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Rak nerki stanow! powainy problem medyczny | pomimo znaczacych postepow
diagnostyki i terapli wcia? jego rozpoznanie zwiaszcza w péiniejszych, przerzutowych
fazach rozwoju zapowiada bardzo niekorzystne rokowanie dla chorego. Co Istotne,
glownym  sposobem  leczenia  pozostaje wcigz  leczenie  chirurgiczne,
chemioterapeutyki maja bardzo ograniczong skutecznost, stosowanie zas cytokin —
interferonu alfa czy interleukiny 2 jest obarczone znaczng toksycmoscia. Nowe
mozliwosci daje zastosowanie inhibitordw anglogenezy oraz modulatoréw odpowiedzi
immunologicznej, przeciwciata interferujgcych z molekutami CTLA4 czy PD-1. W
trakcie powyiszych terapii moze jednak pojawiac sie opornosé na stosowane
leczenie. Malety jednak podkredlié, ?e same komdrki nowotworowe raka nerki
wykazujg wysoka opornost na dostepne | skuteczne w przypadku innych terapii
nowotworowych chemoterapeutyki. Moke to wynikac zaburzen sziakow zwigzanych z
reakcjg komorek raka nerki na hipoksje, stosunkowo wysokim stopniem angiogenezy
w nowotworach nerki, znaczacy aktywacjy czynnikdw uruchamianych w procesie
hipoksji, ktdre moga powodowac ostatecznie zmiany komorek w kierunku starzenia,
Doktadny mechanizm tego zjawiska nie jest znany, a podjete badania mialy stanowic
asumpt do jego lepszego zrozumienia.

Podjety problem badawczy uwaZam za aktualny | bardzo interesujacy nie tylko
z punktu widzenia szczegélnych cech biologicznych komdrek raka nerki, ale takze z
powodu dutego znaczenia opornosci na chemoterapeutyki w efektywnym stosowaniu



lekdw przeciwnowobworowych, w tym takie nowoczesnych inhibitordw kinaz
tyrozynowych przyczyniajgcych sie w znaczacej mierze do ogromnego rozwaju terapii
ukierunkowanych molekulamie.

W przediozone] rozprawie autorka podjgla sie  wenyfikacji hipotezy
zaktadajgcej, 2e inhibicja procesu autofagli w starzejacych sie komérkach raka nerkl
w okredlonych warunkach dostepnodci tlenu moke spowodowad indukcje Smierci tych
komorek badiz wznowienie ich proliferacji. W tym celu autorka wykonala szereg
analiz in vitro: indukcje starzenia komdrkowego i witro, ocene wplywu hipoksji na
ten proces, oceng wplywu inhibicji autofagii na ten proces, oceng zmian ekspresji
gendw i poziomu biatek zaangatowanych w procesy indukcji starzenia | inhibicji
autofagii, w tym za pomoca analizy sekwencjonowania nowej generacji. Prowadzila
prace in vivo na modelu mysiego raka nerki oceniajac wplyw zahamowania autofagii
na zmiany molekularne | fenotypowe zwigzane ze starzeniem komdrkowym.

Dokumentacja powyszej pracy zawarta jest na 216 stronach maszynopisu w
typowym ukladzie: wstep, materialy i metody, wyniki, dyskusja, zawierajacym 71
rycin i 19 tabel, wyodrebniony spis skrotow, wnioskdw, streszczenie w jezyku polskim
oraz spis rycin, tabel oraz 335 aktualnych | adekwatnie dobranych pozycji
bibliograficznych. Uklad pracy jest przejrzysty i logiczny, a jezyk poprawny |
zrozumialy, z niewielkg liczbg literdwek, bledow interpunkcyjnych. Ich obecnosE nie
przeszkadza w zrozumieniu pracy. DosC czesto przewijajaca sie niezrecznoscig jest
stosowanie pojecia leczenie” do stosowania terapeutykow wobec komorek w
warunkach in witro. Zalecalbym raczej stosowanie pojecia . traktowanie, a stowo
Jeczenie” pozostawitbym dla zastosowan terapeutycznych ,in vivo™ badi ewentualnie
~Bx vivo™ w przypadku rzadkich w praktyce zastosowan terapil adoptywnej.

Wstep rozprawy zawiera kritki opis biologii raka nerki, jego typdw
histologicznych, mikrosrodowiska, metod terapii. W dalszej czesci wstepu
doktorantka koncentruje sie na opisie zjawiska hipoksji, jego potencjalnego znaczenia
dla rozwoju chemoopornodcl komobrek raka nerki, a takie starzenia komdrkowego,
cech starych | podstaw molekulamych powstawania tzw. fenotypu starzenowego
oraz macierzystosci komarek nowotworowych, a takke procesu ucieczki od starzenia,
W dalszej czesci opisuje proces autofagil, jego mechanizm | przedstawia informacje
uzasadniajace podjecie badan w przediozonej pracy weryfikujace znaczenie inhibicji



autofagil w komérkach raka nerki dla ich dalszych loséw — indukcji émierci bad
przywrocenia potencjatu proliferacyjnego.

Wstep jest rzeczowy, jasno napisany, ograniczony do rzeczywiscie
niezbednych faktdw. Autorka wykazuje nie tylko gleboka znajomoéé przedmiotu, ale
takte umiejetnosd wiasciwego doboru informacji niezbednych dla zrozumienia
postawionych celéw pracy.

Opis materialow | metod jest wystarczajaco szcregblowy, by umodiwié ich
niezaleine powtdrzenie, Autorka zastosowala liczne, zaawansowane metody biologii
komdrki | biologii molekularnej, przeprowadzila rowniez zloiong analize wzrostu
guzow nowobworowych u nosicieli myszy Balb/c. Wachlarz metod jest szeroki i
swiadczy o wysokiej bieglosci technicznej autorki.

W obszernym rozdziale poswieconym wynikom autorka w przystepny sposdb
opisuje indukcje starzenia w warunkach hipoksji | normoksji w liniach komdérkowych
raka nerki za pomocg winblastyny, gemcytabiny i 5-fluorouracylu. Ocenila nastepnie
wplyw najbardziej | najmniej efektywnego chemoterapeutyku, winblastyny | 5-FU,
odpowiednio, na progresje cyklu komdrkowego | jego molekulamych wyznacznikow,
a takze wydzielania substancji z grupy SASP charakterystycznych dla starzejacych sie
komérek — w tym m. in. IL-8, osteopontyna, VEGF-A. W tym miejscu (str. B7)
sformulowaniemn na wyrost jest .analiza sekretomu”, jesli oceniano wybrane czynniki.
Mastepnie autorka wykazalta zachodzenie procesu autofagii w starzejacych sie
komorkach raka nerki. W kolejnej czedci wynikdw doktorantka opisala zmiany
ekspresji gendw zachodzace w wyniku indukcji starzenia po traktowaniu winblastyna
w nomoksji | hipoksji. W dalszych doswiadczeniach autorka ocenita wphyw
zahamowania autofagii na starzenie komdrek raka nerki. Stwierdzila, 2e je) inhibicja
na weczesnych etapach nie wplywa na starzenie komdrkowe, natomiast zahamowanie
poinych etapow autofagii hamowalo aktywnoét metaboliczng i proliferacie
poddanych starzeniu komorek raka nerki. W warunkach hipoksji zaobserwowala, e
zahamowanie autofagii moze sprzyjaC ucieczce od starzenia | powstawaniu
potomnych komdrek. Mogio to wynikac z zahamowania pdinego etapu autofagii, tj.
fuzji autofagosomdw z lizosomami, co potwierdzito sie w kolejnych dodwiadczeniach.
Przeprowadzona nastgpnie analiza ekspresji genow pordwnujaca transkryptomy
komdrek traktowanych winblastyng oraz wiblastyng | inhibitorem autofagii w réZnych



warunkach tlenowych miata pozwoli€ na identyfikacie gendw potencjalnie
zaangaiowanych w obserwowang w hipoksji szybsza ucieczke od starzenia |
generacje komorek potomnych. Autorka zidentyfikowata potencjalne geny zwiazane z
regulacjg metabolizmu, reorganizacjy chromosomalng i cytokinezg. W dalszej czesci
rozdzialu autorka opisata wyniki doswiadczen prowadzonych in wiva, w ktdrych
planowata ocenié wplyw inhibicji autofagii na proces starzenia komorek
nowotworowych indukowany chemioterapia. W guzach badanych nosicieli
nowotwordw wykazala cechy starzenia komdrkowego, a takie pewne cechy
modulacji autofagil po zastosowaniu jej inhibitora oraz niektore cechy molekularme
komdrek uciekajacych od starzenia. Doswiadczenia te byly prowadzone na
komorkach mysich roinigcych sie od ludzkich posiadaniem funkcjonalnego genu
kodujacego pVHL, co moglo jednak wplyna na inny obraz reakcji na hipoksje w
warunkach i vivo, a takze ostatecznie na dziatanie inhibitora autofagii.

Rozdzial poswiecony wynikom jest napisany starannie, bez jezykowych
zawioscl, Wyniki ilustrowane s3 klarownymi, starannymi rycinami i tabelami,
zawierajacymi proste | precyzyjne wskazdwki wynikajgce z analizy statystycznej.

Dyskusja jest rzeczowa i zwigzla. Autorka umiejetnie skonfrontowala w niej
uzyskane wyniki z danymi literaturowymi oraz przekonujgco zinterpretowala wiasne
dane. Wykazata jednoczesnie gleboka znajomosc dostepnej literatury. Doktorantka
przedstawita wnioski podsumowujgce uzyskane rezultaty, odpowiadajgce celom
postawionym w pracy oraz znajdujace w moim przekonaniu uzasadnienie w
przedstawionych wynikach.

Reasumujac: autorka wykazala motliwosC Indukcji procesu starzenia
komdrkowego w komdrkach raka nerki, wskazala rowniez na zestaw nowych gendw
oraz wczedniej nieidentyfikowanych szlakow sygnalizacyjnych, ktdrych przyszia
wnikliwa ocena moie pozwolié na lepsze zrozumienie procesu starzenia
komorkowego. Autorka zidentyfikowata rdwniez rowniez sposob inhibicji autofagii
starzejacych sie komdrek i opisala jego konsekwencje, miedzy innymi ucieczke od
starzenia. Kontynuacja tych badan moze przyniest informacje o istotnym znaczeniu
dla opracowania nowych koncepc)l terapeutycznych.



Obok zaproponowania wnioskdow noszacych niewatpliwe  mmamiona
oryginalnosci  naukowej, doktorantka udokumentowata uzyskanie macznych
umiejetnoéci  prowadzenia samodzielnej pracy badawcze]. Wykazala rdwniez
umiejgtnosé interpretacii zlozonych wynikéw oraz konfrontacji uzyskanych wynikiw z
danymi literaturowymi. W zwigzku z powyiszym przedstawiam opinig, Ze rozprawa
odpowiada warunkom okreslonym w stosownych zapisach ustawy Prawo o
szkolnictwie wyZszym i nauce. W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgr Agaty
Borkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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