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Rak nerki stanowi powazny problem medyczny i pomimo znaczacych postepow
diagnostyki i terapii wciaz jego rozpoznanie zwlaszcza w pdzniejszych, przerzutowych
fazach rozwoju zapowiada bardzo niekorzystne rokowanie dla chorego. Co istotne,
gtownym  sposobem leczenia  pozostaje wcigz leczenie  chirurgiczne,
chemioterapeutyki maja bardzo ograniczong skutecznos¢, stosowanie zas cytokin —
interferonu alfa czy interleukiny 2 jest obarczone znaczng toksycznoscig. Nowe
mozliwosci daje zastosowanie inhibitoréw angiogenezy oraz modulatoréw odpowiedzi
immunologicznej, przeciwciata interferujacych z molekutami CTLA4 czy PD-1. W
trakcie powyzszych terapii moze jednak pojawia¢ sie opornos¢ na stosowane
leczenie. Nalezy jednak podkreslic, ze same komorki nowotworowe raka nerki
wykazuja wysokg opornos¢ na dostepne i skuteczne w przypadku innych terapii
nowotworowych chemoterapeutyki. Moze to wynika¢ zaburzen szlakéw zwigzanych z
reakcjg komorek raka nerki na hipoksje, stosunkowo wysokim stopniem angiogenezy
w nowotworach nerki, znaczacg aktywacja czynnikow uruchamianych w procesie
hipoks;ji, ktdre mogg powodowac ostatecznie zmiany komérek w kierunku starzenia.
Doktadny mechanizm tego zjawiska nie jest znany, a podjete badania miaty stanowic
asumpt do jego lepszego zrozumienia.

Podjety problem badawczy uwazam za aktualny i bardzo interesujacy nie tylko
z punktu widzenia szczegdlnych cech biologicznych komdrek raka nerki, ale takze z
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lekéw przeciwnowotworowych, w tym takze nowoczesnych inhibitorow kinaz
tyrozynowych przyczyniajacych sie w znaczacej mierze do ogromnego rozwoju terapii
ukierunkowanych molekularnie.

W przediozonej rozprawie autorka podjeta sie weryfikacji hipotezy
zaktadajacej, ze inhibicja procesu autofagii w starzejacych sie komdrkach raka nerki
w okreslonych warunkach dostepnosci tlenu moze spowodowac indukcje $mierci tych
komoérek badz wznowienie ich proliferacji. W tym celu autorka wykonala szereg
analiz in vitro: indukcje starzenia komdrkowego /in vitro, ocene wptywu hipoksji na
ten proces, ocene wptywu inhibicji autofagii na ten proces, ocene zmian ekspresji
gendéw i poziomu biatek zaangazowanych w procesy indukcji starzenia i inhibicji
autofagii, w tym za pomoca analizy sekwencjonowania nowej generacji. Prowadzita
prace in vivo na modelu mysiego raka nerki oceniajac wptyw zahamowania autofagii
na zmiany molekularne i fenotypowe zwigzane ze starzeniem komdrkowym.

Dokumentacja powyzszej pracy zawarta jest na 216 stronach maszynopisu w
typowym ukiadzie: wstep, materiaty i metody, wyniki, dyskusja, zawierajgcym 71
rycin i 19 tabel, wyodrebniony spis skrétow, wnioskow, streszczenie w jezyku polskim
oraz spis rycin, tabel oraz 335 aktualnych i adekwatnie dobranych pozycji
bibliograficznych. Ukfad pracy jest przejrzysty i logiczny, a jezyk poprawny i
zrozumialy, z niewielkg liczbg literowek, btedow interpunkcyjnych. Ich obecnos¢ nie
przeszkadza w zrozumieniu pracy. Do$¢ czesto przewijajaca sie niezrecznoscig jest
stosowanie pojecia ,leczenie” do stosowania terapeutykéow wobec komorek w
warunkach /n vitro. Zalecatbym raczej stosowanie pojecia ,traktowanie, a stowo
Jeczenie” pozostawitbym dla zastosowan terapeutycznych ,in vivo” badz ewentualnie
.€X vivo” w przypadku rzadkich w praktyce zastosowan terapii adoptywnej.

Wstep rozprawy zawiera krotki opis biologii raka nerki, jego typow
histologicznych, mikrosrodowiska, metod terapii. W dalszej czeSci wstepu
doktorantka koncentruje sie na opisie zjawiska hipoksji, jego potencjalnego znaczenia
dla rozwoju chemoopornosci komorek raka nerki, a takze starzenia komorkowego,
cech starych i podstaw molekularnych powstawania tzw. fenotypu starzeniowego
oraz macierzystosci komorek nowotworowych, a takze procesu ucieczki od starzenia.
W dalszej czesci opisuje proces autofagii, jego mechanizm i przedstawia informacje
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autofagii w komorkach raka nerki dla ich dalszych loséw — indukcji $mierci badz
przywrdcenia potencjatu proliferacyjnego.

Wstep jest rzeczowy, jasno napisany, ograniczony do rzeczywiscie
niezbednych faktow. Autorka wykazuje nie tylko gteboka znajomo$é przedmiotu, ale
takze umiejetnos¢ wiasciwego doboru informacji niezbednych dla zrozumienia
postawionych celéw pracy.

Opis materiatéw i metod jest wystarczajgco szczegbtowy, by umozliwi¢ ich
niezalezne powtdrzenie. Autorka zastosowata liczne, zaawansowane metody biologii
komorki i biologii molekularnej, przeprowadzita réwniez ztozong analize wzrostu
guzéw nowotworowych u nosicieli myszy Balb/c. Wachlarz metod jest szeroki i
$wiadczy o wysokiej biegtosci technicznej autorki.

W obszernym rozdziale poswieconym wynikom autorka w przystepny sposéb
opisuje indukcje starzenia w warunkach hipoksji i normoksji w liniach komérkowych
raka nerki za pomocg winblastyny, gemcytabiny i 5-fluorouracylu. Ocenita nastepnie
wplyw najbardziej i najmniej efektywnego chemoterapeutyku, winblastyny i 5-FU,
odpowiednio, na progresje cyklu komdrkowego i jego molekularnych wyznacznikdw,
a takze wydzielania substancji z grupy SASP charakterystycznych dla starzejacych sie
komorek — w tym m. in. IL-8, osteopontyna, VEGF-A. W tym miejscu (str. 87)
sformutowaniem na wyrost jest ,analiza sekretomu”, jesli oceniano wybrane czynniki.
Nastepnie autorka wykazata zachodzenie procesu autofagii w starzejacych sie
komorkach raka nerki. W kolejnej czeSci wynikéw doktorantka opisata zmiany
ekspresji gendw zachodzace w wyniku indukcji starzenia po traktowaniu winblastyna
w normoksji i hipoksji. W dalszych doswiadczeniach autorka ocenita wplyw
zahamowania autofagii na starzenie komdrek raka nerki. Stwierdzita, ze jej inhibicja
na wczesnych etapach nie wptywa na starzenie komdrkowe, natomiast zahamowanie
poznych etapdw autofagii hamowato aktywno$¢ metaboliczng i proliferacje
poddanych starzeniu komdrek raka nerki. W warunkach hipoksji zaobserwowata, ze
zahamowanie autofagii moze sprzyja¢ ucieczce od starzenia i powstawaniu
potomnych komérek. Mogio to wynika¢ z zahamowania pdznego etapu autofagii, tj.
fuzji autofagosomow z lizosomami, co potwierdzito sie w kolejnych dodwiadczeniach.
Przeprowadzona nastepnie analiza ekspresji gendw poréwnujaca transkryptomy

komdrek traktowanych winblastyng oraz wiblastyng i inhibitorem autofagii w réznych



warunkach tlenowych miata pozwoli¢ na identyfikacie genéw potencjalnie
zaangazowanych w obserwowang w hipoksji szybsza ucieczke od starzenia i
generacje komorek potomnych. Autorka zidentyfikowata potencjalne geny zwigzane z
regulacjg metabolizmu, reorganizacjg chromosomalng i cytokineza. W dalszej czesci
rozdzialu autorka opisata wyniki doswiadczen prowadzonych /in vivo, w ktdrych
planowata oceni¢ wplyw inhibicji autofagii na proces starzenia komdrek
nowotworowych indukowany chemioterapia. W guzach badanych nosicieli
nowotwordow wykazata cechy starzenia komdrkowego, a takze pewne cechy
modulacji autofagii po zastosowaniu jej inhibitora oraz niektore cechy molekularne
komodrek uciekajacych od starzenia. Doswiadczenia te byly prowadzone na
komorkach mysich réznigcych sie od ludzkich posiadaniem funkcjonalnego genu
kodujacego pVHL, co mogto jednak wplyna¢ na inny obraz reakcji na hipoksje w
warunkach /n vivo, a takze ostatecznie na dziatanie inhibitora autofagii.

Rozdziat poswiecony wynikom jest napisany starannie, bez jezykowych
zawitosci. Wyniki ilustrowane sg klarownymi, starannymi rycinami i tabelami,
zawierajacymi proste i precyzyjne wskazdwki wynikajace z analizy statystycznej.

Dyskusja jest rzeczowa i zwiezta. Autorka umiejetnie skonfrontowata w niej
uzyskane wyniki z danymi literaturowymi oraz przekonujgco zinterpretowata wiasne
dane. Wykazata jednoczesnie gteboka znajomos$¢ dostepnej literatury. Doktorantka
przedstawita wnioski podsumowujace uzyskane rezultaty, odpowiadajace celom
postawionym w pracy oraz znajdujace w moim przekonaniu uzasadnienie w
przedstawionych wynikach.

Reasumujgc: autorka wykazata mozliwos¢ indukcji procesu starzenia
komdrkowego w komdrkach raka nerki, wskazata réwniez na zestaw nowych genéw
oraz wczesniej nieidentyfikowanych szlakéw sygnalizacyjnych, ktdérych przyszia
wnikliwa ocena moze pozwoli¢ na lepsze zrozumienie procesu starzenia
komdrkowego. Autorka zidentyfikowata réwniez réwniez sposob inhibicji autofagii
starzejgcych sie komdrek i opisata jego konsekwencje, miedzy innymi ucieczke od
starzenia. Kontynuacja tych badan moze przynie$¢ informacje o istotnym znaczeniu

dla opracowania nowych koncepcji terapeutycznych.



Obok zaproponowania wnioskow noszacych niewatpliwe znamiona
oryginalnosci naukowej, doktorantka udokumentowata uzyskanie znacznych
umiejetnosci prowadzenia samodzielnej pracy badawczej. Wykazata rowniez
umiejetnosc interpretacji ztozonych wynikéw oraz konfrontacji uzyskanych wynikéw z
danymi literaturowymi. W zwiazku z powyzszym przedstawiam opinie, ze rozprawa
odpowiada warunkom okreslonym w stosownych zapisach ustawy Prawo o
szkoinictwie wyzszym i nauce. W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgr Agaty
Borkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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