekcji ,Wyniki" (Ryc. 49, Ryc. 50) — mylgcy opis rycin ,Po lewej stronie przedstawiono wyniki dla komérek
nietraktowanych (VIN N)". Czy mozna nazywac komérki traktowane winblastyng jako nietraktowane?

12. W sekcji ,Wyniki" (Ryc. 51, strona 122) — blad w opisie ryciny, powinno by¢ , Diagram Venna dla genéw o
obnizonej ekspresji B. Diagram Venna dla genéw o podwyzszonej ekspresiji.”

13. Nalezy pamietaé, ze nomenklatura genéw jest odmienna od nomenklatury biatek. Geny zwykle pisane sg
kursywa. Ponadto systemy nomenkiaturowe rozrézniajg réwniez specyficznosé cztowiek-kontra-nie cztowiek,
stosujgc inng kapitalizacje liter. Ludzkie geny i biatka zapisujemy duzymi literami.

SOeNO O,

Na uwage zasluguje fakt, ze Pani mgr. Agata Borkowska jest wspodtautorem pieciu prac: dwéch
przegladowych i trzech do$wiadczalnych, a w jednej z nich jest pierwszym autorem. Prace zostaly opublikowane w
prestizowych, zagranicznych czasopismach (IF od 4.7 do 14.5).

Whniosek koricowy

Powyzej wymienione watpliwosci nie umniejszajg jednak w moim odczuciu jakosci i wagi dokonanych przez
doktorantke odkry¢. Pani mgr Agata Borkowska podjeta sie zbadania ciekawych zjawisk z uzyciem szerokiego
wachlarza metod. A uzyskane wyniki mogg otwiera¢ nowe perspektywy badawcze na przysztosé.

Biorac powyzsze pod uwage stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz.U
2018 poz. 1668).

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

el v sles

lwona Ciechomska



