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«Rola autofagii | starzenia w chemoopornedci
raka pluca: analiza in vitro, in vive | materialu klinicznego™

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Aleksandry Olszewskiej-Banach
zostata wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Claudine Kieda oraz z udziatem promotora
pomocniczego Pani dr Halingy Waé w Laboratorium Onkologii Molekularnej i Terapii
Innowacyjnych Wojskowego Instytuiu Medycznego Pafstwowego Instytutu Badawczego.
Badania prezentowane w rozprawie byly finansowane w ramach projektu badawezego Sonata
Bis 7 numer 2017/26/E/NZ3/00434 Narodowego Centrum MNauki, ktorego kierownikiem byla
Pami dr Halina Wad,

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy charakterystyki molekularnych mechanizmdw
odpowiedzialnych za adaptacjc komdrek niedrobnokomdrkowego raku pluca poddanych
dziataniu chemioterapeutykiow, a takie oceny skutkow niedotlenienia oraz poznania znaczenia
roli metabolizmu beztlenowego i autofagii w progresji tego nowotworu. Nalezy zaznaczyé, e
pomimo wielu prac naukowych pofwigconych niedrobnokomébckowemu rakowi pluca
(=10 000 publikacji w bazie PubMed) mechanizmy lezace u podloza lekoopomosci, progresii
0Tz preerzuldw tego nowolwory sg weigk stosunkowo slabo poznane. Istnigjace wyniki weige
rodzy wigee) pytad niz przynoszg jednoznacznych odpowiedzi. Problem podjety preez
Doktorantke jest tym istotniejszy, 2e wedlug American Cancer Society szacuje sig, iz 80 - 5%
diagnozowanych przypadkéw nowotworéw raka pluc to rak niedrobnokomdrkowy. Problem
jest istotny, tym bardziej z punktu klinicystki, poniewaz przezycie 5-letnie scigle zalezy od
stopnia zaawansowania TNM (ang. Tumor, Nodus, Metastases) i waha sie odpowiednio dla I
stopnia — od 60% do 70%, Il stopnia— od 40% do 50%, [11a stopnia - spada ponizej 15% a [1Ib
i IV stopnia wynosi zaledwie 1%. Dlatego tak wazne jest poszukiwanie nowych efektywnych
strategii terapeutycznych pozwalajgcych skutecznie eliminowaé komérki nowotworowe oraz
ograniczad ich preerzutowanie.

Doktorantka w swojej pracy skoncentrowala sig w szczegdlnodci na procesie starzenia
indukowanego terapeutykami ( ang. Therapy-Induced Senescence -TIS) oraz czynnikach
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modulujgcych ten proces | zwigranych ze sigzeniem tlenu orar dostgpnodcia skladnikow
odrywezych.

Zgodnie z powyiszym nalezy stwierdzié, ze tematyka pracy doktorskiej jest aktualna,
interesujgca oraz majgca uzasadnienie w odniesieniu do wezedniejszych publikacji naukowych.

Rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Olszewskicj-Banach ma charakter
monografii i liczy 177 numerowanych stron. Uklad pracy doktorskicj jest typowy dla prac
cksperymentalnych. Praca dokiorska zostala podziclona na nastepujace rozdzialy: streszczenie
pracy preygotowanc w jezyku polskim oraz angielskim, wst¢p, zalozenia i cel pracy, materialy
I metody, wyniki, dyskusja, wnioski, bibliografia, opinia Komisji Bioetyeznej, opinia Komisji
Etyczne). Tekst pracy poprzedzony zostal spisem tredci, spisem rycin i tabel oraz wykazem
skritow,

Bibliografia obejmuje 333 odpowiednio dobrane zgodnie z tematem pracy pozycje
literatury. Praca doktorska zostata takze wzbogacona w 48 rycin oraz 7 tabel.

W zakresie oceny formalnej pracy doktorskiej recenzent ma tylko kilka uwag. Tytuly
tabeli zwyczajowo powinny by¢ umieszezone nad tabely, pod tabels natomiast umieszcza sie
dodatkowe informacje, np. dotyczgee uzytych testdw statystycznych, wyjasnienia
zastosowanych symboli, itp.

W pracy zauwaiono takze kilka bledéw zwigzanych z brakiem interpunkcji oraz omylek
edytorskich czy niefortunnych sformulowar, co jednak zdaniem recenzenta moze zdarzyé sig
przy tak obszernej pracy. Recenzent nie chee w tym miejseu ich wymieniaé, poniewas nie maja
one wigkszego znaczenia dla zrozumienia tekstu oraz wynikow. Nalezy jednak wspomnieé
0 bigdnie przetlumaczonej nazwie inhibitora autofagii. Doktorantka przettumaczyla z jezyka
angielskiego hydroxychloroguine (stosowany skrét w pracy HCQ) jako hydroksychlorokine.
Nalezy jednak raznaczyé prawidlowe nazewnictwo w jezyku polskim tego inhibitora to
hydroksychlorochina, poniewaz jest 1o pochodna chininy.

Doktorantka czgsto stosuje w pracy takze okreslenie | Jeczone komdrki™, ktore zdaniem
recenzenta nie do kofica jest uprawione w odniesieniuv do komdrek linii nowotworowej
hodowanych in vitro, bardziej wskazane byloby uzycie terminu fraktowane lub poddane
dziglaniu itp.

Innym blgdem jest rowniez niekonsekwentne zapisywanie narw pgendw zgodnie
z przyjgtymi standardami. Geny powinny by¢ zapisane odpowiednio z uzyciem kursywy.
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Niezaleznie od powyiszego, na podkreslenie zashuguje fakt, 2e czest wynikdw i danych
zaprezentowanych w tej pracy zostala juz opublikowana w 2022 roku z pierwszym autorstwem
doktorantki w czasopismie z listy JCR Froatiers in Oncology (Ofszewska A, Borkowska A,
Granica M, Karolezak J, Zglinicki B, Kieda C, Was H Escape From Cisplatin-Induced
Senescence of Hypoxic Lung Cancer Cells Can Be Overcome by Hydroxychloroquine. Fromt
Oncol. 2022 Jan 21.:11:T38385, doi: 10 3389 fonc. 2021, 738385, eCollection 2021).

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

We wstepie pracy zawarto wszystkic niezbgdne informacje wprowadzajace czytelnika
w zagadnienia poruszane w rozprawie doktorskiej. W oparciu o adekwatng do tematyki
literaturg, Doktorantka dokonala opisu akialnego stanu wiedzy dotyczgcego muin
epidemiologii i klasyfikacji nowotwordw raka pluca, charakierystyki drobnokomérkowego
oraz niedrobnokomorkowego raka pluca, przeglad stosowanych terapii u pacjentow
z niedrobnokomdrkowym rakiem pluca. mechanizméw odpowiedzialnych za starzenie
komérkowe, w tym w szczegdlnodci odpowiedzialnych =za starzenie indukowane
terapeutykami, znaczenia poliploidii w wystgpowaniu opomoéci na zastosowane leczenie,
mechanizméw odpowiedzialnych za przerzuty zwigzane z tzw. fenotypem macierzystym,
tranzycjg epitchialno-mezenchymalng. We wsigpie Dokiorantka opisala rdwniez mechanizmy
molekulame kontrolujace proces autofagii oraz hipoksji, koncentrujac si¢ na znaczeniu tych
procesdw w rozwoju i progresji nowotworu, Wstep zostal wzbogacony takze w dobrze

opracowane schematy,

Oceniajgc ten rozdzial pracy nalezy tak#e podkreslié, e Doktorantka bardzo dobrze
opisala we wstgpic luki dotychczasowego stanu wiedzy w zakresiec omawianej tematyki,
jednoczesnie uzasadniajge potrzebe wykonania swojej pracy doktorskiej. Do tego rozdziabu nie
MAam uwag.

Cel pracy zostala okreslony w sposob jednoznaczny zgodnie 2z tematem rozprawy.
Dodatkowo Doktorantka sprecyzowala szedé celow szczegdlowych. Do tej czedei rdwniez nie

MAM WWag.

Podsumowujgc powyisze stwierdzam, 2e postawiony cel naukowy spelnia wymdg
niczbedny dla uznania ocenianei pracy doktorskiej indajacy poziomowi jakim
powinna odznaczaé sig praca doktorska, poniewaz realizacja tego celu istotnic prowadzi do
poszerzenia dotychezasowej wiedzy oraz stanowi przyczymek do orvginalnego rozwigzania
problemu naukowego.
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Rozdzial materialy i metody zostal opracowany poprawnie. W rozdziale tym opisano
wszystkie procedury eksperymentalne wykorzystane do osiggniecia zdefiniowanych w pracy
celdw badawczych. W rozdziale materiaty i metody zawarto opis procedur, ktdry w wigkszosci
bezproblemowo umozliwia odtworzenie wykonanych eksperymentow. Wskazane jednak
byloby podanie odpowiednich numeréw katalogowych niektorych odezynnikéw stosowanych
w badaniach np. inhibitorow, siRNA, zestawdw do oznaczen i przeciwcial. Ma to istotne
maczenie, poniewa jak Doktorantka na pewno wie na stronach firm moze byé dostgpnych np.
kilka przeciwcial dedykowanych do immunodetekeji okredlonego jednego typu bialka.
Podobnie wskazane byloby podawanic numerdw CAS w odniesieniu do stosowanych przez
Doktorantke inhibitordw, co np. pozwoliloby jednoznacznie zidentyfikowaé wzyty w badaniach
Twigack.

W podrozdmale 3.2.2 Matenaty 1 metody zatytulowanym ,,Ogdlny schemat
eksperymentalny” wskazane byloby umieszczenie pogladowego schematu ukladu
eksperymentalnego stosowanego przez Doktorantke z zarnaczonymi etapami wykonanych
procedur. Taki schemat znalazl si¢ w rozdziale opisujacym wyniki, niemniej zdaniem
recenzenta trafniejsze byloby jego zamieszczenie w rozdziale Materialy | metody.

Niezaleznie od powyiszego cheiatbym podkredli¢, 2e jakodé merytoryczna oraz ilogé
zastosowanych technik oraz narzgdzs eksperymentalnych s$wiadczy o bardzo dobrym
warsztacie Doktorantki. W pracy wykorzystano bowiem hodowle komérkowe in vitro, mysi
model syngenmiczny raka pluca oraz probki  kliniczne pozyskane od pacjentow
z niedrobnokomdrkowym rakiem pluca. Dokiorantka uzyskala takze odpowiednie zgody na
prace z materialem zwierz¢cym oraz ludzkim. W pracy wykorzystano takie procedury jak
sckwencjonowanie nastepnej generacji, qPCR, technike western blot, techniki mierzace
aktywnodé metaboliczng komorek, proliferacje oraz technike wyciszanic gendw z uzyciem
siRNA.

Prezentacja wynikow zostala usystematyzowana w sposdb tworzgcy logiceny cigg
zmierzajgcy do udzielenia odpowiedzi na zdefiniowane w pracy doktorskiej cele. Wyniki
przedstawiono na 39 rycinach oraz w | tabeli odpowiednio opisanych oraz zacytowanych
w tekscie. Rozdzial ten zostal opracowany prawidlowo zgodnie z ogolnie przyjetymi zasadami
dla prac cksperymentalnych. Kazdy rozdzial tej sekcji zawiera réwniez podsumowanie
dotyczace otrzymanych wynikdw, co systematyzuje omawiane wyniki. Rozdzial Wyniki
wskazuje rowniez na ogrom pracy Doktorantki jaki zostal wlozony w wykonanie
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eksperymentdw oraz dojrzalos¢é Doktorantki jako naukowca. W te) sekcji zaprezentowano
szereg cickawych i nieoczywistych wynikéw, kidre istotnie poszerzajg dotychczasows ogdlng
wiedze na temat biologii komdrek nowotworowych oraz starzenia komdrkowego. Za

szczeghlnie interesujgce uwazam wyniki dotyczgee zastosowania hydroksychlorochiny oraz
znaczenia hipoksji w modulacji procesu starzenia indukowanego chemioterapeutykami, np.
cisplatyng. Doktorantka dowiodla bowiem, 2e skutccznym sposobem przezwyciezenia
opomosci wywolanej cisplatyng niedotlenionych komdrek niedrobnokomérkowego raka phuca
jest hamowanie autofagii przez zastosowanie hydroksychlorochiny.

Otrzymane wyniki zostaly podane szczepdlowej dyskusji w oparciu o adekwatng do
problematyki literaturg w kolejnym rozdziale dysertacji. Nalezy jednoczednie zaznaceyé, 2e
polemika Doktorantki z wezedniejszymi danymi zostala przeprowadzona w sposob dojrzaly
wskazujac na bardzo dobry znajomodé tematyki.

Po przeczytaniu rozdzialu wyniki oraz dyskusji mam pytania dotyczgce
doprecyzowania niektorych aspekiow pracy.

1) W jaki sposéb monitorowano proces reoksygenaci zachodzacy po zakofczonej hipoksji
(np. przed kakdym oznaczeniem)? Czy zdaniem Doktorantki hydroksychlorochina
moze uwraliwiad komdrki na reoksygenecje?

2) Prosz¢ o doprecyzowanie warunkdw normoksji i hipoksji w odniesieniu do podpisu
ryciny 4.14.

3) Czym byl podykiowany wybdr czasowego wyciszenia ekspresji gendw autofagicznych
w komorkach raka pluca AS549 traktowanych cisplatyng techniky siRNA zamiast
stabilnego?

4) Czy Doktorantka sprawdzata i czy obserwowala efekt zmiany poziomu bialek
autofagicznych w  przypadku stosowania siRMA  negatywnego jako kontrole
w odniesieniu do komérek nietraktowanych kompleksami siRNA i lipofektaminy?
Jakie cfektywne stgenie lub ilodé siRNA stosowano do wyciszenia wspomnianych
gendw 1 czy miesci sig ono w rekomendowanym przez producenta przedziale?
Doktorantka podata w metodyce, Ze roztwor wyjsciowy siRNA byl o stezeniu 20 mM.,
¢o zdaniem Recenzenta jest bardzo wysokim stezeniem siRNA rzadko oferowanym
przez producentdw. Czy przy zastosowanym stezeniwilosci siRNA obserwowano
toksycznosé?
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5) Dlaczego podczas prac eksperymentalnych nie monitorowano smierci komdrkowej
specyficznymi markerami np. apoptozy, nekroptozy?
6) Jakiego efekiu nalezy sig spodziewaé co do zmian w profilu sekrecyjnym cytokin

w przypadku obnizenia poziomu ekspresji HIF]a w kombrkach A549 traktowanych

cisplatyng w hipoksji? Dlaczego Doktorantka nie zdecydowala sie sprawdzié tego

aspektu w odniesieniu do informacii podanych we wstgpie pracy?
7) Co wiadomo o efeklach ubocznych stosowania hydroksychlorochiny na komdrki
prawidlowe? Co wiadomo o biodostgpnodei hydroksychlorochiny w organizmie? Jakie

to moke mied implikacje na wyniki prezentowane w rozdziale 4.8,

Niezaleznie od moich pytan, jak juz wspomnialem w recenzji, bardzo wysoko oceniam
maprezentowane wyniki.

Whiosek kodcowy

W podsumowaniu recenzji chcialbym stwierdzié, iz mimo moich uwag, bardzo
wysoko oceniam przedstawiong pracg doktorsky Pani mgr Aleksandry Olszewskicj-Banach
oraz stwierdzam, ze rozprawa doktorska spelnia warunki okredlone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Doktorantka
udowodnita, e samodzielnie potrafi rozwigzywaé sformulowany problem naukowy poprzez
odpowiednio zaplanowane cksperymenty, ich interpretacje, krytyczng dyskusje oraz wywazone
wnioski. Stwierdzam takze, 2¢ oceniana przeze mnie praca dokitorska wnosi nowe informacie
do dyscypliny nauki medyczne. W zwigzku z powyzszym wnoszg do Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry
Olszewskiej-Banach do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysokg wartosé naukowg wynikdw dotyczacych zastosowania
hydroksychlorochiny oraz znaczenia hipoksji w modulacji procesu starzenia indukowanego
chemioterapeutykami, a takze fakt, ze czgéciowo zostaly juz opublikowane z pierwszym
autorstwem Doktorantki w czasopismic z listy JCR Frontiers in Oncology wnioskuje do Rady
Naukowej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiepo Uniwersytetu Medycznego
o wyrddnienie oceniangj przeze mnie rozprawy doktorskie).

Rzeszow, 10/07/2023 Dr hab. Maciej Wnuk, prof. LR



