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Praca ma typowy ukfad, liczy 95 stron. zawiera tabele w ilosci szedciu i ryciny tgcznie 19.
Pismiennictwo jest aktualne w sumie 163 pozycji, gléwnie anglojezycznych, zagranicznych.

Wstep to polowa pracy.

Wprowadza czytelnika w problemy raka nerkowokomérkowego, receptora p2-
adrenergicznego, w tym opisuje substancje wplywajace na przekainictwo P2-adrenergiczne
w kontekscie nowotworow, jak rownie: wplyw receptorow P2-adrenergicznych na
patofizjologie nowotwordw ztodliwych w kontekscie proliferacji, angiogenezy, wplywu na
odpowiedi immuneclogiczng | macierzyste komdrki nowotworowe. Ocenia dane
epidemiologiczne i  kliniczne w tym zakresie.



Zalokzenia pracy

Stres jest istotnym czynnikiem ryzyka rozwoju i progresji chordb nowotworowych., Wplyw
katecholamin dzialajacych poprzez receptory P-adrenergiczne zostal wykazany w przypadku
wielu typéow nowotworu. W odniesieniu do RCC nie ma obecnie przekonujacych danych
literaturowych wskazujgcych na rolg f-ARs w rozwoju i patogenezie tego nowotworu. Biorge
pod uwage wysoka ekspresj¢ receptorow P-ARs w RCC (brodawkowaty rak nerki),
udokumentowany wplyw -ARs — a w szczeg6lnosci podtypu f2 — na karcynogeneze w innych
nowotworach oraz brak badan dotyczacych roli tych receptoréw w patofizjologii RCC, za cel
pracy przyjeto zbadanie roli przekaznictwa fB2-adrenergicznego w pRCC.

Podjecie tematu, sam pomysl i hipoteza maja wartosé sama w sobie.

Cele

Celem niniejszej pracy byla ocena roli f2-ARs w patofizjologii pRCC.

W ramach pierwszej czgsci pracy wykonano analize bioinformatyczng TCGA, w ktorej
postawiono ponizsze cele (Czeéé I): Ocena poziomu eckspresji genu ADRB2 w dwoch
najczestszych podtypach histologicznych RCC; , Korelacja poziomu ekspresji genu ADRB2 z
parametrami  kliniczno-patomorfologicznymi pRCC; Korelacja poziomu ekspresji genu
ADRB2 z rokowaniem pacjentow z pRCC.

W ramach drugiej czeéci pracy przeprowadzono badania na liniach komérkowych
wyprowadzonych z guza pierwotnego i1 przerzutu pRCC. Cele tej czgéci doswiadczen
obejmowaly (Czesé 11): Zbadanie wplywu antagonistB2-Ars na zywotno$é komérek pRCC i
oceng wplywu antagonistow i agonistow B2-Ars na ekspresje w komorkach nowotworowych
gendw zwigzanych z fenotypem CSCs.

Material | metody

Analiza ekspresji genu ADRB2 zostala przeprowadzona na danych transkryptomicznych i
klinicznych pacjentéw z pRCC, dostepnych w bazie The Cancer Genome Atlas (TCGA).
Czgé¢ doswiadczalna obejmowala hodowle linii komorkowych RCC: wywodzgeych sig z
pRCC (Caki-2 i ACHN) i ¢cRCC (Caki-1, 786-0). Przy pomocy gRT-PCR oceniono roznice
w poziomie ekspresji genu ADRB2 migdzy komérkami pRCC i ccRCC. Komérki wywodzace
si¢ Z pRCC poddawano dzialaniu salbutamolu (selektywny agonista pz-AR) oraz ICI-118,551



(selektywny antagonista P2-AR) w réznych stezeniach i przeprowadzono oceng ich Zywotnosci.
Nastepnie w komorkach tych metodg qRT-PCR oceniano poziom ekspresji genow zwigzanych
z fenotypem CSCs (POUSFI i NES) oraz angiogeneza (VEGFA i FLTI) w komérkach
poddanych dzialaniu pfa-agonisty i frantagonisty.
Hodowle komérkowe ;
Do doswiadczen uzyto nastepujacych linii komorkowych:

. Caki-1 (ATCC® HTB-46™,

. Caki-2 (ATCC® HTB-47™), « 786-O (ATCC® HTB-CRL-1932™),

. ACHN (ATCC® CRL-1611™),

Ocena zywotnosci komérek - test z AlamarBlue - nowoczesna metodologia.

Komérki wysiewano na plytki 96-dotkowe w liczbie uzaleinionej od tempa podziatow: 6000
komoérek na dolek w przypadku linii ACHN, 3000 komorek na dolek dla linii Caki2 i 786-0,
4000 komdrek na dolek dla linii Cakil. Po 48h wymieniano pozywke na swiezg (100 pl) z
dodatkiem badanych substancji: salbutamol .

Kolejne etapy to; ,Izolacja RNA , Iloiciowa Reakeja Lancuchowa Polimerazy w czasie
rzeczywistym (qRT-PCR),

Analiza bioinformatyc¢zna The Cancer Genome Atlas — to bardzo waina metodolegicznie
czgsé pracy.

Analizie statystycznej poddano dane z bazy TCGA (https://www.cancer.gov/tcga). TCGA to
projekt zainicjowany przez Narodowy Instytut Raka (ang. National Cancer Institute, NCI),
gromadzacy dane genomiczne i kliniczne z ponad 20 tysigcy probek reprezentujacych 33 typy
nowotwordw. Na podstawie danych zgromadzonych w powyzsze] bazie dokonano analizy
ekspresji genu ADRBZ podréd roéznych nowotwordéw, a nasiepnie pomiedzy probkami
pacjentéw z rozpoznaniem ccRCC i pRCC. Analizg statystyczng przeprowadzono uzywajac
testu log rank i Chi kwadrat z wykorzystaniem cBioPortal(129,130). Nast¢pnie na podstawie
danych zgromadzonych w The Cancer Genome Atlas Kidney Renal Papillary Cell Carcinoma
dokonano analizy pomigdzy ekspresja genu ADRB2 a danymi klinicznymi i patologicznymi u
pacjentow z rakiem brodawkowatym nerki(17). Poziom ekspresji mRNA zostal
znormalizowany wzgledem ekspresji mRNA w prawidiowe] tkance (log RNA Seq V2 RSEM)
i przedstawiony w postaci Z-score. Pacjentéw podzielono na 2 grupy: chorych z wysoka



ekspresja genu ADRB2 (poziom ekspresji w porownaniu do ekspresji w tkance prawidlowej
powyzej $redniego poziomu w kohorcie; A DRB>0) oraz z niska ekspresja (poziom ekspresji w
porownaniu do ekspresji w tkance prawidlowej ponizej sredniego poziomu w kohorcie;
ADRB<0). Na podstawie powyzszego podzialu przeprowadzono analizy zaleznosci ekspresji i
parametrow klinicznych (stopicfi zaawansowania klinicznego, obecnos¢ przerzutow do
wezléw chlonnych) oraz analizy przezycia wykorzystujac estymator Kaplana-Meiera (131).
Wyniki:

Analiza danych TCGA wykazala, ze ni2szy poziom ekspresji ADRB2 u pacjentéw z pRCC
korelowat z czgstszym wystgpowaniem przerzutdw do weziow chionnych, wyzszym stopniem
zaawansowania klinicznego w momencie rozpoznania oraz krétszym czasem przezycia
calkowitego (OS) i wolnego od progresji (PFS). W badaniach in vitro zastosowanic antagonisty
Ba-AR (ICI-118,551) w stezeniu 100 uM skutkowalo istotnie statystycznym zmniejszeniem
zywotnosci komorek obu linii komérkowych pRCC: Caki-2 i ACHN. ICI-118,551 podany w
stezeniach 0,1 uM, 1 pM, 10 pM powodowal rowniez zmniejszong Zywotnos¢ komorek linii
ACHN. W komoérkach poddanych dziataniu ICI118,551 zaobserwowano zlozony wplyw na
ekspresj¢ wykladnikéw CSCs: wzrost ekspresji POUSFI w obu liniach komérkowych i spadek
ekspresjii NES (istotnoéé statystyczng wykazano w linii Caki-2). Podanie ICI-118,551
wywieralo rowniez wplyw na poziom ekspresji genow zwigzanych z angiogenezy: spadek
ekspresji VEGF-A w linii wywodzgcej si¢ z przerzutu pRCC oraz kompensacyjny wzrost
ekspresji VEGFR! w obu liniach komérkowych (Caki-2 i ACHN). Podanie agonisty p2-AR
salbutamolu nie wplywalo na Zywotnoé¢ komérek pRCC oraz ekspresj¢ gendw zwigzanych z
CSCs i angiogeneza. Na wyniki badan skladajg sig; wyniki analizy bioinformatycznej The
Cancer Genome Atlas , wyniki analizy qRT-PCR ekspresji genu ADRB2 w liniach
komorkowych raka nerkowokomorkowego , wplyw f2-agonisty | antagonisty na zywotnos¢
komérek raka nerkowokomorkowego , wplyw P-agonisty i antagonisty na ekspresj¢ genow
zwiazanych z fenotypem macierzystych komoérek nowotworowych raka brodawkowatego
nerki , wplyw P:-agonisty i antagonisty na ekspresj¢ genéw zwigzanych z angiogeneza
nowotworowych raka brodawkowatego nerki

Dyskusja jest cickawa i kompetentna, wystarczajaca, bardzo wzbogaca pracg.

Whioski
Czeéé I: .Ekspresja genu ADRB2 jest wyzsza w liniach komoérkowych wywodzacych si¢ z
pRCC niz ccRCC, niski poziom ekspresji genu ADRB2 korelowal z wyzszym



zaawansowaniem klinicznym pRCC: zaj¢ciem wegzléw chionnych i obecnoscia przerzutow
odleglych, niski poziom ekspresji genu 4ADRB? jest negatywnym czynnikiem prognostycznym
u pacjentéw z rozpoznaniem pRCC,

Czgs¢ II: .Blokada P2-ARs poprzez ckspozycj¢ komorek na selektywnego antagoniste
(ICI118,551) prowadzi do zmniejszenia zmniejsza zywotnosci komérek pRCC., blokada f,-
ARs poprzez podanie antagonisty (ICI-118,551) wywiera zlozony wplyw na fenotyp CSCs
komorek linii pRCC, mogaey potencjalnie prowadzi¢ do selekcji komérek o fenotypie CSCs,
blokada P2-ARs poprzez podanie antagonisty (ICI-118,551) moze wywieraé wplyw na
zmniejszong ekspresj¢ wykladnikow angiogenezy (1j. spadek ekspresjii VEGF-A oraz
kompensacyjny wzrost ekspresji VEGFRI), wywieranie agonistycznego wplywu na P2-ARs
poprzez podanie salbutamolu nie wplywa na Zywotno$¢ komoérek i ekspresje genow
zwigzanych z angiogenezg i CSCs.

Whioski bezposrednio wynikajg z wynikéw pracy.

Wyniki sugerujg ze (-AR, a w szczegdlnodci podtyp 2 tego receptora moze ogrywaé
potencjalng role w patofizjologii pRCC. Mechanizmy wplywu przekaZnictwa
B2adrenergicznego na nowotwér wymagajg dalszych badan przedklinicznych jak i klinicznych

w tym zakresie. Potencjalnie ma to istotne znaczenie kliniczne.

Praca ma wysokie walory metodologiczne, naukowe, wlasciwg szat¢ i potencjalnie
znaczenie kliniczne.

Autor zawarl informacje o ograniczeniach pracy doswiadczalnej w aspekcie klinicznym.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. .
Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018. poz.1668). Wnioskuje do Wysokiej Rady
o dopuszczenie pracy lekarza Anny Brodziak do dalszych etapéw procedury na przyznanie
stopienia naukowego doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
medyczne.

Jednoczednie ze wzgledu na walory metodologiczne | warto$é naukowa oraz catoksztaft
pracy wnosze o Je] wyréinienie.






