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Ocena Rozprawy Doktorskiej
mgr Aleksandry (Mszewskiej-Banach
pt.: Rola autofagii i starzenia w chemoopornodci raka placa: analiza in vitro, in vive i
materialu klinicznego”,

wykonana zgodnie z uchwaly Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego 2 dnia 07 czerwea 2023 r.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Aleksandry Olszewskiej-Banach
zostala napisana w jezyku polskim i przedstawiona do recenzji w postaci wydruku na 178
stronach. Uklad dysertacji jest tradycyjny i zawiera wszystkie wymagane rozdzialy w tym
jednobrzmigce streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis tredci, wykaz stosowanych
skrdtdw, spis rycin i tabel, wstep, cel badan, material i| metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz
wykaz pismiennictwa. Rozprawa zawiera 7 tabel, 48 rycin oraz 333 pozycje pismiennictwa, z
czego mmakomita wicksrodd pochodzi z ostatnich 10 lat. Do pracy dolaczono takde
dokumentacjy Komisji Bioetyczne) oraz Etycene, zawierajgcg zgode na przeprowadzenic
hadan na zwierzetach oraz z wykorzystaniem materialu klinicznego, pozyskanego od pacjentow
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, bgdgca promotorem pomocniczym w ninigjszym przewodzie doktorskim. Czgse
wynikdw zawartych w rozprawie byla opublikowana w recenzowanym czasopismie Fronliers
in Oncology a Doktorantka jest pierwszym autorem publikacji.

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy znaczenia procesdw autofagii oraz starzenia w
opormnodci komorek nowotworowych raka pluc na chemioterapig. Doktorantka podjgla sig
weryfikacji zalozen pracy na kilku modelach, w tym komdrkowym dwach linii komérkowych
reprezentujgcych nowotwdr pluc, zwierzecym syngenicznym modelu raka plue oraz na



probkach guzéw pobranych od pacjentéw z nowotworem pluc. Poruszane przez Doktorantke
zagadnicnia s3 waine, gdyz dotychczas nie ustalono jednoznacznie znaczenin zjawiska
starzenia dla rozwoju nowotwordw, odpowiedzi na leczenie i udzialu w mechanizmach
przermutowania. Wspdlistnienie zjawiska starzenia wraz z innymi procesami komorkowymi,
jak autofagia, apoptoza i inne, sprawin, i2 zadanie to jest ambitne i wymaga przemyélanego
toku prac badawezych, kidre wszechstronnie analizuje procesy zachodzace w odpowiedzi na
dzialanic badanych czynnikéw. Ponadio, wprowadzenie do modelu badawczego parametru
zrénicowanej dostgpnodei tlenu, dodatkowo komplikuje horyzont obserwacii. Byé moze 2 tego
wzgledu opisywane zjawiska sq trudne do precyzyjnego uporzadkowania a badania w tym
zakresie wysoce pozadane. Podjgta przez Doktorantke tematyka badaweza jest bardzo aktualna
a wyniki z zaplanowanych badan mogg mieé istotny charakter poznawczy.

Wsigp pracy wprowadza czytelnika w tematyke nowotwordw pluc, obecnego standardu
ferapii oraz nowych kierunkdéw terapii, w tym immunoterapii, terapii celowanej oraz innych
procedur medycznych rozwijanych w powyzszym wskazaniu. Nastepnie Doktorantka opisuje
procesy starzenia si¢ komorek i szlakow molekularnych zaangazowanych w regulacie tego
procesu, sposob jego identyfikacji, wreszcie znaczenia starzenia komorek w kontekécie 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 wzbogacajy estetyczne ilustracie, kidre
schematycanic obrazujg opisywane zlozone szlaki sygnalowe, umozliwiajac czytelnikowi ich
lepsze rozumienie. Wstep jest napisany plynnie i logicznie uszezegélawia opisywane zjawiska,
Towarzysza mu jednak liczne blgdy interpunkcyjne i niezrecanodci stylistyezne, jak np.
sformulowania: ,.... pacjenci, ktorzy nie reagujg na operacjg...” (sir. 18), , Wickszosé pacjentow
to kandydaci niechirurgiczni...” (str. 19), ,Okolo 40% pacjentdw jest w stadium IV... (str. 19),
wNicktore geny, kibre majg rolg w wyplywie lekdw...” (str. 45) i inne. Nalezaloby takze unikaé
w tekstach naukowych sformulowad typu ,ten, ta, to”, ktdre bywajg mylace lub wymuszajy
powrit do wezedniejszych tresci a odwolywaé sie precyzyjnie do opisywanych zjawisk. W
moim przekonaniu zabraklo tak?e we Wstgpic podsumowania, ktére syntetycenie
wskazywaloby na najwazniejsze dla Doktorantki elementy opisywanych zjawisk i uzasadnienie
podjetych badan wraz z hipoteza badawcza.

We Wsigpie Doktorantka wspomina, iz stare komorki tworzqg z sgsiadujgcymi
komérkami mostki cytoplazmatyczne, zapewniajgce migdzy sobg bezposredni transfer hialek
(str. 28). Czy Doktorantka moglaby szerzej oméwié to zjawisko, Czy wystepuje ono takze w
warunkach fizjologicznych i jakie bialka sq przekazywane? Jakie jest maczenie tego Zjawiska
w procesach patologicznych? Prosilabym takze o doprecyzowanie jakie terapie senolitycane
ma Doktorantka na mysli, piszse iz moga one zapobiegaé lub opdéniaé proces zwiazanych z
wiekiem dysfunkcji tkanek (str. 23).

Nastgpnie Doktorantka formuluje 6 celéw pracy, ktore dotyces: okreslania dawek
badanych lekéw indukujgeych starzenie sig komorek raka pluc, ocenie znaczenia hipoksji dla
procestw starzenia komorek i tranzycji epitelialno-mezenchymalnej, oraz nabywania fenotypu
macierzystego, a takze okreslenia znaczenia modulacji aktywnodci enzymu LDHA i procesu
autofagii w starzeniu komdrkowym. Doktorantka zaplanowala takze weryfikacje obserwacji w



modelu zwierzeeym oraz oceng markerdw molekulamych hipoksji i starzenia w materiale
klinicznym raka pluc.

Do realizacji celéw badawczych Doktorantka wykorzystala wszechstronny zakres
metod badawczych, opartych na analizach biochemicznych i z zakresu biologii molekulamej
(hodowle komdrkowe, wyciszanie gendw, cytometria przeplywowa, analizy Western blot,
rPCR, sekwencjonowanie NGS, testy biochemiczne zywotnosei, proliferacji, ocena autofagii
oraz inne). Wyniki analizowano statystycznie z wykorzystaniem programu GraphPad Prism.
Poszczegilne procedury eksperymentalne i potrzebne do nich materialy oraz odezynniki
zostaly opisane w sposdb wyczerpujacy i nie budzg zastrzezen. Aby ocenié wphyw warunkow
hipoksji na analizowane parametry, Doktorantka prowadzila hodowlg w komorze hipoksyjnej
1 pordwnywala otrzymane wyniki z hodowly w warunkach normoksji. W rozdziale Materiaty i
Metody zawarto takie opis ogolnego schematu eksperymentu (str. 51), ktory byl
modyfikowany w zalelnodei od wykonywanych analiz. Doktorantka powinna w 1ej sekeji
zawrzeé pelen opis schematdw badawczych i ich modyfikacji, ktére niepotrzebnie sq opisywane
w rozdziale Wyniki. Doktorantka opisujgc schemat badawczy wspomina takze, iz wzorujac sie
na schemacie podawania chemioterapii pacjentom, przeprowadzono dlugotrwale
eksperymenty, w ktdrych komérki ludzkiego raka phuc poddano dzialaniu chemioterapeutykéw
— cisplatyny, docetaxelu oraz winorelbiny. Jednakze, jak wynika z opisu na str. 66, dzialanie
badanych cytostatykdw trwalo jedynie 24 h, zatem sformulowanie o dlugotrwalym ich
oddziatywaniu jest nicfortunne. Doktorantka wspomina takze, iz docelowo badane substancje
byly rozcienczane w medium hipoksyjnym, jednakze w opisie hodowli komérkowych nie ma
informacji czym jest medium hipoksyjne i w jakim zakresie jego sklad jest odmienny od
medium stosowanego w hodowli w warunkach normoksji.

Poprosilabym tak#e Doktorantke o doprecyzowanie informacji na temat sporzadzania
roztwory macierzystego cisplatyny, ktbra jak wynika z opisu na str. 51, byla rozpuseczana w
PBS do stgzenia 7,5 mM (czyli okolo 2,25 mg/mi). Jak wynika z dostepnych informaciji takze
na stronie Sigma, gdzie zakupiono odczynnik, cisplatyna ma ograniczony rozpuszczalnose w
FBS, i tylko w PBS z zawartoécig NaCl, do | mg/ml, podczas gdy rozpuszczalnodé w DMSO
jest do 10 mg/ml.

Rozdzial Wyniki przedstawia w logiczny, usystematyzowany sposdb zebrane
obserwacje, ktdre ilustrujg liczne wykresy i zdjgcia. Jakos¢ zawartych Rycin jest wysoka i nie
budzi zastrzezen. Doktorantka zgodnie ze sformulowanymi celami pracy weryfikowata kolejne
zalozenia, krotko podsumowujge kazdg z najwazniejszych obserwacji. Ze wzgledu na
zlozonodé modelu eksperymentalnego, taka forma opisu pozwala na akcentowanie
najwazni¢jszych spostrzezen i nawiguje czytelnika wérdd licznych wynikow. Podobnie jak we
Wstgpie, w tekécie pojawiajg sig usterki interpunkcyijne i stylistyczne oz kilka sformulowan
kdre sq nicfortunne, jak np.: leczenie komérek/terapia CIS (jednak w badaniach in vitro méwi
si¢ o traktowaniu komérek lub oddziatywaniu na komérki), spadki aktywnosci/akumulacii
(raczej zmniejszeniehamowanie aktywnodci), macierzysiodé komédrek (raczej fenotyp
macierzysty). Takze w kilku miejscach rozdziaty Wyniki znajdujs odwolania do obserwacji
innych autoréw, dotyczgee raka okreznicy (str. 74, 85), kidre powinny byé umieszezone w
Dyskusji pracy doktorskiej. Odnoszge si¢ natomiast do zakresu merylorycznego wynikow,



moim zdaniem w prezentacji obserwacji wspotdziatania CIS + HCQ (Rye. 4.21-4.27), powinny
byé takre zaware obserwacje dla komobrek kontrolnych, nietraktowanych oraz traklowanych
tylko HCQ. Wiadomo bowiem, iz sama HCQ wplywa na zmiany markerow autofagii (jak
MAP-LC3) i nie moina wykluczy¢ jej udzialu w obserwowanych zmianach ekspresji innych
bialck. Zmiany ekspresji mogg takze by¢ odpowiedzig na niedotlenienie | mieé wplyw na
reakcj¢ komorek na dodatkows obecnodéé cisplatyny. Z kolei, przy prezentacji wynikdw
Western blot i oznaczaniu form fosforylowanych, powinna byé zawarta informacja, jaka
pozycja biatka jest fosforylowana (np. p-cde-2, p-56), a wirdd wykrywanych bialek, oznaczana
takze forma calkowita (Ryc. 4.12, 4.17, 4.24). W przypadku aktywacji kinazy mTOR,
zaangadowane) w indukcie autofagii, takze jej staws fosforylacji powinien by¢ analizowany
(Rye. 4.17).

Analiza NGS jest ciekawa czeiciy prezentowanych wynikdw, pdyz pozwala na
uzyskanie szerszego obrazu zmian wewnatrzkomdorkowych pod wplywem oddzialywania CIS
i CIS + HCQ. Analiza bioinformatyczna pozwolila na wskazanie grup gendw, kidre ulegajg
hamowaniwaktywacji pod wplywem oddzialywania badanych czgsteczek w warunkach
hipoksji/normoksji. Waznym wnioskiem z przeprowadzonej analizy jest spojnosé analiz NGS
zmian gendw cyklu komérkowego, replikacji i naprawy DNA po traktowaniu HCQ z wynikami
badari in vitro, co uwiarygadnia dodatkowo przedstawione przez Doktorantke obserwacie.

Doktorantka podjsla pribe oceny znaczenia hamowania autofagii z uzyciem HCQ w
modelu in vivo raka pluc myszy traktowanych cisplatyng. Doktorantka wskazuje jednak na
koniecznoé¢ przerwania dodwiadczefi, ze wzgledéw etycenych. Badania na modelach
zwierzgcych s obarczone duzym ryzykiem i czgsto wymagaja optymalizacji w zakresie
schematu badawczego. Nalezy w tym migjscu docenié uczciwodé Doktorantki | zawarcie tej
czgdci badan w pracy doktorskiej, mimo, iz nie udalo sig¢ ich przeprowadzié¢ zgodnie z
zalozeniami. Poprositabym jednak Doktorantke o komentarz, z jakis wzgledéw zaplanowano
podawanie HCQ dopiero po 3 tygodniach podawania cisplatyny? Czy w preyszivch pracach
nie nalezaloby rozwaty¢ jednoczesnego podawania HCQ z CIS od poczatku traktowania
zwierzgl, oraz uwzglednié grupy otrzymugace tylko CIS | HCQ?

W ostatniej sekcji Wynikdw, Doktorantka weryfikuje obecnodé markeréw hipoksji,
ktore jak wynikalo z badari in vitro, modulujg odpowied# komdrek na cisplatyne. Doktorantka
wykazala, iz w wycinkach raka pluc pacjentdw, identyfikuje sie zmiany ekspresji HIF-1, HIF-
2 oraz markerdw fenotypu macierzystego komdrek (ALDHIA, NANOG oraz OCT-3/4).
Wydaje sig jednak, iz bez informacji na temat leczenia pacjentow w kontekdcie cisplatyny i
weryfikacji wynikdw w obrebie wycinkéw pobranych od pacjentéw leczonych/nieleczonych
cisplatyng, wnioskowanie o istotnodci obserwowanych zmian ekspresji w kontekdcie
prognozowania odpowiedzi na chemioterapig lekami platynowymi, jest preedwezesne,

Dyskusja jest mocng strong przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej. W sposdb
zreczny Doktorantka konfrontuje swoje obserwacje z wynikami innych autoréw. Wskazuje
takze, na elementy kidre wymagaja dalszej analizy i pozostaja miejednoznaczne. Liczba
cytowan biekgeej literatury wskazuje na bieglod¢ Doktorantki w opisywane] tematyce
badawczej oraz gruntowne zrozumienie zlozonodei opisywanych zjawisk. Moja uwaga
krytyczna dotyczy jedynie zawarcia na poczatku Dyskusji (str. 113) szeéciu sformulowanych
w postaci podpunktdw wnioskow z praeprowadzonych badan, kidre powinny zostaé zawarte w



rozdziale Wnioski, ktory z kolei w swoim opisowym charakterze nie daje jasnego obrazu, kidre
z postawionych celow zostaly grealizowane 1 jakie efekty udato sie uzyskaé. Jak wynika z
wnioskow zawartych w Dyskusji, hipoksja korelowala z opornodcig komdrek raka pluc na
chemioterapi¢ czemu towarzyszylo zjawisko ucieczki przed starzeniem regulowane przez szlak
zalezny od bialek p53/p21. Ponadio, hamowanie procesu autofagii zmnicjszalo ucieczkg przed
starzeniem zwickszajge efekt cytotoksyceny cisplatyny oraz modulowalo ekspresje bialek
fenotypu macierzystego komorek.

Podsumowujge, nalezy stwierdzié, e przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
stanowi oryginalne opracowanie istolnego problemu badawczego jakim jest znaczenie
proceséw starzenia w odpowiedzi komdrek nowotworowych na chemioterapie. Dokiorantka
realizowala badania na modelach raka pluc, ale nalery zauwalyé iz opisywane zaleinodci
molekulame pomigdzy starzeniem komdrek, autofagia i oddzialywaniem warunkow
niedotlenienia, mogy mieé¢ charakter uniwersalny. Doktorantka wykorzystala szeroki wachlarz
modeli badawczych omz technik eksperymentalnych by zrealizowaé postawione cele
badawcze. Zawarte w recenzji uwagi krytyczne nie umniejszaja wysokiej wartodci
merytorycznej preedstawione| rozprawy dokiorskiej.

Diatego stwierdzam, i@ recenzowana rozprawa doktorska mgr Aleksandry
Olszewskiej-Banach spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkelnictwie wykszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdén. zm.) i wnioskuje
do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Warszawskiego Uniwersytetu Medyeznego o
dopuszczenie mgr Aleksandry Olszewskicj-Banach do dalszych etapéw preewodu
dektorskiego.



