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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Filipiak-Duliban
pt.: ,Modele 3D jako alternatywne metody badan lekoopornosci nowotworow”.

Praca doktorska mgr Aleksandry Filipiak-Duliban pt.: ,,Modele 3D jako alternatywne metody
badaf lekoopornosci nowotworéw”, przygotowana pod kierunkiem prof. dr hab. Claudine
Kiedy oraz promotora pomocniczego dr Klaudii Brodaczewskiej, dotyczy aktualnej i waznej
problematyki badania mechanizméw lekoopornosci nowotworéw i poszukiwania modeli do
takich badan.

Przedlozona mi do oceny praca ma forme opatrzonego wstepem zbioru 2 prac opublikowanych
w czasopismach z listy filadelfijskiej. Liczy 69 stron, w tym, poza spisem tresci, wykazem
skrétow, wstepem, wnioskami i piSmiennictwem oraz streszczeniami w jezyku polskim
i angielskim, zawiera kopie publikacji, wymaganych o$wiadczen wspdlautoréw oraz
informacje o zrédhach finansowania badan.

Doktorantka sformulowata hipotezg, ze trojwymiarowe modele in vitro guzdéw
nowotworowych nasladujg guzy in vivo i moga stanowi¢ lepsze niz hodowle dwuwymiarowe
narzedzie do badan nad lekoopornoscig. Aby zweryfikowa¢é t¢ hipoteze, po zoptymalizowaniu
warunkéw uzyskiwania sferoidow (3D) mysich komérek dwoch linii nowotworowych: raka
nerki (RenCa) i czerniaka (B15F10), scharakteryzowata hodowle 2D i 3D, utrzymywane w
warunkach normoksji i hipoksji, pod katem nastepujacych parametrow: wielkos¢ (w przypadku
sferoidow), zywotnos$é i potencjat proliferacyjny komérek, fazy cyklu komorkowego, ekspresja
genow i bialek zwigzanych z hipoksja, ekspresja markeréw macierzystoéci oraz przejscia
epitelialno-mezenchymalnego. Wyniki otrzymane w hodowlach 3D poréwnywane byly
rowniez do uzyskanych w syngenicznych mysich modelach raka nerki i czerniaka. Ponadto za
pomocg sekwencjonowania nowej generacji (NGS) analizowano transkryptom komoérek
hodowanych w postaci kultur dwu- i tréjwymiarowych w warunkach normoksji i hipoks;ji.
Wyniki zostaly opublikowane w pierwszej z dwdch publikacji zbioru. W drugiej pracy
Doktorantka badata, czy i na drodze jakich mechanizméw warunki 3D wplywajg na odpowiedz
komoérek na trzy powszechnie stosowane chemioterapeutyki o réznych mechanizmach
dziatania. W tym celu prowadzita hodowle 2D i 3D wyzej wymienionych mysich linii
komodrkowych, w obecnos$ci poszczegdlnych lekdw w réznych stezeniach. W celu oceny
wrazliwosci na leki badata zywotnos$¢é komorek wraz z dystrybucjg lekow w obrebie sferoidow,
anastepnie oceniata ekspresje transportera ksenobiotykow: biatka MDR1 (multi drug resistance
1), ekspresje mTOR — regulatora proliferacji, roznicowania i apoptozy na poziomie genu
i biatka oraz za pomocg NGS badata profile ekspresji genoéw.



Cele badan zostaly sformulowane poprawnie, zastosowano prawidlowe nowoczesne metody,
ktéore umozliwity catosciowe rozwigzanie postawionych probleméw badawczych,
przeprowadzone doswiadczenia zaplanowano i przeprowadzono wiasciwie. Wnioski opisane
w publikacjach opieraja si¢ na dobrze przeanalizowanych i zinterpretowanych wynikach.

Praca zawiera elementy oryginalne, takie jak: scharakteryzowanie sferoidéw raka nerki
w poréwnaniu do znanego wczesniej modelu czerniaka i wykazanie analogicznych zmian
wybranych markeréw EMT i macierzystosci w syngenicznych modelach guzéw in vivo oraz
wskazanie waznych elementéw mechanizmoéw opornosci na leki, ktére to mechanizmy moga
by¢ wspdlne (zmiany ekspresji genéw cytochromu P450 kodujacych enzymy zwigzane
z metabolizmem ksenobiotykéw) lub moga rézni¢ modele w zaleznosci od typu komoérek
nowotworowych tworzacych sferoid (nadekspresja MDR1 w sferoidach raka nerki). Wniosek
ogélny z pracy jest potwierdzeniem prawdziwosci postawionej hiopotezy, mianowicie
Doktorantka wykazata, ze w wiekszosci kombinacji, w modelu 3D komdrki nowotworéw
wykazywaly wigksza niz w modelu 2D opornos¢ na leki, tj. ewerolimus, cisplatyne
i doksorubicyne, w przypadku czerniaka, i na doksorubicyn¢ w przypadku komoérek raka nerki.

Streszczenie w jezyku angielskim jest poprawne i koresponduje z trescig streszczenia w jezyku
polskim.

Przedlozona mi do oceny oprawiona praca zawiera bardzo wiele bledéw merytorycznych,
terminologicznych i edytorskich. Dotyczy to przede wszystkim polskiej czgsci pracy, czyli
stron 4-21 1 str. 58.

Na stronie 4 Autorka przedstawita ,,wykaz publikacji stanowigcych pracg doktorska”, w ktérym
znalazly sie 3 pozycje, podczas gdy przedstawiony na str. 23-57 zbidr to dwie publikacje.

Wykaz skrétow jest niekompletny, brakuje np. P-gp i GSH.

Bardzo prosze, aby Doktorantka odniosta si¢ podczas obrony do nastgpujgcych kwestii
merytorycznych.

Doktorantka pisze o raku skory w kontekscie czerniaka (str. 10). Wydaje si¢, ze nie widzi
réznicy miedzy pojeciami ,,rak” i ,,nowotwor ztosliwy” i uznaje, ze czerniak to rak.

Czy ,.czynniki genetyczne”, o ktorych Doktorantka pisze na str. 9, to wylacznie mutacje
somatyczne?

Na str. 11 Doktorantka pisze ,,do macierzy zewngtrzkomorkowej [...] zaliczamy: kolagen,
fibronektyny, lamininy, witronektyny, tenascyny-C, cytokiny, hormony, czynniki wzrostu oraz
wiele innych” Nie mozna powiedzieé, ze cytokiny, czy hormony stanowig macierz komérkowa,
one tam s3 I nawet mogg si¢ gromadzi¢, ale nie “zaliczamy” ich do macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Podobnie w publikacji drugiej, do komponentow mikrosrodowiska
nowotworéw autorzy nieprawidlowo zaliczyli hipoksje, ktora oczywiscie tam wystepuje, ale
nie jest to ,,sktadnik” a cecha.

Na str. 15 czytamy: ,,Silny wplyw na przerzutowanie przede wszystkim wywiera nasilajqgce sig
niedotlenienie oraz niedozywienie komorek nowotworowych, czyli stan hipoksji”. Stan hipoksji
oznacza jedynie niedotlenienie. Dalej Autorka pisze ,,Do tych zmian dochodzi stopniowo,
komorki zaczynajg wykazywaé posrednie cechy morfologiczne, transkrypcyjne i epigenetyczne,
zarowno o charakterze nablonkowymi jak i mezenchymalnym, w réznych stanach inwazyjnych”.



Po pierwsze nie ma ,,cech transkrypcyjnych”, po drugie, co to sg ,,stany inwazyjne”, chyba
chodzilo o stopnie zaawansowania, ew. ,,stadia inwazji”.

W celu pracy Doktorantka pisze, ze ,,zastosowano roznigce si¢ od siebie modele komorkowe
dwéch typéw nowotworow — czerniaka (B16F10) oraz raka nerki (RenCa)”, podczas gdy
zastosowata takie same modele, tj. sferoidy, réznych nowotworow.

W publikacji pierwszej napisano: ,,...we decided to perform research on 3D cultures maintained
in normoxia which seems to more appropriately reconstitute the natural development of tumor.”
Jest to stwierdzenie niezgodne z obecng wiedza na temat guzoéw nowotworowych, chyba ze
moéwimy o objetosciach mniejszych niz 1mm?®. Sami autorzy, w tym Doktorantka, we wstepie
do drugiej publikacji wskazujg na hipoksje jako ceche mikrosrodowiska guzéw.

Po co w publikacji pierwszej wykonano sekwencjonowanie, do wynikéw ktérego odniesiono
si¢ zdawkowo jedynie w dyskusji, i co ono wniosto?

Co w publikacji pierwszej znaczy zdanie ,,RenCa cells were shown to have partly mutated
whose impact on p53 expression has not been proven”.

Na stronie 58 doktorantka podsumowuje wyniki i przedstawia wnioski. Zostalo to ujete
w sposéb nieuporzgdkowany, wyniki pomieszano z wnioskami, bez logicznego uzasadnienia.
Niektore sformutowania budzg zastrzezenia, np. ,,sferoidy nowotworu skory wykazujq mniejszq
wrazliwos¢ na ewerolimus, cisplatyng i doksorubicyne, dla nowotworu nerki obserwowano
niskqg wrazliwosé tylko na doksorubicyng”, mniejszg niz co? Pomimo to stwierdzam, zZe
podsumowanie koresponduje z rezultatami badan, a wnioski odpowiadajg celowi pracy.

Wstep w jezyku polskim jest bardzo powierzchowny, np. przedstawiajgc zagadnienie rozwoju
nowotworéw Doktorantka odnosi si¢ tylko do jednej z teorii, opisujac komorki
mikrosrodowiska guzéw, nie wyjasnia co to sg limfocyty Th1/Th2, alternatywne modele badan
nowotwordow sa jedynie zasygnalizowane, leki, ktore uzyla w eksperymentach w ogodle nie
zostaly opisane, natomiast nie wiadomo po co nadmiernie rozwija np. opis choroby von Hippel-
Lindau. W niektorych fragmentach wstep wydaje si¢ polska kalka prac innych autoréw, np.
cytowanej pracy przegladowej Habanjar O, Diab-Assaf M, Caldefie-Chezet F, Delort L: 3D
Cell Culture Systems: Tumor Application, Advantages, and Disadvantages. Int J Mol Sci 2021,
22(22). Uzyte sformulowania sg czesto wylgcznie ogdlnikowe, na poziomie artykulu
gazetowego. Doktorantka stosuje nieprawidtowsa terminologie, jak np.:

”zdrowe tkanki” powinno by¢ ,,tkanki prawidlowe”

»hormalne komoérki” powinno by¢ ,.komorki prawidlowe”

»terapie antynowotworowe” powinno by¢ ,.terapie przeciwnowotworowe”

»komorki rakowe” powinno by¢ ,,komorki raka” lub ,,komérki nowotworowe”

»leczenie chemioterapia” powinno by¢ np.: ,,leczenie chemiczne”

»metastazy” — powinno by¢ ,,przerzuty”

»fizjologia raka” — w odniesieniu do stanéw zaburzen mowimy raczej ,,patofizjologia”

»tkanki nowotworowe” — nie istnieje taka tkanka, pomimo ze taki termin istnieje po angielsku
»kwasne pH”, kwasne moze by¢ srodowisko, pH moze by¢ niskie

Ponadto w publikacji pierwszej pojawia si¢ ,,melanoma cancer”, powinno by¢ ,,melanoma”.

Jezyk polskiego wstepu jest nie do zaakceptowania. Praktycznie na kazdej stronie jest szereg
bledéw stylistycznych, gramatycznych i interpunkcyjnych, a nawet ortograficznych. Wyglada



to jakby Doktorantka nie przeczytata swojej pracy, na co wskazuje rowniez wspomniana juz
wyzej pomylka w liscie prac stanowigcych zbior.

W publikacjach réwniez mozna zauwazy¢ pewien (na szczgscie znacznie mniejszy) brak
dbalosci, co pokazuje m.in. zacytowane wyzej zdanie, a nawet przeoczony zabawny btad
edytora, ktéry to btad powinien byt by¢é wychwycony na etapie korekty szczotek przez autoréw
publikacji, mianowicie, w nagléwku pierwszej publikacji jako pierwszy autor widnieje
,Aleksandra et al.”. Zakres bledow w publikacjach nie wptywa jednak zasadniczo na ich ocene
merytoryczng.

Powyzsze uwagi krytyczne dotycza gléwnie tresci wstgpu i sg réwniez adresowane do
promotora i promotora pomocniczego.

Zgodnie z brzmieniem zapisOw ustawowych, rozprawg doktorska stanowi tutaj ,,zbidr
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutdw naukowych”, do ktdrego ,,dotgcza si¢
streszczenie w jezyku angielskim”. Jako podstawe wniosku konicowego recenzji uznaj¢ wiec
jedynie publikacje wraz ze streszczeniami w jezyku polskim i angielskim. Nalezy
podkreslié, ze w obu publikacjach Doktorantka miata znaczacy udzial, jest pierwszym autorem
i zaprezentowala ogdlng wiedze w zakresie tematyki rozprawy, poprawnie sformulowata cel
pracy, rozwigzata postawione problemy dobrze dobranymi metodami, wykazujgc si¢ przy tym
dobrym i bogatym warsztatem badawczym, zrealizowala cele pracy i przedstawila wnioski, w
ktérych zawarla elementy oryginalne.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Aleksandry Filipiak-Duliban
spelnia warunki okres$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U.2018 poz. 1668) i zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego z wnioskiem o przyjecie rozprawy
i dopuszczenie do dalszych etapow postepowania doktorskiego.
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