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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Kingi Godkowicz pt. ,, Aktywnos¢ komérek NK w

mikro§rodowisku komérek starzejacych”.

Rozprawa doktorska mgr Kingi Godkowicz omawia wazne i malo poznane aspekty
zwigzane z mechanizmem starzenia komoérek nowotworowych w trakcie terapii oraz ich
udzial w modulowaniu mikro$rodowiska nowotworu. Wyniki dotychczasowych badah oceny
wplywu fenotypu wydzielniczego zwigzanego ze starzeniem komorek nowotworowych na
skuteczno$¢ terapii, w tym immunoterapie, w ograniczonym zakresie definiuja mechanizmy
odpowiedzialne za aktywno$¢ przeciwnowotworowa komorek uktadu immunologicznego.
Podjeta przez Doktorantke tematyka badawcza dotyczaca oceny wptywu mikrosrodowiska
nowotworowych komorek starzejacych na aktywno$¢ komoérek NK w warunkach in vitro
jest w pelni uzasadniona.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Kingi Godkowicz jest monografig
podziclong na konwencjonalnie przyjete rozdziaty, ktore ilustrujg 23 ryciny, 6 schematow, 7
tabel oraz 251 pozycji pismiennictwa. Od strony formalnej przedtozona do oceny rozprawa
doktorska spelnia wymogi stawiane tego typu pracom. Stanowi spdjne opracowanie
zawierajgce wyniki badan przeprowadzone przez Doktorantke i przedstawione w kontekscie
zatozen pracy i celow badan w odniesieniu do dotychczasowej wiedzy w obszarze
badawczym ujetym w pracy doktorskie;j.

Ocena merytoryczna

We wstepie rozprawy doktorskiej Autorka przedstawia aktualny stan wiedzy zwigzany
ze zjawiskiem starzenia komorkowego, ktore moze byé wywolane terapia
przeciwnowotworowg. Wnikliwie omawia metabolizm komorek starzejacych oraz fenotyp

wydzielniczy SASP zwigzany ze starzeniem komoérkowym. Autorka naswietla mozliwosci
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eliminacji nowotworowych komorek starzejacych z wykorzystaniem lekow indukujacych
$mieré komorek starzejgcych, koncentrujac si¢ na charakterystyce i skutecznoséci wybranych
zwigzkOw. Ostatnig czeScig wstepu sg rozwazania nad udzialem komérek NK w eliminacji
starzejgcy komoérek nowotworowych. Wstep pracy doktorskiej to dobrze skonstruowane
kompendium dotychczasowej wiedzy dotyczace tematu opracowanego przez Doktorantke
dajace wyraz Jej doskonalego przygotowania i zglgbienia problemu badawczego.

Nalezy podkresli¢, ze mgr Kinga Godkowicz we wnikliwy i przekonujacy sposob
uzasadnia celowos$¢ podjetych badan bedacych podstawa pracy doktorskiej. Cel pracy jest
ambity i jasno sformulowany. Autorka bada aktywno§ci komorek NK w $rodowisku
nowotworowych  komoérek starzejgcych  indukowanych  chemioterapeutykami  z
uwzglednieniem fenotypu wydzielniczego komoérek starzejacych SASP. Poréwnanie
odpowiedzi cytotoksycznej komorek linii NK-92 wobec  nowotworowych komorek
starzejgcych indukowanych chemioterapia i komoérek kontrolnych oraz okreSlenie roli
fenotypu wydzielniczego komoérek starzejacych w modulowaniu efektu cytotoksycznego
komorek NK-92 ma da¢ odpowiedZ na zaloZenia pracy.

Doktorantka przeprowadzita badania w oparciu o ludzkie nowotworowe linie komoérkowe
oraz komorki prawidlowe. Z ofmiu badanych linii komérkowych litych ludzkich
nowotworéw linia raka pecherza HCV29, oraz niedrobnokomoérkowego raka pluc A549
zostaly wybrane przez Doktorantk¢ i stanowily model badawczy wykorzystany do oceny
efektu cytotoksycznego komoérek NK-92 z uwzglednieniem fenotypu wydzielniczego
komorek starzejacych.

Opis czeSci metodycznej pracy ilustrowany schematami jest na tyle obszerny, Ze
pozwala na precyzyjna ocen¢ metodologii pracy oraz wachlarza zastosowanych metod i
technik badawczych, ktorymi Doktorantka postuzyta si¢ do realizacji poszczeg6lnych etapow
badan eksperymentalnych. Procedury ko-hodowli i standardowej hodowli komorek oraz
izolacji jednojadrzastych komodrek krwi obwodowej zostaly wlasciwie dobrane i
przeprowadzone. Ocena zywotno$ci komoérek, profilu wydzielniczego, aktywnosci [3-
galaktozydazy, cech morfologicznych komoérek starzejagcych oraz ocena cytotoksycznosci
komorek NK-92 zostata przeprowadzona przy uzyciu wiasciwie dobranych metod i technik
m.in. metody histochemicznej, cytometrii przeptywowej, technik fluorescencyjnych, testow
ELISA. Wybér technik i procedur badawczych wykorzystanych w poszczegdlnych
eksperymentach badawczych nie budzi zastrzezen merytorycznych i wskazuje na dobre

przygotowanie Doktorantki do prowadzenia pracy badawczej. Tak metodologicznie
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zaplanowany cykl badafh oparty o nowoczesne techniki badawcze stanowi podstawe do
uzyskania wiarygodnych wynikow.

Uzyskane wyniki zostaly udokumentowane licznymi rycinami i mikrofotografiami.
Opracowanie powtarzalnych procedur oraz wybdr wlasciwego modelu badawczego indukeji
starzenia komoérkowego byt podstawa uzyskania wiarygodnych wynikow potwierdzonych
analizg statystyczng. W oparciu o wstgpne wyniki indukcji starzenia komorkowego osmiu
linii komérkowych z wykorzystaniem inhibitorow topoizomerazy do dalszych badan
Doktorantka wytypowala linie raka ptuc A549, raka p¢cherza HCV29, raka piersi MCF-7.
Efektywno$¢ indukcji starzenia komorkowego linii HCV29, A549, MCF-7 z wykorzystaniem
etopozydu, Autorka analizowala oceniajac aktywno$¢ P-galaktozdazy, cechy morfologiczne
komoérek nowotworowych, fazy cyklu komoérkowego oraz fenotyp wydzielniczy SASP.
Traktujgc komérki linii HCV29, A549 i MCF-7 etopozydem, Doktorantka zanotowata, ze
linie nie tylko wykazuja zwigkszong aktywno§é [-galaktozdazy ale réwnicz widoczne sg
zmiany w morfologii komoérek nowotworowych takie jak powigkszone jadro komorkowe,
obecno$¢ ziarnisto$ci w cytoplazmie, wzrost liczby jader w komorce. Zastosowana przez
Doktorantke procedura indukcji starzenia komorkowego umozliwita uzyskanie populacji
komérek wykazujgcych fenotyp komorek starzejacych. Przeprowadzajac analize cyklu
komoérkowego linii HCV29, AS549 oraz MCF-7 oraz oceng fenotypu wydzielniczego
zwigzanego ze starzeniem komoérkowym, Autorka stwierdzita w liniach HCV29 i A549
zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G2/M, a w linii MCF-7 wzrost apoptozy. Fenotyp
wydzielniczy starzejacych komorek trzech analizowanych linii komorkowych byt
zrdznicowany, przy czym najwyzszy potencjat wydzielniczy wyrazony wysokim poziomem
IL-8 i VEGF zanotowano w komorkach linii HCV29, nizszy w liniach A549 i MCF-7.
Wyniki uzyskane przez Doktoraﬂtke; jednoznacznie wskazuja na indukcje¢ stabilnego fenotypu
starzejagcych komorek w linii HCV29, A549, przy braku cech starzenia w linii MCF-7.
Odnoszac si¢ do uzyskanego wyniku Autorka uwaza, Ze niestabilny fenotyp starzenia
komorkowego linii MCF-7 moze by¢ konsekwencja wzrostu apoptozy indukowanej terapig.
Oceniajac efekt cytotoksyczno$ci komoérek NK-92 na modelu indukowanych terapig
starzejagcych komorek linii HCV29 i A549, Doktorantka nie uzyskala jednoznacznych
wynikéw wskazujgcych istotny wplyw starzenia na uwrazliwienie komoérek nowotworowych
na cytotoksyczne dzialanie komérek NK-92. Dalsze badania Doktorantki koncentrowaty si¢
na analizie wieloetapowego procesu cytotoksycznego komérek NK-92 wobec starzejacych
komérek linii HCV29 od rozpoznania komérek docelowych poprzez oceng ligandow dla

komorek NK-92, az do oceny stopnia uwalniania ziarnistosci cytolitycznych przez komorki
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NK-92. Przeprowadzajac analiz¢ wieloetapowej odpowiedzi komoérek NK-92 wobec
starzejacych komorek linii HCV29 oraz w grupie kontrolnej, Autorka wykazala, ze starzenie
komoérek nowotworowych nie zwicksza ich podatnoéci na cytotoksyczne dzialanie komorek
NK-92 ale zwicksza chemotaksj¢ komdrek NK-92 wobec starzejacych komoérek docelowych.
Waznym elementem pracy byla ocena wplywu fenotypu wydzielniczego komorek
starzejgcych SASP na aktywno$¢ komorek NK-92. Do wykazania wpltywu fenotypu
starzejacych komorek nowotworowych HCV29 i A549 na komorki NK-92, Doktorantka
wykorzystata medium kondycjonowane znad komoérek kontrolnych (CM) i komorek
starzejagcych SASP. Interesujacych danych dostarczyta analiza cech morfologicznych,
zywotnoéci, aktywno$ci i cytotoksyczno§ci komorek NK-92 hodowanych w medium
suplementowanym SASP. Autorka udokumentowata negatywny wptyw SASP na zywotnos$¢,
efekt cytotoksyczny oraz aktywno$¢ komoérek NK-92 wyrazong wzrostem ekspresji
receptoréw hamujacych na komorkach NK-92. Oryginalnych wynikéw dostarczyla ocena
wptywu medium CM i SASP na wyizolowane jednojadrzaste komorki krwi obwodowej
oraz na wyodrebniong populacj¢ komoérek NK CD56+. Istotnym spostrzezeniem Doktorantki
bylo stwierdzenie, ze jednojadrzaste komorki krwi i pierwotne komoérki NK sg bardziej
oporne na spektrum molekut pochodzacych z SASP anizeli komorki linii NK-92.

Wazng obserwacja wynikajaca z badan dotyczacych oceny profilu SASP w medium znad
linii HVC29 i A549 bylo stwierdzenie wysokiego poziomu cytokin prozapalnych i
czynnikéw modulujgcych odpowiedZz immunologiczng. Wykazanie zréznicowanego profilu
SASP w medium analizowanych linii komorkowych zdaniem Autorki jest cechg osobnicza
nowotworowych komorek starzejgcych.

Dyskusja oparta o najistotniejsze pozycje pismiennictwa, gléwnie opracowania publikowane
w ostatnim dziesiecioleciu jest merytorycznie uzasadniona. Autorka akcentuje wlasne
poglady dotyczgce warto$ci uzyskanych wynikéw, jednoczes$nie wskazujac, ze liczba
opracowan na temat wplywu starzenia komérkowego na cytotoksyczno$¢ komorek NK  jest
ograniczona. Doktorantka umiejetnie wykorzystuje dotychczasowe opracowania do
oméwienia wlasnych wynikéw w relacji z danymi innych autoréw, podkreslajac wartos¢
uzyskanych wynikow oraz poznawczy charakter prowadzonych badaf. Sposéb prowadzenia
dyskusji, mnogo$¢ omawianych zagadnien dotyczacych interakcji pomigdzy komorka
starzejaca, a komorka NK z uwzglednieniem roli ligandow komorek docelowych i
receptorow powierzchniowych komoérek NK, wplywu fenotypu wydzielniczego komoérek
starzejagcych na aktywno$¢ komoérek NK, omawia wnikliwe wskazujac na ich kliniczne

znaczenie. Autorka omawiajagc  réznice mig¢dzy wynikami przedstawionymi w pracy
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doktorskiej, a danymi innych autoréw twierdzi, ze mogg one zaleze¢ od wyboru modelu
eksperymentalnego oraz warunkéw prowadzenia hodowli komoérkowych. Na podstawie
przeprowadzonych badan sformulowanych zostalo 6 wnioskéw bedacych wypadkows
przeprowadzonych badaf eksperymentalnych, ktore stanowia wyczerpujaca odpowiedZ na
postawione cele i zadania badawcze.

Uwagi krytyczne

Tabela na stronie 43 przedstawiajaca linie komérkowe powinna by¢ opatrzona numerem. Na
stronie 69 i w legendzie Figury 7 w opisie, Doktorantka uzywa okre$lenia ,,powigkszenie
powierzchni jgder komorkowych” jest to sformulowanie niepoprawne. W ocenie
cytologicznej uzywa si¢ okreSlenia wielko$¢ jadra. Konstrukcja dyskusji jest prawidtowa,
stabym elementem dyskusji sg szczegdlowe opisy wynikow. Sformulowane przez
Doktorantke wnioski sa odpowiedzig na cele badawcze. Uzupetnienie kazdego wniosku
fragmentem wynikow nie jest uzasadnione poniewaz wniosek ma by¢ konkluzja wynikajacg
z badan. W przygotowaniu wynikow do publikacji nalezy rozwazy¢ przeredagowanie
wnioskow.

Podsumowanie. Uwazam, ze praca doktorska mgr Kingi Godkowicz wnosi istotny wkiad w
poznanie oddziatywan mikro§rodowiska  starzejagcych komorek nowotworowych na
aktywno§¢ komorek NK. Uzyskane wyniki stanowia podstawe do prowadzenia dalszych
badan  ukierunkowanych na zwigkszenie efektu cytotoksycznego  komorek uktadu
immunologicznym, w tym komorek NK.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okre§lone w art.187 ust. 1-4 Ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pdzn. zm.) oraz
wnioskuje¢ o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postgpowania w sprawie o

nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.
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