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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Aleksandry Filipiak-Duliban
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pod kierunkiem prof. dr. hab. Claudine Kieda
oraz

dr Klaudii Brodaczewskiej

W odpowiedzi na prosbe Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego podjatem si¢ recenzowania rozprawy doktorskiej autorstwa
Pani mgr Aleksandry Filipiak-Duliban, zatytulowanej: ,,Modele 3D jako alternatywne metody
badan lekoopornosci nowotworéw”.

Choroby nowotworowe stanowig drugg najczestszg przyczyne zgondw na $wiecie,
w zwigzku z tym s3 niezmiennie powaznym wyzwaniem dla wspdlczesnej medycyny.
Pomimo rozwoju tradycyjnych metod terapeutycznych, takich jak interwencja chirurgiczna,
radio- czy chemioterapia, oraz wprowadzania nowych, takich jak terapia celowana
czy immunoterapia, efekty leczenia w przypadku niektérych nowotworéw pozostajg wcigz
niedostatecznie zadowalajace.

Przyczyna takiego stanu rzeczy jest mi¢dzy innymi ztozony charakter mikrosrodowiska,
jakie rozwija si¢ w obrebie organizmu w wyniku oddzialywania nowotworu. W skrajnych
przypadkach nowotwor wraz otaczajgcym go mikrosrodowiskiem moze byé traktowany nawet
jako tzw. tkanka nowotworowa, w sklad ktorej obok komédrek nowotworowych wchodzg
réwniez komorki ukladu odpornosciowego, tkanki tacznej i $rddblonka oraz elementy
niekomorkowe. Procesy zachodzace w obrgbie mikrosrodowiska nowotworowego sprzyjaja
bezposrednio wzrostowi guza, a takze blokujac przeciwnowotworowg aktywnos$¢ uktadu
odpornosciowego, moga wspiera¢ jego ucieczke spod nadzoru immunologicznego w sposob
posredni. Ten wyjatkowo adaptatywny charakter mikrosrodowiska nowotworu nie tylko
ulatwia wzrost samego guza, ale takze w istotny sposob utrudnia jego eliminacj¢. W wielu
przypadkach u pacjentéw poddanych terapiom przeciwnowotworowym rozwija si¢
lekoopornos¢. W tym $wietle ogromnie trudne jest stworzenie takiego modelu badawczego,
ktory odzwierciedlalby warunki panujace w obrebie mikrosrodowiska nowotworowego.
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Standardowe modele stuzace badaniu nowotworéw, pomimo ich powszechnosci stosowania ze
wzgledu na swoja prostote i niski koszt, sg dalece niewystarczajace. W zwigzku z powyzszym
wykreowanie takiego modelu, ktéry znacznie przyblizy odwzorowanie naturalnych
mechanizméw w warunkach in vitro jest tak bardzo pozadane.

Dlatego proba opracowania przez Doktorantk¢ prostego i uniwersalnego
tréjwymiarowego modelu, imitujacego zjawiska zachodzace w mikrosrodowuisku guza,
stanowi powazne wyzwanie badawcze. Zarazem jest istotna z punktu widzenia poznawczego,
ale takze praktycznego, poniewaz moze zwigkszy¢ efektywnos$é interwencji farmaceutyczne;j
lub terapeutycznej.

Dysertacja zostala napisana w postaci wielostronicowego komentarza do zbioru trzech
powigzanych ze sobg tematycznie artykuléw opublikowanych w latach 2021-2022:

1. Aleksandra Filipiak-Duliban, Klaudia Brodaczewska, Aleksandra Majewska, Claudine
Kieda: Spheroid culture models adequately imitate distinctive features of the renal cancer or
melanoma microenvironment. In Vitro Cellular & Developmental Biology - Animal 2022
May;58(5):349-364. doi: 10.1007/s11626-022-00685-8 (IF 2,723; MNiSW 70)

2. Aleksandra Filipiak-Duliban, Klaudia Brodaczewska, Arkadiusz Kajdasz, Claudine Kieda:
Spheroid Culture Differentially Affects Cancer Cell Sensitivity to Drugs in Melanoma and RCC
Models. International Journal of Molecular Sciences 2022 Jan 21;23(3):1166. doi:
10.3390/ijms23031166 (IF 6,208; MNiSW 140)

3. Raefa Abou Khouzam, Klaudia Brodaczewska, Aleksandra Filipiak, Nagwa Ahmed
Zeinelabdin, Stephanie Buart, Cezary Szczylik, Claudine Kieda, Salem Chouaib: Tumor
Hypoxia Regulates Immune Escape/Invasion: Influence on Angiogenesis and Potential Impact

of Hypoxic Biomarkers on Cancer Therapies. Frontiers in immunology 2021 Jan 20;11:613114.
doi: 10.3389/fimmu.2020.613114 (IF 8,787, MNiSW 140)

W pierwszej pracy z prezentowanego cyklu: “Spheroid culture models adequately
imitate distinctive features of the renal cancer or melanoma microenvironment”, porownano
modele hodowli sferoidow z guzami otrzymanymi w hodowlach in vivo. Na podstawie
uzyskanych wynikéw autorzy stwierdzili, ze wykorzystane w badaniach modele hodowli 3D
imituja cechy nowotworéw, takie jak inicjacj¢ stanu hipoksji czy indukcj¢ powstawania
nowotworowych komérek macierzystych (CSC). Ponadto, w zaleznoéci od progresji
nowotworu model jasnokomérkowego raka nerki preferencyjnie indukowat powstawanie CSC,
natomiast model czerniaka ztosliwego sprzyjal przejsciu epitelialno-mezenchymalnemu
(EMT). W konkluzji podkreslono, ze zastosowany model sferoidowy, przynajmniej we
wstepnej fazie eksperymentéw, moze stuzy¢ jako alternatywa dla badafi z wykorzystaniem
zwierzat laboratoryjnych.

Drugi artykul: “Spheroid Culture Differentially Affects Cancer Cell Sensitivity to Drugs
in Melanoma and RCC Models y”, opisuje proces walidacji opracowanego eksperymentalnego
modelu sferoidowego hodowli 3D, podczas ktorego testowano chemioterapeutyki oraz
przeprowadzono analize przypuszczalnych mechanizméw odpowiadajacych za lekoopornosé
nowotwordw. Autorzy zaobserwowali rézny stopien wrazliwosci wykorzystanych w badaniach
modeli na obecnosé¢ doksorubicyny, ewerolimusu i cisplatyny. Testowane modele roznity si¢
miedzy sobg w zakresie ekspresji biatek odpowiedzialnych za lekooporno$¢é, MDR1 i Cyp2sl.
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W podsumowaniu autorzy stwierdzili, ze zaproponowane przez nich hodowle sferoidow moga
by¢ wykorzystane do badan in vitro z uzyciem komoérek pobranych od pacjentéw i stuzyé jako
narzedzie dla medycyny spersonalizowane;.

Trzecia publikacja wchodzaca w skiad cyklu: ,,Tumor Hypoxia Regulates Immune
Escape/Invasion: Influence on Angiogenesis and Potential Impact of Hypoxic Biomarkers on
Cancer Therapies” jest pracg pogladowa traktujaca o hipoksji w mikrosrodowisku nowotworu
i jej wplywie na proces angiogenezy, przeciwnowotworowa odpowiedZz ukladu
odpornosciowego, normalizacj¢ naczyn krwionosnych oraz wykorzystanie biomarkerow
hipoksji w strategiach normalizacji naczyn.

Dostepny dorobek naukowy doktorantki obejmuje artykuly opublikowane
w czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym, w prawdzie jest niewielki, jednak spdjny
tematycznie. Mgr Aleksandra Filipiak-Duliban jest autorem pigciu artykutow indeksowanych
w bazach Web of Science i PubMed, opublikowanych w latach 2021-2023, cytowanych tacznie
piecdziesigt dziewi¢é razy. Wspdlczynnik oddzialywania artykuléw bedacych podstawsg
recenzowanej dysertacji doktorskiej wynosi odpowiednio 2,723, 6,208 i 8,787, co wskazuje na
istotno$¢ opublikowanych badan. Sumaryczna warto$¢ wskaznika IF prezentowanego cyklu
jestrowna 17,718, a laczna punktacja, wg wykazu czasopism punktowanych Ministra Edukacji
i Nauki, wynosi 350 punktéw. Prace opublikowano w recenzowanych czasopismach o zasi¢gu
migdzynarodowym. Warto podkresli¢, ze Doktorantka jest pierwszym autorem dwdch
artykuléw wchodzacych w sklad przedstawionej do oceny pracy doktorskiej. Zgodnie
z o$wiadczeniami wspolautoréw obu pierwszoautorskich artykuléw zalagczonych do pracy
doktorskiej, jej udziat w ich powstawaniu wynosit odpowiednio 58% i 60%. Polegat on na
opracowaniu zalozen pracy, opracowaniu modelu do badan, optymalizacji i przeprowadzeniu
eksperymentéw, analizie i interpretacji danych oraz napisaniu pierwowzoru manuskryptu.

Dysertacja zostala napisana zgodnie z typowym ukladem charakteryzujacym prace
naukowe. Rozprawa liczy 69 stron. Na wstepie autorka umiescita stowa kluczowe, wskazata
zrodta finansowania pracy i zamiescita wykaz publikacji stanowigcych prace doktorskg. Dale;j
w dysertacji zostaly zawarte: wykaz skr6tow oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim.
W trzynastostronicowym wstepie Doktorantka scharakteryzowata podstawy naukowe i podjete
problemy badawcze, skupiajac si¢ gldwne na mikrosrodowisku guza, zjawisku hipoksji,
progresji nowotworu i rozwojowi lekoopornosci oraz opisala standardowe i alternatywne
modele badan nowotworéw. We wstepie ulokowana zostata rycina ilustrujgca schemat budowy
mikrosrodowiska guza. Dalej Autorka wskazala zalozenia i cel rozprawy, przedstawita
przedruki prac oryginalnych stanowiacych podstawe omawianej dysertacji. Podsumowanie
wynikéw 1 wnioski zostaly streszczone w formie dziesigciu punktéw, ktére opatrzono
syntetycznym komentarzem koncowym. Rozprawe uzupetnia 6 oswiadczen o wkladzie pracy
poszczegodlnych wspotautordw wyrazajacych jednoczesnie zgode na wykorzystanie przez Pania
magister Aleksandre Filipiak-Duliban tych publikacji jako czgéci rozprawy doktorskiej. Catos¢
zamyka spis literatury obejmujgcy tgcznie 83 pozycje pismiennictwa.

Niewatpliwym sukcesem Doktorantki jest wykazanie, ze trojwymiarowe sferoidowe
hodowle mogg by¢ istotne w badaniach nad fizjologig raka i sta¢ sie alternatywg dla metod
standardowych, dzieki czemu mogg by¢ potencjalnie wykorzystane do testow z zastosowaniem
komorek pochodzacych od pacjentéow, jako tatwo dostepne narzedzie istotne klinicznie.
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Postepowanie dowodowe opisane w zalaczonych do dysertacji publikacjach nie budzi
watpliwosci. Bogata bateria testow laboratoryjnych taczacych zaréwno oceng funkcjonalna,
analize ekspresji wybranych bialek oraz odpowiadajacych im genéw zostala wykorzystana
w sposob celowy i rzetelny. Zostalo to potwierdzone przez sam fakt przyjecia manuskryptow
przez recenzentéw do publikacji w periodykach o ustalonej renomie.

Dla samej dysertacji zauwazalnym jest brak zalaczenia przedruku pracy pogladowe;j
opublikowanej w czasopismie Frontiers in Inmunology, ktéra zostala wymieniona jako trzecia
praca cyklu w wykazie publikacji stanowiacych pracg doktorskg. W prawdzie dla samego celu
dysertacji, czyli weryfikacji gléwnych zalozen badawczych, praca pogladowa ma
drugorzedowe znaczenie w zestawieniu z pracami oryginalnymi, jednak obecnos¢ jej przedruku
w zestawieniu bylaby istotna.

Na wykonanie opisanych badan Doktorantka uzyskala zgode Drugiej Warszawskiej
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach (WAW2/76/2017) zgodnej z
regulacjami Dyrektywy 2010/63/EU, niestety, odpowiednia kserokopia nie zostala zalgczona
do tekstu rozprawy.

We wstepie Doktorantka opisujgc elementy komoérkowe mikrosrodowiska guza
postuguje si¢ sformutowaniem: ,Komorki nieswoistego ... oraz swoistego ukladu
immunologicznego ...”, co dla niewprawnego czytelnika moze by¢ mylace, poniewaz sugeruje
obecno$¢ dwoch réznych ukladéw odpornosciowych. W tej sytuacji bardziej precyzyjnym
byloby okreslenie: komorki nieswoistej oraz swoistej odpowiedzi uktadu immunologicznego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata zaplanowana skrupulatnie
i wykonana przy uzyciu odpowiednich narzedzi badawczych. Pod wzgledem edytorskim
i estetycznym jest przygotowana bardzo starannie. Pomimo doskonatego stylu, dzigki ktéremu
praca jest interesujgca i zrozumiata, Autorka nie unikngta bledow interpunkcyjnych
i literowych, np. pojawia si¢ sformutowanie ,,odpornosé wielolekowa”, a powinno by¢
,,oporno$¢ wielolekowa”, ktore jednak w zadnej mierze nie umniejszaja wysokiej wartosci
naukowej dysertacji.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Aleksandry Filipiak-
Duliban pt.: ,,Modele 3D jako alternatywne metody badan lekoopornosci nowotwordéw™
ma oryginalny charakter, $wiadczy o umiej¢tnosci samodzielnego prowadzenia badan
naukowych i zastluguje na bardzo wysokg ocen¢. Rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1668)” W zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie
magister Aleksandry Filipiak-Duliban do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje o odpowiednie wyrdznienie rozprawy doktorskiej
mgr Aleksandry Filipiak-Duliban.
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