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1. Tematyka rozprawy

Tematyka przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej p. mgr Kingi Godkowicz dotyczy
starzenia sie (senescencji) komérek nowotworowych w kontek$cie wykorzystania tego
zjawiska w terapiach przeciwnowotworowych. Gtéwnym celem prowadzonych przez Doktorantke
badan byfa analiza aktywnodci komdrek uktadu odpornosciowego - komédrek NK w s$rodowisku
starzejacych sie komdrek nowotworowych, uwzgledniajac wplyw fenotypu wydzielniczego, tzw. profilu
sekrecyjnego zwigzanego ze starzeniem SASP (ang. Senescence-associated secretory profile). Realizujac
te badania mgr Kinga Godkowicz wyznaczyta cele szczegétowe/posrednie, tj:

1) zbadata aktywnos$é¢ cytotoksyczng komérek NK wzgledem starzejagcych sie komérek
nowotworowych indukowanych chemioterapeutykiem etopozydem oraz wzgledem komérek
nietraktowanych, analizujgc m.in. potencjat formowania sie koniugatéw miedzy komérka NK
a komdrka docelowg i dynamike tych interakcji, ekspresje ligandéw cytotoksycznosci na komérkach
starzejacych sie czy poziom degranulacji komdrek NK-92

2} zbadata dziatanie czynnikow wydzielanych przez nowotworowe komérki starzejgce sie (profil
sekrecyjny SASP) na aktywnos¢ komérek NK i poziom ekspresji receptoréw cytotoksycznosci na ich
powierzchni.

Modelem badawczym cytotoksycznych komdrek NK byta linia komérkowa NK-92, natomiast proces
starzenia sie indukowano etopozydem w komérkach linii niedrobnokomérkowego raka ptuca A549
i komdrkach linii raka pecherza HCV29. Uzyskane przez Doktorantke wyniki wykazaty, ze indukcja
starzenia komdérkowego nie zwieksza aktywnosci cytotoksycznej komdrek NK-92 wzgledem komérek
linii A549 i HCV29, profil wydzielniczy SASP obniza zywotnod¢ i cytotoksycznosé komdrek NK-92,
natomiast nie wplywa na zywotno$é i aktywnos$¢ pierwotnych komérek NK izolowanych z krwi
obwodowej cztowieka.

Zjawisko starzenia komérek nowotworowych jako odpowiedz na dziatanie chemioterapeutykow,
czyli tzw. starzenie indukowane terapig (w skrécie TIS, ang. Therapy Induced Senescence) jest obecnie
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szeroko badane jako proces alternatywny do apoptozy komérek nowotworowych. Te dwa zjawiska,
starzenie sie komérek badz ich programowana $mieré (apoptoza) lezg u molekularnych podstaw
odpowiedzi komdrek na terapie. W starzeniu indukowanym terapig celem jest trwate zahamowanie
podziatow komdérki, niemniej jednak komorki starzejagce sie pozostajg metabolicznie aktywne, nie
umierajg. Charakterystyczny jest profil sekrecyjny nowotworowych komoérek starzejacych sie,
poniewaz wydzielajg one szereg czynnikéw mogacych doprowadzi¢ do transformacji nowotworowej
komorek sasiadujgcych (dziatanie pronowotworowe) lub wykazaé dziatanie immunosupresyjne.
Ponadto, komérki te sa w stanie po pewnym czasie senescencji wznowic podziaty. W zwigzku z tym,
dla doskonalenia terapii przeciwnowotworowych, niezwykle wazne stajg sie badania nad
unieczynnianiem i eliminacjg nowotworowych komdrek starzejgcych sie w ustroju, a te role przypisuje
sie komérkom uktadu immunologicznego. Wsréd komdrek odpornosciowych kluczowa grupa,
z perspektywy terapii przeciwnowotworowych, sg wyspecjalizowane komorki NK (ang. natural killers),
tzw. ,naturalni zabdjcy”, wykazujacy aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec komoérek nieprawidtowych,
starzejacych sie, nowotworowych czy zakazonych wirusami. Aktywnos¢ cytotoksyczna kom. NK moze
by¢ ograniczana przez czynniki SASP oraz przez obecno$é czasteczek hamujacych na powierzchni
komérek przeznaczonych do ,zniszczenia”. Poniewaz rézne typy komoérek nowotworowych wykazuja
odmienny profil wydzielniczy czynnikéw SASP oraz profil i poziom ekspresji ligandéw na ich
powierzchni, niezwykle wazne jest poznanie mechanizméw regulujgcych aktywnos$¢ kom. NK
w kontekscie podejscia senoterapeutycznego.

Z tego wzgledu uwazam, ze podjety przez Doktorantke cel badan jest oryginalny, a uzyskane wyniki
bada wnosza istotng wiedze jak wykorzysta¢ proces starzenia komoérkowego w terapiach
przeciwnowotworowych.

2. Wiedza kandydata

Doktorantka realizujgc cele pracy wykazata sie bardzo dobrg znajomosciag i umiejetnoscia
wykorzystania w badaniach metod z dziedziny biologii molekularnej i biologii komdérki. Wykonanie
badan wymagato od Doktorantki szerokiej wiedzy z zakresu cytometrii przeptywowej i mikroskopii
fluorescencyjnej. Bardzo dobrg znajomo$¢ tematu potwierdzajg zastosowane przez Doktorantke testy
i techniki badawcze, odpowiednio dobrane do realizacji zatozonych celéw.

Wstep, ktéry poprzedza cze$é eksperymentalng dysertacji napisany jest w sposdb kompetentny,
jasny, rzeczowy i dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia pracy. Doktorantka w zwiezly
iprzystepny sposob przedstawia zagadnienie starzenia komoérkowego przyblizajgc cechy
charakterystyczne kom©érek starzejgcych sie. Doktorantka krétko i zwiezle opisuje procesy molekularne
zachodzgce podczas starzenia sie komoérek, przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacy znaczenia
indukcji starzenia w terapiach przeciwnowotworowych, dziatanie zwigzkdw o charakterze senolitykow
czy senomorfikéw. We Wstepie pracy Doktorantka opisuje funkcje komdrek NK w kontekscie nadzoru
immunologicznego i ich potencjat w senoterapii. Cennym uzupetnieniem jest opis wydzielanych przez
komdérki starzejgce sie czynnikoéw, tzw. SASP mogacych moduiowaé aktywno$é innych komorek.
Sposéb przedstawienia i opisu tych zagadnient w dysertacji, powotanie sie na odpowiednie i aktualne
7rédta literaturowe dodatkowo potwierdza wysoki poziom wiedzy Doktorantki i umiejetnos¢ doboru
tresdci. Dyskusja, podzielona na poszczegdlne zagadnienia, napisana jest dojrzale i rzeczowo. W tej
czesci pracy Doktorantka konfrontuje uzyskane wyniki z danymi opublikowanymi w literaturze
przedmiotu. Catos¢ pracy zamyka bogata bibliografia, obejmujgca 271 pozycji, co $wiadczy o bardzo
dobrej znajomosci innych badan realizowanych w tej tematyce.



3. Samodzielno$¢ kandydata

Doktorantka w ramach realizacji pracy doktorskiej prowadzita badania w 3 gtéwnych etapach, tj.
w pierwszym etapie opracowata indukcje procesu starzenia w komdrkach nowotworowych wykonujac
liczne badania wstepne, nastgpnie potwierdzita fenotyp starzeniowy oraz w ostatniej fazie badan
zbadata aktywnoéé cytotoksyczng komorek NK wobec starzejgcych sie komorek nowotworowych.
Ponadto, okreélita wptyw profilu wydzielniczego SASP na aktywno$¢ komorek NK. Na wyrazne
podkreélenie zastuguje fakt opracowania przez Doktorantke powtarzalnej procedury indukcji starzenia
komérkowego, niezbednej do wykonania kolejnych etapéw badan in vitro, czyli wybranie
odpowiedniego chemioterapeutyku i dobranie okreélonej jego dawki. Pozwolito to Doktorantce na
zawezenie liczby badanych linii komérkowych — najpierw do trzech linii komdrkowych A549, HCV29
oraz MCF-7, a docelowo do badari wybrano linie raka ptuca A549 i raka pecherza HCV29, okreslenie
docelowego stezenia etopozydu (2 M) oraz czasu ekspozycji komérek na ten chemioterapeutyk.
Warto nadmieni¢, ze opracowany przez Doktorantke protokoét starzenia dla linii A549 i HCV29 moze
by¢ niezwykle cenng pomoca dla innych badaczy.

W dalszych etapach badan Doktoranta skupita sie na analizie markeréw procesu starzenia,
przeprowadzajac:

- analize aktywnosci B-galaktozydazy (SA-B-gal) réznymi metodami, stosujac metody histochemiczng
cytometrii przeptywowe;j i mikroskopii fluorescencyjnej;

- ocene fenotypu komérek poddanych starzeniu, tj. zbadanie wielkosci komodrek za pomocy cytometrii
przeptywowej, morfologii jader komdrkowych, analize cytoszkieletu komorkowego z wykorzystaniem
mikroskopii fluorescencyjnej oraz analize ekspresji okreslonych czasteczek (ligandéw) na powierzchni
komérek starzejacych sie (m.in. czasteczki MIC-A, MIC-B, ULBP, HLA-ABC, PVR). Wyniki tych badaniach
potwierdzity, ze rézne komorki nowotworowe charakteryzujg sie odmiennym fenotypem starzenia.

Pani mgr Kinga Godkowicz po zbadaniu indukcji procesu starzenia w badanych komérkach przystapita
do zbadania interakcji komérek NK z komorkami docelowymi. Doktorantka wykazata aktywnos¢
cytotoksyczng komérek NK-92 wzgledem nietraktowanych komorek raka pecherza linii HCV29 oraz
komérek indukowanych terapia. Stusznym podejsciem w badaniach byto pogtebienie analizy interakcji
komdorek NK-92 ze starzejgcymi sig komérkami linii HCV29. Doktorantka ocenita obecnos¢ formowania
sie synapsy immunologicznej (cytotoksycznej) pomigdzy komorkami NK, a komérkami raka pecherza,
wykazujac ze skutecznos¢ tworzenia koniugatéw pomiedzy komorka efektorowg, a docelowa jest na
podobnym poziomie zaréwno dla komérek nietraktowanych i komérek indukowanych terapig do
starzenia sie.

Analizujac cytotoksyczno$¢ komorek NK wzgledem nowotworowych komorek starzejacych sie linii
HCV29 Doktorantka wykazata, ze proces degranulacji komérek NK-92 jest na podobnym poziomie
zarowno w przypadku komdrek nowotworowych i komoérek nowotworowych starzejycych sig.
W efekcie proces starzenia komorki nowotworowej nie zwigkszat aktywnosci cytotoksycznej komorek
NK poprzez uwalnianie zawartosci granul. Ciekawym podejsciem w badaniach byta réwniez dokfadna,
multipleksowa analiza czynnikow SASP wydzielanych przez starzejace sig komorki nowotworowe
HCV29 oraz A549 i ich wplyw na komdrki NK. Analiza profilu wydzielniczego wykazata wyrazny wzrost
czynnikéw charakterystycznych dla starzenia komoérkowego, czyli cytokiny IL-8 oraz czynnika VEGF.

Doktorantka stusznie zauwaza i podaje ograniczenia zastosowanego modelu komérkowego. Wybrana
linia komérkowa NK-92 nie oddaje wszystkich wiasciwosci komoérek NK krwi obwodowej, ponadto
wybrane nowotworowe linie komérkowe do indukcji starzenia nie pozwalaja na doktadne
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odzwierciedlenie mikrosrodowiska guza. Za cenng umiejetno$¢ mgr Kingi Godkowicz uwazam
zauwazenie niedoskonatoéci modelu badawczego i uwzglednienie tego podczas analizy wynikéw.

Odpowiednio dobrany szeroki wachlarz technik, tj. hodowla in vitro réznych linii, izolacja i hodowla
komoérek z materiatu klinicznego, testy kolorymetrycznych MTS, cytometria przeptywowa, mikroskopia
fluorescencyjna, testy immunoenzymatyczne (ELISA), jak rowniez wnikliwa analiza uzyskanych danych,
prawidtowa ich interpretacja i poddanie dyskusji pozwala stwierdzi¢, ze Doktorantka posiada bogaty
warsztat metodyczny i odpowiednie przygotowanie do dalszej, samodzielnej pracy badawcze;j.

Wyniki przeprowadzonych badan byty juz prezentowane przez Doktorantke na dwdch konferencjach
naukowych w formie referatéw ustnych.

4. Oryginalnos¢ rozprawy

Wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej p. mgr Kingi Godkowicz uzupetniajg obecny stan
wiedzy na temat interakcji komdrek ukfadu immunologicznego z komérkami ulegajgcymi starzeniu.
Badania doktorantki wnosza nowe dane na temat wptywu czynnikdw wydzielanych przez komoérki
starzejgce sie na aktywnos¢ komoérek NK. Bardzo ciekawym wynikiem uzyskanym przez Doktorantke
jest wykazanie efektu proapoptotycznego i immunosupresyjnego wzgledem komdérek NK, ale tylko
w ustalonej linii komérkowej NK-92. Efekt ten nie byt obserwowany w izolowanych komérkach PBMC
i w wyodrebnionej populacji komdrek NK CD56+. Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze dotychczas nie
indukowano starzenia komérkowego w komdrkach raka pecherza linii HCV29, co jak sama Doktorantka
podkresla — jest nowoscia.

Podjeta tematyka badawcza obejmujgca zagadnienia starzenia sie komdrkowego i immunologii
jest niezwykle aktualna w kontek$cie opracowania skutecznych terapii przeciwnowotworowych.
Ponadto, obecne badania wskazujg, ze potgczenie terapii opartej na starzeniu sie komaérek z innymi
terapiami, np. immunoterapia moze zwiekszy¢ skutecznos$¢ leczenia nowotworow.

5. Pytania i/lub uwagi krytyczne, na ktére Recenzent oczekuje odpowiedzi kandydata w czasie
obrony:

1) Jednym z wynikéw uzyskanych przez Doktorantke jest wykazanie, ze starzejgce sie komérki
raka ptuca linii A549 nie s podatne na aktywno$¢ komoérek NK (wykres 10b, str. 80). Jak
Doktorantka ttumaczy réznice w aktywnos’ti komérek NK (linia NK-92) wobec nowotworowych
komérek raka pecherza (podatne) oraz raka ptuca (niepodatne)?

2) Jak Doktorantka wyjasni zrdéinicowanie aktywnosci komérek NK wzgledem komorek
starzejgcych sie linii HCV29? W eksperymentach badania dynamiki interakcji Doktoranta
podaje, ze tylko niektdre z komdrek ulegaja wydajnej eliminacji, w innych mimo kontaktu nie
dochodzi do uruchomienia apoptozy w komérce docelowej. Czym moze to by¢ spowodowane?

3) Analize aktywnosci cytotoksycznej wzgledem komdrek nowotworowych analizowano na
podstawie mechanizmu degranulacji, wiazacego sie z ekspresjg czgsteczki CD107a na
powierzchni kom. NK. Nie wykazano réznic, jedli chodzi o degranulacje. Czy rozpatrywano



zbadanie réwniez innego markera tego procesu? oraz czy podjeto préby sprawdzenia innego
mechanizmu cytotoksycznosci komérek NK wzgledem komoérek docelowych, np. interakcje
Fas-Fasl ?

4) Starzejgce sie komdrki nowotworowe mogg wykazywaé ostabienie bad? utrate potaczen
migdzykomorkowych, co moze sprzyja¢ migracji tych komoérek. Ponadto nie wykazano
zwigkszonej aktywnosci komorek NK wzgledem komorek starzejgcych sie w poréwnaniu do
komérek bez indukowanego procesu starzenia. Doktorantka wykazata réwniez, e nie
wszystkie testowane linie komodrkowe charakteryzowaty sie zatrzymaniem cyklu
komorkowego w fazie G2/M, jak np. wykluczona do dalszych testéw linia raka piersi MCF-7.
Na jakie czynniki wedtug Doktorantki nalezatoby zwrdcié uwage w badaniach chcac dalej
rozwijac $ciezke terapii opartg na indukcji starzenia komérkowego?

6. Inne spostrzezenia dotyczace tresci lub formy rozprawy:

- mMojg uwage zwrdcit bardzo poprawny i staranny styl pracy. Pani mgr Kinga Godkowicz
wykazata si¢ umiejetnoscig opisu trudnych zagadnien i uzyskanych wynikéw w sposéb bardzo
spojny, konsekwentny, przejrzysty i dostgpny, skupiajac sig na aspektach niezbednych do
zrozumienia tematyki pracy. Pracg te czytatam z ogromnym zainteresowaniem. Po
odpowiedniej edycji sugeruje skierowanie pracy do publikacji w formie artykutu naukowego.
Na uwage zastuguje réwniez opracowanie wynikow w pracy. Przedstawione dane
w odpowiednich podrozdziatach sg bardzo czytelnie, dodatkowo na korcu kazdego
z podrozdziatow Doktoranta podaje ich krdtkie podsumowanie. Kluczowe etapy badan
réwniez sg odpowiednio podsumowane.

- ostrozna bytabym jednak przy formutowaniu tytutu podrozdziatu 4.1.2. Zmiany morfologiczne
i strukturalne w komdrkach TIS. W mojej ocenie nie poddawano analizie struktury komérki czy
organelli komérkowych. W tym wypadku bardziej wtasciwe bytoby uzycie pojecia morfologia
czy zmiany w ukfadzie cytoszkieletu.

7. Ocena konicowa:

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Kingi Godkowicz spetnia warunki okreslone w art. 187
ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (t.j. Dz. U. z2 2024 r. poz. 1571 z p6zn. zm.) oraz
wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.

Réwnoczednie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.

Uzasadnienie wniosku:

Mimo, ze wyniki uzyskane w ramach pracy doktorskiej p. Kingi Godkiewicz nie zostaly jeszcze
przedstawione w oryginalnym artykule naukowym oraz nie stanowia one przedmiotu wniosku
patentowego uwazam, ze zakres i konsekwencja w prowadzonych badaniach, ich istotnosé i znaczenie
dla rozwoju terapii przeciwnowotworowych opartych na mechanizmach dziatania uktadu
immunologicznego upowaznia mnie do przedstawienia do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki biologiczne



Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk wniosku
o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr Kingi Godkowicz stosowng nagroda.
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