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Warszawa, 18 serpnia 2023

Recenzja rozprawy doktorskie] mgr Agaty Borkowskie)
pt. , Rola autofagii | starzenia w chemoopomogc raka nerkl: analiza in witro i in vivo™

Przedstawiona do recenzji rozprawa dokiorska mgr Agaty Borkowskiej zostala przygotowana w
Laboratorium Onkologli Molakularney | Terapii Innowacyjnych w Waojskowym Instylucie Medycznym, Padstwowym
Instytucie Badawczym. Promotorem rozprawy jest Pani prof. dr hab. Claudine Kieda, a promaotorem pomocniczym
Pani dr Halina Was. Prace badawcoe zaprezentowane w niniejszej rozprawie byly finansowane w ramach dwach
projekidw: Sonala Bis z MNardowego Centrum Mauki oraz grantu statulowego ne. 500 Ministerstwa Mauki |
Szkolnictwa Wyiszago, WIM-BIP. Kierownikiern obu projekidw byla promotor pomocniczy Pani dr Halina Wasé.
Stypendium dokloranckie finansowane bwio w ramach projektu _Program  inlerdyscyplinarych  Studiow
Doktoranckich wykorzystujgcych sekwencionowanie nowej generaci (NGS) w medycynie spersonakrowanaj” z
Fundusry Europajskich, Wiadra Edukacia Rozwd| — Unia Europeyska Fundusz Spolecrny

1\/(_

Jm:lm:rx rqnwmfahwyzmn :,ﬂhmrnnmrsnﬂpﬂ:mnl onkologla jest opracowanie skutecznych
terapil przechanowobworowych. Poznawani molskularnych mechanizméw lefacych o podstaw komérkowe
odpowiedzi na chemio- cxy radioterapie jest niezbedne do osiagniecs tego celu. Z jedng strony, pozwala o na
opracowanie nowych siralegii lerapeutycznych, kitre sq ukierunkowane na eliminacje komkreinych komdrek
nowotworowych, z drugiel strony umotiwia na okredlenia procesow rachodzacych w komdrce, kidre czynig j§
oporma na slosowans laki

Terape proeciwnowotworowe tradycyjnie operajg sie na lakich strategiach, kidre z zalozenia sq wysoce
cytoloksyczne | prowadzg do eliminac)i komorek nowotworowych, np. na drodze apoptory. Choclak z zalodenia
strategia ta jes! shuszna, to jsdnak wymaga slosowana wysokich dawek chemioterapeutykow, kidre takre driaiag
ioksyconie na komdrki prawidiowes, powodujac skutki uboczne, Ponadio szemeg nowobtwordw w trakcis onkogenazy
cIy terapli uruchamia mechanizmy porwalajgos na unikanie spoplozy, co ogranicza mozliwodd ich eliminac).
Alternatywnym podejsciem s terspie polegajace na siosowaniu nirszrych dawek lekow, kidre majg wphyw
cytoslatyezny na komdrkl nowobworowe | przyczyniajy sig do ograniczenis wzrosiu guza. Jednym z procesdw, kidry
moze byt indukowany w wyniku lerapil o efekcie cylostalycznym jest starzenss komdrkowe, kidre w literaturze

okredla sip mianem therapy induced senescence (T1S)

Starzenie komorkowe jest procesem prowadzacym do  nisodwracalnego ia podriakw
komdrkowych, przy cIym komdrka pozostaje iywa | aktywna melabolicznie Pomimo licznych przykiadiw
dwiadczacych o tym, ze starzenie ndukowane w trakcie terapd przeciwnowotworowej Zwieksza j@j shutecznoss,
istniajg Bczne prrestanki dwiadczace o tym, Ze stare komdrki nowotworowe moga na nowo wnowd podzZiaty
(odzyskad polencjsl proderacyjny) | spowodowad remisje choroby. Poznanie molekularmych mechanizmiw, kidre sg
odpowiedziaine za nisodwracaing utrate polencjalu profferacyjnego przez stare komdnki nowolworowe jest jednym 2
istotnych wyzwan biologii nowotwordmw.

DOpricz indukcji procesow starrenia komdrkowego oraz apoptozry w odpowsadzi na stres, takde zwigzany z
Israpiy przecwnowobworows, mabe dajdc do akiywac) aulofagi. Autofagia o proces kataboliczny, kiory przy wdziaks
lizosomow (a8 dokladnigj enzymdw lizosomalnych) odpowiedriany jest za usuwanie uszkodzonych, zbednych
organglll komdduowych, makroczasteczek (np, He sfakdowanych bialek) czy patogendw. Autolagia obserwowana na
niskim, podstawowym poziomie w wiekszobsi komdrek, odpowiedzialna jest za utrzymywanie homeostazy
komdrkowsj, a tym samym zapswnia prawidiowe funkcjonowanie komdki, Autofagia mode byé takte aklywowana w
odpowiedzi na riene bodice np. niedobdr coynnikdw od2ywezych, niedotlenienie czy rwigzki przeciwnowolworowe,
W efekcie aulofaga maze byl rozpatrywana jako proces umaziwiajacy przezycie komdrki w niskorzystnych
warunkach mikrofrodowiska lub przyczynid sie do jej smierci, gdy poziom autofagii jest zoyt wysoki Brorac pod
uwage wplyw aulofagii na komdrki nowolworowe, rozréZnia sig autolage cyloprolekcyjng. cytotoksyczng lub
cytostatyczng. Od niedawna wiadomo, 2e autofagia jest procesem, kidey promuje starzenie komdrkowe.

Hak nerki stanowi okolo 2-3 % wszystkich nolowanych Hodiwych nowobwordw nablonkowych. Majczescie
wysigpuje w krajach zachodnich, gdrie w ciggu ostainich 20 Ist odnotowano corocrny werosl rachorowan. Rak
nerkowo-komdrkowy (ang. renal cell camcinoma, RCC) jest nagcredcm) razpoznawanym ziosliwym guzem nerki i
stanowi ponad S0% wszysikich nowotwordw ziodlwych nerki Stanow nisjednorodng histologicenie grups
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nowolwardw wywedzacych sig 2 ranych elemenidw nablonka nefronu. Mowobawdr ben wykazuje wysoks opornosc
na chemio- | radicleraphs.

Cachy charakierystyceng guadw litych jest koh nsdotlenianis (hipoksja), Kidra istotnie wplywa na biclogie
nowolvworu orar odpowied? na chemio- | radicterapie. Niedotlenenis powoduje akiywacjs coynnika transkrypcyjnego
HIF-1 (ang. Hypoxia-inducible factor 7). kidry regulupe skspresje wiel gendw odpowiedzialnych za szereg procesdw
fizjologicenych jak | patologicznych,

Diatego kluczowym |est prowadzenie badash nad zrozumsaniem ol starzenia komdrkowego jak | aulofagh w
rerwoju chemoopomaoscl komarek nowotworowych, w tym raka nerki, z uwzglednieniem warunkow tenowych jakee

wystepuja w guzach n

Gioéwna badawcrza, przedsiawiona] do recenz roZprawy dokiorskiel, rakiada, e popriez
hamowania aulclagh matlive bedze zminimalizowania niskorzystnego dzialania starych komdrek nowotworowych i
reigksrenie skutecznodcl chemioterapii. Hipoteza jest oryginaina, chociaz podobng problematykg badad podejmuje
Pracownia Molekularmych Podstaw Starzernda w Instytucie Biologs Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w
‘Warszawie, & w lkidre] promotor pomocniczy Panl dr Halina Wad odbyla stat podokiorski. Prrzadstawsona do oosny
praca jesi rozwmmgoem woresnejszych badan prowadzonych w Pracowni Molekulamych Podstaw Starzenia
kisrowana| przez Panig prof. Ewe Skorg.

Przedstawiona do oceny praca dokiorska liczy 216 stron. Manuskrypt ma klasyczny ukiad | zawera
wazystie wymagane skmanty, typowe dla rozprawy dokiorskie] wsigp, cele, wyniki dyskusjg. wnioski oraz
szcragolowy metodologee. Cylowana literatura stanowi solidng podstawe badanaj | omawiana] temalyki, Zacytowano
335 publikacy. VW tekicie zamieszczono 71 rycn, 19 tabel, na poczatku manuskryptu umiesIcrono spis rycin, wykaz
skritéw oraz streszczenie w jezyku polskim | angielskim. Ma koficu manuskryplu dolaczono zgode Lokalne) Komisji
Etycznej do spraw dodwiadczed na paierzglach w Warszawie

We _Wetgpie™ Pani mgr Agata Borkowska wprowadze nas w temalyke swoich badan. przedsiawia
podstawowe informacie dotyczgce raks nerki, opisuje dane epidemiclogiczno-diniczne nowolworu, omawia
mikrotrodowisko guza oraz matody lecrenia pacjenidw z rakiem nerki Opisuje mechanizmy dzialana trzech
Iwizkiw: winblastny, gemcytabiny oraz S-fluorouracylu, kidre sg stosowne takie w badanach nad rakiem nerki
Mastepnie, Doktorantka omawia Zjawisko niedotienienéa, kidre wystepuje w guzach litych oraz molekulame
mechanizmy odpowiedzi na hipoksje. Przedsiawia lakde informacje dolyczace chemoopornodci komonak
nowobworswych. Nastepnie, kompleksows prredsiawia akiuaing wisdze dotyczacy starzenia komdrkowago, omawsa
procas starzania indukowansgo lerapiy (TIS), mechanzmy ucleceki’ komorek od lego procesu oraz sirategie
terapeutyczng oparty o senclityki (pwigzki, kidnych dziolanie polega na selektywnym aliminowaniu starrejacych s
komdrek). Ma kodcu omawia proces autofagil, jef preebleg. regulacie oraz skupia s na roli autofagil jako celu terapii
prESCIWROWObWOTowE|

Waiep opalrzony jest rycinami, kidre pomagaja w Zrozumeeniv omawianych zagadnien. Malezy jednak
dodad, fe Dokiorantka nie uniknela licznych bleddw nterpunkcynych, slylistycenych, gramatycznych, skroldw
myslowych, czesto uzywa tzw. largonu laboraloryjnego. Jezyk naukowy powinen byc kiarowny, czytelny i
rrazumiaky dia odbiorcy, Ta uwaga odnosi sig do caley rozprawy dokiorsk i)

Rozdzial Materialy | metody™ jes! dodt dobrze napisany | Zawiera szcregolows informacie na temal
zastosowanych metod. Jasny | obszermy opis stosowanych metod stwarze moZiwosc powtdrzenia opessanych
dodwiadczen. Doktorantka wykorzystala typowe metody stosowane w biologih komorkows), takie jak hodowle
komarkowe, metody okredlanéa Zywolnodcl | proliferacji komdrek, oceny markerdw starzenia (np. ocena wielkosc |
ziamistodcl komdrek, analiza aklywnobcl enzymu lzosomainego P-galakiozydazy (ang Senascence associaled-fi-
galaclosidase, SA-5-Gaf), analiza cyklu komdrkowego z zastosowaniem cytometni praephywows) Zastosowano
lakte matocdy bicloge molekularne), w tym western blol, ELISA. barwienie immunocylochemiczne, transfekcia, real
e PCR, sskwencjonowanle RNA. Opis niskidrych melod maina by nieco skrdid, np e IamesIcraEc
informacji dotyczacych zasad dristania metody western biot czy opisu dzistania cytometru przephywowego. Co
ciekawe, Dokiorantka opisujac dodé szcregilown metode western blot (strona 54-55) nie unikneda bigdu, twiardzac,
e w czasie transferu bialek na membrang nitrocelulozows, .bialka o ladunku dodalnim migrujg w kierunku elektrody
o tadunku uemnym (kalody)®. Elektroforeza bialek w warunkach denaturujacych okredlana skrdtem SDS-PAGE
{ang. SDS-polyacrylamide gel alectrophoresis) odbywa sig w obecnodc soll sodowej sarczanu dodecylu (SDS).
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kidry jest detergantem jonowym. SDS lgcrac sk z grupami hydrofobowymi aminokwasdw nadaje bialoom Isdunek
wiemny i sprawia, e biala migrujg w kierunku dodatniej anody.
BEXWENCIONOWaN.A,

Halety podiredhl, be zasiosowano takis nowocresne lechnologle
m}uﬂnm nowey generaci (NGS) oraz analize bicinformatycena.

dwie linie komdrkowe §. ludzka linia raka nerkowo-komdrkowego, RCC4 oraz
mmlmrﬂamrh.ﬁuﬂ:l Linie rédnily sie statutem mutacyi genu VHL (ang. von Hippel-Lindat).

Poprzaz wykorzystanie specjalnych komdr do hodowl komdrek w kontrolowanych warunkach tlenu, w iym w
noimoksy | hipoksji, moziiwe bylo badanie zawiska starzenia w warunkach jak najbardziej zbldonych do
firjologicznych, obsanvowanych w guzach litych. Material badawczy uzyskano takte 7 matedialy zwierzecego, gdre
ufyto mysi syngenicany model raka nedi. Ryciny przedstawiajgce schematy dodwiadczen in vitro lub i vivo 59
bardzo przydatne. Uzyte metody 5§ poprawnee dobrané do rozwigzania problemu bedacego temalem rozprawy
doktorskiej. Malomiast mam zasirzezenia co do anafizy stalystycznej Do analzy uiyito testu 1-Studenta, kidry
wikazany |esl prry analzie dwdch grup badawczych. Ne moina pordwnywad ze sobg kilku grup, wykonujgc
kilkukrotnie test [-Budenta, jak pokazanc na rycinie 13, 14, 17,19, 21, 23 i innych. Jedeli mamy wiecaj ni dwie
grupy lo wiadciwsza jes! analiza ANOVA Immﬁmmmrw Ponadio, przy opisie metod
Dokforanika, nie uniknegta drobnych beddew | nedociagnied, kidre podano ponidej, w uwagach szczagdiowych.

Celem przedsiawiongj do recenzji rozprawy dokiorskiej Pani mgr Agaty Borkowskiel bylo okredlenie ol
dwich istolnych procesdw komdrkowych, autolagii | starzenia w chemoopomodcl komdrek raka nerki w badandach in
vitro jak i 0 vivo, Glidwny cel zostal sformulowany W nasiepujacy sposdb: okredlenle czy zahamowanie autofags
uwratiiwia stare komdrki raka nerki | indukcje w nich §miert iflub wplywa na potencial proliferacyjny komdrek oraz
powstawanie korndrek polomnych w rdznych warunkach Henowych 1. w normoksji i hipoksji. Aby zrealizowad glowny
cel sformubowano sadem celdw szcaegdowych obajmujgcych:
= poEng CFy luddoe | myse komdki raka nedkl ulegalg procesowd slarzenia w odpowsedzi na rodne
chamoterapeutyki;
= poan@ wpdywiu hipoks)l na powstaly lenotyp starzenia;

- zhadanie czy zahamowanie autofagi wphywa na proces indukcji starzenia komdnek raka nedki

- rthadanie czy rahamowan|e autofagh wphywa na proces starzenia indukowanego lerapi (TIS);

- ocena Zmian ekspresji gendw | analiza nadreprezentowanych sciedel sygnalowych w komorkach poddanych
slarzeniu indukowanego terapiy oraz po zahamowaniu aulofagii;

- Dpracowanie Iwierzecego modelu starzenia indukowanego lerapeg w syngenicznym mysim modelu raka nerki;

- pcans wphowy zahamowante autofagil na zmiany molekulame i fenotypowe komdnek w mysim modelu raka nerkl,

Szkoda, te cele nie zostaly sformulowane w jasny i klarowny sposob, powyzej prredsiawione cele zostaly
skorygowane po kglem jgzykowym. Malety jednak podkredlié, e podjsla temalyka badad jest uzasadnicna |
interasujgca rardwno ze wzgledow naukowych, jak riwnied czysto praktycznych, Nowa wiedza uzyskana w cZase
reahzacy tego projekiu mobe prrycrynid sig do gipbsregd Dozumenia biologh nowolwordw | mechantzmow
opormosc na chemioterapig. W przysziosci moze fo stworzyd nowe perspektywy dia skuteczniejsre] diagnostyki i
borapil raka.

Gibwne osiggnigcia swoich badad Pani mgr Agala Borkowska prredsiowils w rozdziale Wyniki®, W
pierwszey kolejnoéci wyznaczono subletaine dewki winblastyny (VIN), gemcytabiny (GEM) | S-flusrouracylu (5-FUj
dia dwbch linél koméarkowych raka nerki, RCC4 oraz RenCa, kidre hodowano w rdZnych wanunkdw tlenowych, Do
dalszych analiz wybrano dwa stgzenia kardego heku, a kidne wphhwaly na przefywalnods i proliferacie komidirek.
Wykazano, e obie linie komorkowe byly bardziej wratiiwe na winblastyne oraz gemcytabing niz na S-fucrouracyl.
Mie jest do kodca jasne diaczego te. a nie inne stg2enia wybrano do dodwiadczed. Zastanawia fakt, dlaczego przy
doborze subletalnych dawek najpierw nie wyznaczono stezenie ECwm, przy kiGrym liczba zywych komdrek po
podaniu kaZdego reigrku Imniejsza sig o polows w slosunky do konbroli, Wyznaczanie wartodol ECao stancwiloby
punki odmiesienia do dawek subletainych indukujgcych starzenie komdarioowe,

Nasigpnie dokonano charakienystyki procesu sterzena komorkowego Indukowanego cybostalykami
Dokiorantka charskieryzowata fenolyp sterzenia komdrkowego poprzez oznaczane klasycrnych markentw
starzeniowych, zaczynajac od analizy aktywnodci B-galaklozydazy (S5A-8-Gal), przez ocene wielkodci | zmmistodci
komérek po analize cykly komdrowego. Analizowano fakke poziom bialek rwigzanych z regulacig cykiu
komdrkowago (Y. inhibltor cykiu kombrkowago bialko p2 10F¥F1 yiosforylowang forme bialka Rb cry poziom kinazy
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zaletne) od cykln, bisko CDK1, zwane te cdcl) oraz pojewlenie sig fenclypu wydzieiniczego rwiqzansgo e
starzeniam (SASP, ang. Senescence-Associsled Secrefory Phenolype)

Otrzymane wynik wskazywaly na duby rdznorodnodd odpowedzi badanych komdrek, Wykazano, ie
wszystkie badane zwiazki wphywaly na charaklerystyczne dla starzenia zmiany morologiczne, chocia? nagsiiniejszy
wplyw miada winblatyna, a najsiabszy S-fucrouracyl. W przypadku ludzkiej linii RCCA nie zacbsarwowano wpkywu
hipoksii na analzowane zmiany fenolypowe, CO nie jest niczym dziwnym, poniewat komdeki be posiadajg mutaciy w
genie WHL, a bialkowy produkt lego genu ma wplyw na stabiinoéc, a zatem iloé¢ podjednostki HIF-1a. Do dalszych
analiz wybrano juz tylo dwa zwigzki winblastyne i S-fluorouracyl oraz tylko ludziy linig komdrkows RCC4,

Analiza cyklu komirkowego wykazala, e winblastyna hamowala komdrki w fazie G2/M. prowadzita do
poliploidyzacii, zacbserwowano takte pojawienie sig populacy subG1, cryli populacy komérek apoplatycznych (ok.
10-15%). Zmiéany te koralowaly r aktywaciq dcietki pS3ip210"WAF" graz salaku sygnalowego, w KIOnm uczestniczy
blako Rb Srkoda, ze nle analzowano poziom balka p16™ kidry wplywa na poriom fosforylac) biska Rb,
Zabrakio mi takze analizy calkowitego biatka Rb, czy analizy poziomu cykin B | D, co wzbogacioby uryskane
wyniki Pewnym utrudnieniem w anahizie wynikdw wesiern blot jest cdmienny uklad na wykresach slupkowych
{przedstawsajacych analize densytomeinyczng prgzkdw) w stosunku do samych wasterndw (np. rycina 21), uwaga ta
odnosi sig takee do innych rycin,

Z kolei po podaniu S-luorouracylu zmniejszal sie procentowy udzial komdnek w fazie 5. nie dochodzilo do
wzrosiu lczby komdrek polploidainych, zaocbserwowano pojawienis sig niewielies) populacii komorak
apoplotycznych, ale tylko w warunkach tlenowych. Dochodzilo takte do rahamowania fosforylac)i bislek Rb jak |
cdcZ, efeki ban byl niezalezny od warunkdw bencwych,

Analza fenolypu sekrecyjnego wykazala, e w komdrkach stymulowanych winblastyng dochodzi do wzrosiu
wydzielania czynnika wzroslu érddblonka (VEGF), osteopontyny, biaka wigiacego insulino-podobry czynnik
wazrostu (IGFBPI) oraz kalepsyny S niezaleznie od warunkdw Benowych Ciskawe. 28 nig Zaobssrwowano wzrosiu
wydzielania interleukiny 8 (IL-8) nalezace] do kanonicznych bialek wchodzgcych w sklad SASP. Z kolei, na skulek
dziatania S-fluorourscylu obserwowano wzros! sekregi jedynie osleopontyny | bislka IGFBP-3 w warunkach
normoksji. Czy Doktorantka moze sie ustosunkowad diaczego te, a nie inne biaka zosialy wybrane do anakay
fanctypu wydzisinczego, SASP, Doklomnika powohaje s na dane, kidre nie 5§ ZameazcIons w dokiorces

Kolejnym krokiem bylo zbadanie czy dochodzi do indukcji autofagi w komdrkach stymulowanych
eylostalykam|. Analiza preekszisicenia cyloplazmatycene) formy bialka LC3-l do formy LC3-L kidra wigde sig
blong autofagosoméw, wykazata, ze dochodzi do askumulac)i bialka LC3-I jedynie po stymulac)i komorek
winblasiyng, Korelowalo o 2o spadkiem poziomu bialka pB2/SQ5TM1, kidre jest degradowans w aulolizcsomach
oraz spadkiem fosforylacii rybosomainego biatka 56, co moze wskarywat na rahamowanie Scietki mTOR,
negatywnego regulatora aulofagil. Zabraklo mi analizy poziomu akhywnej kKinazy pTOSEK1, kidra bazposrednio jest
odpowsedzsaina za fosforylacyg biatka 56. Dodatkowa, analiza poziomu autofagi bezpodrednio w komdrce poprzez
oceng dystrybucyi biaka LC3 lub furyjnego biaka GFP-LC3 wzmocnilaby powyZsze wynki. Meloda la jest
powszechnis siosowana | pozwala na oceng liczby autofagicznych wakuol w komdrce.

W nastepney kolsjnosci analzowano zmiany ekspresji gendw i nadreprezentowanych soezek sygnalowych
w komdrkach poddanych starzeniu indukowanego winblastyng w obu warunkach tenowych, Pordwnywano rozne
grupy badawcze aby wyszcreghinit geny, kidrych ekspresja zmienia sig pod wplywem winblastyny w normoks)l b
hipoksji oraz te, kidre zmieniajg sie w komdrkach starych® pod wplywem hipoksji Wyniki te przedstawiono jako
mapy clepia. Jesiem ciekawa czy wymienione geny przy mapach clepla 5§ waine, cZy ZIapreZentowanc
przypadkowe geny? Jedli przypadkowe, to diaczego ne pokazanc gendw, kidre sq omawiana w tekdcie (np. geny
kodujace IL-8 czy IL-B) Co oznacza MNA przy mapie cepla? MNastepnie starano s Zidentyfikowad
nadraprazentowana tciatki w oparciu o baze danych KEGG (ang. Kyolo Encyclopedia of Genes and Genomes). Na
podsiawie analiz wykazano, e w wyniky indukcji procesu starrenla transkryplom komdnek hodowamych w
odmiennych warunkach tlencwych jast bardzo podobny. Zidentyfikowano wspdine ciedki zwigrane I proliferacy |
naprawa DMA_ a takze nadreprezeniowane sciezkl, kidre s specyficzne tylko dia jednego warunku hodowlanego. W
normoksji nadreprezentowans byly sriaki rwigzanych z gospodarkg kwasdw tluszczowych, podczas gdy w
warunkach obnizonego tlenu dciezki rwigzane z metsbolizmem cukrdw Zwraca uwagg faki, e geny, kidrych
ekspresja jest obnidona ([mimo, de jest ich mniej), porwoldy na zidenbyfikowanie wigksze) liczhy
nadreprezentowanych dciezek niz geny reguiowana w gorg”, a kitrych zdecydowanie pest wigcey (Ryc. 27, 28, 29
oraz Ryc. 30 i 31). Diacrego windd $ciedek wytypowanych po analizie gendw o podwyzszonej ekspresji w nommoksji
znalazt sy szink sygnalowy zwigzany z HIF-1 (Ryc. 31)7



10)O years 11em:ki institute

of experimental biology
1918-2018

Kolejrym cele rozprawy dokiorskie) bylo okredlenis roli sutofagil w starzeniu komdkowym indukowanym
lerapiy. W plerwszej kolejnosci sprawdzano czy zahamowanie autofagi, na wozesnych jej etapach ma wplyw na
indukcjg starzenia. Doktorantka twierdzi, te genatyczna modulacia wczesnych etapiw aulofagi nie wplywa na
proliferacie | aktywnost metaboliczng (Zywotnost) komdrek traktowanych winblastyg lub 5-fluorouracylem. Jednak w
swojsj pracy Pani mgr Agata Borkowska nie potwierdzila skulecznodci wyciszenia gendw ATG (ATGS ATGT,
BECN1T czy ULKT) na poziomia mRMNA cry bialka Mie analizowaka takie przekszialcania biatka LC3 do postaci LC3-
Il {markera indukcli autofagii) po zastosowaniu malych crasiecrek siRMNA, Diatego powyiszy wniosek budsi moje
watpliwosc.

Mastgpnym krokem bylo sprawdzenie czy zahamowanss aulofagi na j§ padnych etapach (f. na etape
powstawania avtolizosomdw) mode wphmal na ywolnodd komdrek starych™ oraz na ich zdoinodéé do odzyskania
polencialy proliferacyjnego, tzw, ucieczka” od starzenia. W fym celu lesiowano dwa 2wigzki chemiczne
bafilomycyng (Baf&1) i hydrokscychioroching (HCO), kidre hamujg powstawanie oraz wphywaja na funkcjonowanie
Butolizosomdw, e BalA1 ma dzislanie cyioloksyczne na komdrki raka nerkl trakiowanych winblastyg lub
Sfucrouracylern. W dalszych swoich badaniach Dokiorantka skupila sie na HCO, kidra jest stosowana w leczeniu
malani | chorb autosmmunologicznych. Na podstawie dodwisdczed anakzujacych wplyw HCO na aklywnodé
metaboliczng | proiferacie komdrek starych®™ (Y. wczedniey poddanych dzialaniu winblastyny lub S-fluorouracyiu)
oraz omdrek miodych® (bez wplywu cytostatykow, a poddanych dziadaniu lylko HCQ) Dokiorantka starala s
dobrat takie sterense HCQ, kitre mogloby selektywnie wplywad tylko na _komdrki stare”. Analizowala wehyw HCQ
na dmiertelnodd komadrek jak i potencial proliferacyjny komorek, wykazala, te HCQ nie dziakta selekiywnie tylko na
komarki stare, poniewaz zmiany obsarwowano w komdrkach _starych® jak i miodych®. Co ciekawe, w obu typach
komdrek obserwowano pojawienie s populac komdrek apoptotycznych (ok. 10% dia komdrek miodyeh® | 40% dia
Jomiarek starych®), zmienial sig takze procentowy udzisl poszcregiinych faz cyklu komdrkowego. Powyiszym
emianom towarzyszyl spadek ufosforylowane) formy bialka Rb. Natomiast w _komdrkach starych™ (trakiowanych
mmmmPWMﬂiwamGQMwwmmmm
pofiploidainych chociad o w hipoksjl. Zacbserwowano takke stotne statycznie rdénice w poziomsa bialek p53 i
p21 w komdrkach starych® gdy dochodrilo do zahamowania autofagil. W normoksjl HCO zmnlejszala akumulacie
biaka p53, podobny efek! obserwowano dla biafka p21, ale w warunkach obnitonego tlenu, Na tej podstawse
Doktorantks wnloskuje, e stane, pobplosdalngé komark nowotworows mogl odzyskiwad potencial proliferacyiny i
ciekaja® od starzenia po zahamowaniu autofags. N jestem przekonana, ie tak daleko idgce wnioski modna
wyciggnad na podstawie polilociowsj metody jaky jest metoda wesiern biol

Aby poprzel powyiszg hipoteze Dokiorantka przy wdziale mikroskopu fluorescencyjnego analizowata
zmiany w morfologii jgder komdrkowych. Szczegding uwage pobwigca komdikom 2z jadrami paczkujacymd™, kidrych
obecnost mislaby dwiadczye o ucieczce” komdrek polomnych od starzenis W komdrkach traklowanych
winblastyng raobserwowano wizrosl kozby komdrek z [gdrami pgcrhujgeymi’, a zahamowanle sutofagil istobnie
zwiekszaio tg populacig (do ok 30%) w obu warunkach Benowych, Dokiorantka na &) postawse wnioskupe, 8
dochodz do generacl komdrek pofomnych, Malety nadmienid, 28 Zawisko wanowy proliferac)i nowobworowych
komérek poliploidalnych zachodzi bardzo rzadko i frudne jest do uchwycenia, czy to metody obrazowania Time-laps
cZy za pomocy mikroskopi flucrescencyjnej. Mikroskop konfokalny jest bardsie| wiadciwy do analizy tak subleinych
zmian morfologiczaych. Mozna byloby takie sprawdznt czy obserwowane subjgdra komdrkowe s§ pozytywne dia
bialka KiET, markera prolferacji. Uwatam, e na postawie zmian morfologii jgder komdrkowych nis mozna
wricskowad, ke dochods do powstania komdrek polomnych.

Kaolegyrnym krokiem bylo zbadanie czy roeczywiscie HCQ hamuje proces aulofagi na kofcowym |8 alapie, o
|est na etapse fuzji avtofagosomu z kzosomem, kitre sg frodiem kwasnych hydrolaz, Akumulacia biatka LC3-Il z
jednoczesnym brakiem degradacji bialka pB2/SQSTM1, potwierdza rablokowanie proephywu autofagi, kidry w
literaturze anglojgzyczne okredla s miansm sufophagic Mux. Co cekeawe, nasiiniejszy efekl obserwowano w
komdrkach stymulowanych winblastyng w warunkach hipoksji Z kolel analiza aktywnosci lizosomaingj jak i pomiar
sekrecy katepsyny 5 (lizosomaine| proleazy cysteinowes{) sugernsge, e blokada akbywnodcl enzymidw lizosomalnych
w komdrkach starpch” jest przejéciowa | juz po rzech dniach od styrmulacji HCO nastepuje wzrost ich akfywnosciw
obu warunkach enowych, chotiat wykary poziom obssrwowano w warunkach nisdobon llenu. Ponadio wykazano,
wphyw HCO na nl;requulaﬁ wohodzacych w skiad SASP. Sekrecja IL-8, VEGF, osteopantyny wazrastala zardwno
w komdrkach miodych® jak | starych” gldwnie w hipoksji po zahamowaniu auiofagii

Kolejnym krokiem byla poglgbiona analza bioinformatyczna w celu wytypowania potencjalnych dciezek
sygnalowych ocdpowsedrimlnych rza odzyskiwanie potencjalu proliferacyinego, wiynikajgoego z zahamowania
autofagii, przez komdrki stare’ hodowane w warunkach hipoksji. Diatego pordwnano transkryplom dwich grup
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komdrek. komdrek starych® z zahamowans suviofagey | hodowanych w normoks)l lub hodowanych w warunkach
hipoksji. Wykazano, e sdmisnna warunki tienowe indukujd zmiany w ekspresji 67 gendw, z czego 7 gendw mialo
obnizong ekspresje, a 60 podwyhsrong w warunkach hipoksji. Spokndd 7 gendw o obnizoney ekspras)i. czieny I nich
kodowsly bialka, w tym oksygenare hemows (HO-1). Na podsiawie analiry gendw o podwyzszone] ekspresji
mdentyfikowano nadreprezentowang $cietke sygnalows Iwiazang z metabolizmem azotu, do kidrego prypisanc
geny kodujgce biaka anhydraz weglanowych (ang. Carbonic Anhydrase, CA), odgrywajacych kluczows role w
abniraniu pH w rodowisku guza. Tak jak sama Doktorantka stwierdzita, to cxy moga one pednié role w procesie
Juciscrki® od starzenia wymaga dalsrych analiz. W celu wenfkacy ofrzymanych wynikdw z analzy NGS,
prreprowadzono dia wybranych gendw analizg ekspresji gentw metody real fime PCR

Podsumowante. Badania prowadzone in vitro, wykazaly, e slosuige chemioderapiy molna raindukowad
proces starzenia zardwno w ledzkich fak | mysch komdrkach raka nerki. Zahamowanie aulofagin mode oslabic efekd
drisdania Fwigzkow indukijgcych slarrenie | sprzyied odryskoni poloncial) prolferacyinego prrez komdrk
mowatworowe indukowans do sfarrema. Efekt ucreczii do starrenia” byl bardzigl wyradny gdy komdrks hodowano w
warurkach nisdobon Henowego,

Ostatnie dwa cele rozprawy doktorskie) miaty za cel zweryfikowad wyniki uzyskanych i vifro. W plerwsze|
kolegnodcl starano sig opracowad zwierzecy model starzenia indukowanego terapia w syngenicznym mysim modelu
raka nerki

Zaproponowano nastepujgcy schemat dodwiadczenia. W pierwszej kolsjnodc mplaniowano mysie komdki
raka nerki RenCa podskdrnie, po 10 dniach od implantac), gdy guzy zeczynaly byé wycruwalne, renerzets
poddawano dwuetapowemu leczeniu. W pierwszym etapee wszysthie myszy otrzymywaty winbalstyne w dawce 0.5
mg/kg ciala, lek podawano codzmnnie przez 5 dni. po czym nasigpowaln 3 dniowa przerwa w leczenw, aby

caly cykl powidrzyé, chociaz z nitszg dawkg wnblastyny § 0,38 mghkg cata Ten etap powinien
odzwierciediad mysi model starzenia indukowanego terapiy. Analiza objgtodci guza wykazata stabilny przyrost masy
tkankowej guza pomigdzy 10 a 21 dniem od mplantacji, aby pomigdzy 21 a 26 dniem nastapd spadek objglosci
guza. Mogioby to sugerowac, be Zahamowanie wzrosiu guza nasiapio na skubek dimbania chemteraps |
wynikajacej z tego indukcji starzenia. Srkoda. #e na polwierdzenie indukcjl starzenia, nie wykonano barwienia
histochemicznego na aktywnoié SA--galakiozydazy na skrawkach guzdw pochodzacych od zwserzat niepoddanych
leczeniu | lsczonych winblastyng. Ponadlo bardzo duda smiertelnodd rwierzgl, = powodu wysooe toksycznych
dawek winblastyny pokazuje, 28 model nie jest idealny | wymaga opracowania innego schematy dodwiadczalnego
iflub doboru innych dawek Spodrdd 52 rwierzgl wrighych do eksperymentu, zeobserwowano zgon 15 csobnikow, a
dodatkowo 8§ musislo byd wylaczonych z dodwiadczenia przed przystaplemem do ich randomizacl. U zweerzat tych
zBChSEIWOWANs gwallowny roZrost gUZow | z preyczyn etycznych poddanc sulanaz)i _

Dvugi etap dofwiadczenia obejmowal randomizachy zweerzgt, czesd Iweerzgl otrzymywala wylgcznie
winblastyna w dawce 0.3 mg'kg ciala ub winblaslyne z HCQ w dawce 30 mghkg ciata, po 5 dnlach od randomizac)i
dodwiadczenie zakofczono. | na tym atapse zaobsarwowano duzs smieneinods, lgcznie w obu grupach badewczych
na drugim etapie zacbserwowano zgon 13 zwierzat przed zakofczensermn dodwiadczenia, W sumie w calym
eksperymencie tylko 14 zwierzgl (ok 27T%) dotrwalo do kofca dodwiadczenia. Pokazue to, ze dodwiadczene
wymaga opracowania |epszego schematu. Z kolei podmiertna analiza nieprawsdiowodcs anatomiczrych organdw
pwierzal bioracych udzial w eksparymencie pohwierdza siing loksycrnods lekdw, Dziwi, 2e mimo probleméw z
prrzyswajaniem pokarméw oraz innych probleméw zdrowoinych u rwierzat w trakce dodwiadczena, nie
racbssrwowano rainic w mase ciala Na podstawse analizy parametrow kral jak | wagl organdw, Doktorantka
stwierdza, Ze nie bylo roZnic w toksycznosci stosowanych lekdw pomigdzy dwoma grupami Iwierzgl z guzem,
Jealem ciekawa jak na tym lle wyglgdajg powyisze paramatry u swierzat, kidre majg guz, ale nie poddano leczeniu

Z kol analiza western blot markerdw auvtofags jak | bialek autolagicanyeh wykazala, re HCO indukie
autolagiy in wivo, ale bez wplywu na prreplyw autofagiczny (ang. autophagic fux), jak Doklorantka flumaczy brak
zahamowan|a autofagii? Czy nalezalo by zmienic dawkg HCO?

Analza aktywnodt BA-fi-galakiozydazy na skrawkach guzdw pochodzacych od rwierzgl leczonych tylo
winblastyng lub razem z HCO sugeruje obecnosc komorek starych, co wigce| nie stwierdzono roznic pomigdzy
badanymi grupami Barwienie to jednak nie daje odpowiedzi czy jest to rzeczywisty efekt winblastyny Zabrakio mi
wynikdw z barwienia tkankl nowolworows| pochodzgcs) od rwserzgl niepoddanych leczeniu winblastyng Z kolei
analiza poziomu bislek wchodzgoych w skiad SASP, pokazala werost poriomu IL-B | oslecpontyny w guzach
pochodeacych od swierzgl. kidre obrzymywaly dodatkows HOO. Tak jak poprzednio zabrakio mi analizy poziomu
cylokin uzyskanych ze Zwierzat z guzem, ale nieleczonych. Pokazaloby to szersry obraz wehywu samej winblastyny
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na produkcje bialek SASP. Ponsewaz Doktorantka analizowaia materal ikankowy, diatego biedne jest staierdzenie,
re analzowano sekrecie cytokin SASP,

Slarzenie komdrkowe dcidle rwigrane jest z zalrymankem podziablw komdrowych, dialego w nasiepne|
kolejnodci analizowano poziom bisfek zwigzanych z regulacjg cyklu komdrkowego, Analiza ufosforydowane) formmy
cdc2, cyloking B oraz iipdciowa analiza markera aktywnie prolilerujgoych komdrei, |f. blalka KiBT wykazala, e HCO
nse wiptywa na proliferacye komorek w guzie, Z kolei analiza western blot wykazata brak wphpwu HCO na akiywnosc
kcitki pS3/pd 15PN achssrwowano jadhnie obnitony poziom bialka p16™*, ktdry wphywa na poziom fosforylac)i
badka Rb. Nasuwa sie pytanie, dlmqnmmﬁmmmimmm 2 koled analiza proteclizy
biaka PARP-1, wskaruje na pojawiens sig tzw. formy ciple)”, kidrej obecnodd moke dwiadczyt o &mierc
apoptobyczne komorek indukowane| podaniem mlmmh {mlunm i HCO). Wyniki te konebujg 2z
wynikami uzyskanymi i vitro. Doktorantka, na podstawse powyEszych wynikdw wnioskuje, e HCO nie wplywa
istoinie na profiferacis komoarek W guzie, ale obnikony poziom beadka p16™* moke wskazywal na wcresne oznaki
Jucieczki” 0d starzenia

Ostabnim zagadneniem poruszonym w rozprawhe dokionskie st analiza wphyau HCO na mikrodrodowisko
guza. Analizowany jest wplyw HCO na poziom bislek zaangazowanych w rdZne cdpowiedzi komdrkowe m.in, na
stres  chsydacy|ny. pezejice edelialno-mesenchymalne (EMT).  maclerzystodl, hipoksig | odpowsedsz
immunciogiczng. Jedyng rignice jaks zacbaerwowano jest podwyzszony poziom peroksydazy ghutationowej (GpX1),
co moze Swiadczyt o aklywacy odpowledz antyoksydacyjne). Wniosk: w wielu przepadkach wyciagano na postawse
barwier immunohéstochemicznych. Mam dute zastrzerenie co do jakodci zdied prezentowanych w rozprawse
doktorskiej. Szkoda, 2o Doklorantka nhpﬂuﬂ“mm:mmﬁmhnﬁhmﬁiﬂ:mmnm
lepszej jakodc, aby mozna bylo ocenié jekoéc barwienia, Ma przykilad czynnik iranskrypoyiny HIF 2o powinien mied
iokalizaciy jadrowa, a na podstawe ZamesIcronego Idwcin udno 1o shwierdsd, Ponadio, nie nalaty wyciggad
daleko idgoych wnioskdw na podsiawie pojedynczego bansienia

Badania prowasdsonms in vivo, czgdcowo preybiizyly Dokforantkg do coldw, kidne postawia sobie na poczgiku
dokforafy. Zaproponowany model starzenia indukowanego lerapiy w mysim modely raka nerkl wymaga fednak
dalszch modyfikaci. Eksperymenty in vivo wykazaly, e raslosowanie HOO w perspekiywie krifkolrwalsl lerapil nie
prryerymnia s do rwigksrends loksyornodel cheamolarapeulykdw, nie wphywa lakre na polencial prollferacyiny
komdrek, na poziom bialek zwigzanych z procesami takimi jak: EMT, macierzysfost czy hipoksia. Ponadlo analizy
IdaKLTIS wykarsly, 1o HCO wplywa na biaka SASP, [L-8 ovar osteoponlyny, co kovalowaly Ie spadkiem
poziomu biaka pTF™ graz podwyZszonego poniomu biaka anfyoksydacyinego GpX1. Co mofe sugerowad
akfywacs procesiw odpowiedziplnych ra  wciecrkg” od stwzernia Whiosek len wymaga jodnak dalszego
polwigrdzenia

W 18 stronicowym rozdzigle Dyskusja® Auvlorka kryiycznie i osiroznie ocenia wissne wyniki na tle danych
literaturowych. Na podkredlens zashigujs wnikbwe odnieskene do praktycmmie wszystkich dyskutowanych watkow
pracy

Wniloskl plyngce z ccenlane| fu rozpraswy dokiorskiel zosialy prredsiawions w formie podsumowania,
nestety nie zostaly zebrane w pwiezle punkiy, co pozwolioby coylelnikow w jasny sposob ocenit zawartosd calosci
doklorabu, Skoda, 28 Doklorantka nee pokusda sie na podsumowanie swoich wynikdw w formes schamalu
graficznego pokazujgcego najwaznisjsze uzyskane wyniki

Zastosowane w doktoracie pismiennictwo, jak wspomniano wozedniej jest bogate (ponad 300 pozyc) i
zasiosowane w spostb adekwalny do opisanych fredci,

Eytania i ywagi
Oprocz pytan | twag, kidre zostaly proedstawions powyIe] W necenzji, w czasie lekiury rozprawy doklorskie
nuumh sie kilka pytan i watplwobcl, kidre mogs zaslugiwad na dalsze omowienie podczas obrony.

. Pewne wilpliwodcl budzl wybdr ludzkie) inll komdrkowey raka nerki, RCC4, posiadajace) mulace genu VHL
[hl] von Mippel-Lindau) w celu pordwnania wphywu ragnych warunkow tlenowych na proces starzenia Brak
funkcjonalnego biska VHL wigte sig z rozwoem pseudchipoks|’ Diatego mam pytanse, diaczego do swoich
dodwiadczen nie wybrang linii komdrkowsj bez mutacy w genie VHL?

2. Dokiorantka w swojs) pracy nie pokazaia dowodu, be rzecrywidce dochodr do stabilizac) | akumulac
czynnika HIF 1, w odpowsedzi na niski stopien zawartosci thanu w komdrkach,
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3 Whkazano, ze winblastyna moze nie tylko indukcwat starzenie, ale takre Indukuje proces aviofagi Diatego
nasuwa sig pytanie, jakie mogy byd wzalemne wipdizaletnodc pomiedzy dwoma procesami, czy najplerw dachodzi
do indukcy starzenia, a mode aulofags, czy moze oba procesy &4 indukowane jednoczedna? Jaka jest opinia
Diokiorantki.

Uwagl szTcregdiows

1. W sekcjl Materialy | metody™ (strona 43, 47, 69) Dokiorantka odwolie sk do rozdziaédw np. 4.1.1.1; 4.1 oraz
7214 2, kbdrych nie ma w rozpraswee dokiorskie), Pomylono takze nr rozdzishu na sironie B4 oraz numery tabel
na strone 68. Nie podano numeny rozdriahu na stronie 66,

2. W sekcj Materialy | metody” (strona 489, 50) przy uzyciu krosialy z zamrotonego malenials wykonu|e sie
gkrawki histopatologiczne o grubosci Gpm, a nie GuM

3. W sekcy ,Materialy | metody” (sirona 51) = pomylono naowy angielskie fall dwiatta wrbudzagcego 2 laly dwialla

EmMUCwanego.

W osekcl  Malarialy | melody” (strona B8) w labell 8 podano skiad mieszaniny reakcyney stosowane| do

odwrotnej ranskrypcji Podane sterenie mieszaning nuklectydow (dNTP) jest nisprawidiows | powinno byc 10

mibd, & nle 100 mid

W sekcji Wyniki" (Ryc. 218, sirona 84), e opisano wykres (zamiasi VIM 75 powinno byé 5-FU T5)

W osekcjl MWhyniki [(strona 93, B4), bigdnie cytowana jest figura 26, pownno byé hgura 28

W sekcji Wyniki® (Ryc, 43, strona 112) — brak oznaczen wykresdw: A B, C, D ild

W sakcp Wiymnikl® (strona 112) - zamiast Ryc. 43A B powinno by Ryc, 444, B

W sekcy Wyniki® (strona 113) - pod koniec skapitu pomilons numeracje rycin, powinng byé Ryc. 45 i Ryc. 48

0 W sekgji Wyniki® (Ryc. 49, strona 120) - blad w opisie ryciny, powinng byé Dane dotyczg kombrek

hodowanych w nomioksji” a nie jak podano w hipoksj;

11. W sekcji Wymiki® (Ryc. 49, Ryc. 50) = mylacy opis rycin Po lewej stronie przedstawiono wyniki dia komonek
nistrakiowanych (VIN M)". Czy mogna nazywad komdrki irakiowane winblastyng jako niefrakiowana?

12 W sekgi Wyniki® (Rye. 51, strona 122) - bad w opisie ryciny, pownno byé , Diagram Venna dla gendw o
obnitone] ekspresjl B, Dagram Venna dis gendw o podwyZ2szons) skapres)l”

13 Malezy pamigiad, e nomenkiaiura gendw jest cdmienna od nomenklatury bislek, Geny zwykle psane 33
kursywa. Ponadio systemy nomenklaturows rozroénialg rdwniet specyhicznodd criowiak-kontra-nie czhowiek,
sosuac inng kapitalizace liter. Ludzkie geny i bialka zapisupermy duzymi lilerami

Ma uwage raslugue faki, 2e Pani mgr. Agala Borkowska jesi wspdlaulorem peeciu prac dwdch
przegladowych | rzech dodwiadcralnych, a w jedne) z nich jest plerwszym aulorem Prace zostaly opublikcwane w
prestizowych, zagranicznyeh czasoplsmach (IF od 4.7 do 14.5)

-

SomNE;n

Powyde) wymienions walpliwosci nie urmnigjszagy jednak w maim odczuciu jakosc | wagl dokonanych przez
dokiorantkg odkryé. Pani mgr Agata Borkowska podigla sig zbadania ciekawych zjewisk z utyciem szerokiego
wachlarza metod. A uryskane wyniki moga otwierad nowe perspekiywy badawcze na przyszioss

Biorac powyisze pod uwage shwierdzam, e proedstawiona do oceny roZprawa dokforska speinia
warunkl okreglone w art. 187 Ustawy 7 dnia 20 lipca 2078 r. Prawo o srkolnictwie wydsrym | nauce (Dz.U
2018 poz. 1668).

W owigzhu z powylszym wnosze do Wysokie) Rady Dyscyplingy Mawk Medycznych Warszewskiego
Unwersytetu Medycznego o dopuszozenie Pani mgr Agaty Borkowskiej do dalszych etapow preewodu dnkmh;hqn

bwona Ciechomska



