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Recenzja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Filipiak-Duliban
»Modele 3D jako alternatywne metody badan lekoopornosci nowotworéw”

Badania, ktére s podstawg przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej dotycza
zagadnienia wptywu mikro$rodowiska nowotworu na odpowiedZ terapeutyczng w kontekscie
przydatnosci réznych modeli nowotworéw w hodowli in vitro, jako element predykcji postgpu
choroby nowotworowej oraz wrazliwosci na stosowane leki. Najbardziej naturalne srodowisko do
badaf nad nowotworami zapewniajg zwierzeta syngeniczne, w ktérych bez obawy o odrzut
przeszczepu mozna $ledzi¢ procesy zwigzane z nowotworzeniem, jednakie wyniki badan
przedklinicznych uzyskane na zwierzetach nie zawsze sprawdzajg si¢ u ludzi, ponadto z powodéw
etycznych objete sa Dyrektywa Europejskq 3R. Dlatego modele in vitro do badar inicjacji i progresji
nowotwordw, a takze ich lekoopornosci sg wcigz przedmiotem poszukiwan i dyskusji naukowych.
Szczegdblnie wazne jest opracowanie wystandaryzowanych ludzkich modeli biomimetycznych, t.j.
odzwierciedlajacych wiasciwosci naturalnego mikrosrodowiska w jakim nowotwoér powstaje
i wzrasta. Praca eksperymentalna zaplanowana w tej dysertacji dotyczy poréwnawczej analizy
opracowanych przez Doktorantke dwdch réinigcych sie mechanizmem dziatania zwierzecych
modeli nowotworéw (czerniaka oraz raka nerki) w hodowli 3D in vitro, z odpowiadajacymi im
modelami w hodowli 2D oraz syngenicznymi modelami mysimi in vivo. Takie podejscie
eksperymentalne daje mozliwos¢ autentycznej oceny jednej zmiennej, ktdrg jest okreslona
wiasciwoéé mikrosrodowiska (warunki 3D lub cisnienie parcjalne tlenu).

Przedstawiona do oceny dysertacja mgr Aleksandry Filipiak-Duliban, zostata wykonana
w Laboratorium Onkologii Molekularnej i Terapii Innowacyjnych Wojskowego Instytutu
Medycznego w Warszawie, pod opieka Kierownika Laboratorium i Promotora
prof. dr hab. Claudine Kieda, oraz promotora pomocniczego dr Klaudii Brodaczewskiej. Praca
wpisuje sie $ci$le w nurt zainteresowan Pani prof. Claudine Kieda, wybitnego eksperta w zakresie
onkoimmunologii, ktéra od wielu lat zajmuje sie¢ opracowaniem in vitro metod alternatywnych
rekonstrukcji biologicznej, chemicznej i fizycznej warunkéw przypominajgcych naturalne dla
rozwoju nowotworu, przy czym szczeg6lne miejsce w badaniach Pani Profesor zajmuje zaleznos¢
progresji nowotworéw od warunkéw hipoksji i angiogenezy, co stanowi jedno z wiodacych
zagadnien tej rozprawy.

Recenzowana praca doktorska jest zbiorem trzech zwigzanych tematycznie artykutéw,
opublikowanych w latach 2021-2022, w miedzynarodowych czasopismach naukowych,
znajdujacych sie na liscie JCR (Journal Citation Reports), takich jak: Frontiers in Immunology
(IF: 7.561), In Vitro Cellular and Developmental Biology - Animal (IF: 2.723) oraz International
Journal of Molecular Sciences (IF: 6,208). £aczny impact factor tych prac jest wysoki i wynosi 16,5.
Opublikowanie wynikéw badan w czasopismach o charakterze ,peer review”, w ktérych
prezentowane badania podlegajg ocenie jakosci, niewatpliwie potwierdza ich wysoka wartos¢
naukowg i istotng dla dziedziny tematyke.

Rozprawe rozpoczyna strona tytutowa, nastepnie podane sg stowa kluczowe, irédia
finansowania, wykaz publikacji stanowigcych podstawe rozprawy, spis tresci, wykaz stosowanych
skrétéw, streszczenie w j. polskim i j. angielskim oraz wstep zakoriczony przedstawieniem zatozen
i celu pracy wraz z postawieniem hipotezy badawczej. Dotaczone zostaly kopie dwoéch
opublikowanych prac eksperymentalnych, w ktérych Doktorantka jest pierwszym autorem,
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zakoriczone zwieztym podsumowaniem wynikdw z wnioskami. Rozprawa zawiera réwniez
stosowne os$wiadczenia wspétautoréw oraz bibliografie sktadajaca sie z 83 pozyciji.

W wykazie stosowanych skrotow i streszczeniu w jezyku polskim zakradto sie wiele btedéw
jezykowych (na jednej stronie streszczenia doliczytam sig¢ az 10-ciu btedéw) - nie zmniejsza to
wartosci merytorycznej, $wiadczy jedynie o braku nalezytej starannosci edytorskiej. W bardzo
dobrze zredagowanych podrozdziatach ,Wstepu” ta staranno$¢ jezykowa zostata juz dobrze
zachowana.

W poprzedzajacym zamieszczone publikacje wprowadzeniu — ,Wstepie”, Autorka omawia
zagadnienia, ktére uzasadniajg wyb6r tematu badan. Rozpoczyna od przedstawienia informacji
dotyczacej zastosowanych modeli in vitro: w celu zweryfikowania uniwersalno$ci oraz uzytecznosci
proponowanego modelu, wprowadza dwa rdinigce sie od siebie mechanizmem dziatania
zwierzece modele nowotwordw — czerniak (B16F10) oraz rak nerki (RenCa). Doktorantka opisuje
podtoze genetyczne raka nerki, wskazujgc na zaleznosci pomiedzy inaktywacjg biatka VHL (ang.:
VHL — von Hippel-Lindau) i zahamowaniem degradacji czynnika indukowanego niedotlenieniem 1
- alfa (ang.: HIF1a — Hypoxia Inducible Factor la), a zwiekszeniem produkcji czynnikéw
stymulujacych angiogeneze: VEGF (czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego), PDGF
(ptytkopochodnego czynnika wzrostu) i TGF-a (transformujacego czynnika wzrostu alfa).

Kolejny podrozdziat ,Wstepu”, to ,Charakterystyka mikrosrodowiska”, ze szczegdlnym
zwrdceniem uwagi na elementy komérkowe oraz pozakomdrkowe nowotworu, a takze hipoksje,
ktdra jest definiowana jako nizsze ci$nienie tlenu niz wartos$¢ biologicznego cisnienia parcjalnego
tlenu (pO2) w zdrowych tkankach. W guzach nowotworowych poziom tlenu spada zwykle ponizej
1%, co charakteryzuje stan hipoksji. Taka precyzyjna definicja hipoksji przedstawiona przez
Doktorantke jest bardzo wazna, poniewaz czesto w literaturze obnizenie in vitro poziomu tlenu do
stanu typowego dla zdrowej tkanki - fizjologicznej normoksiji (fizjoksji), zwykle od 3 do 8% tlenu -
jest okreslany jako hipoksja. Dobrze opracowana rycina przedstawiajaca najwazniejsze elementy
mikro$rodowiska guza ilustruje ten podrozdziat.

»Progresja nowotworu i rozwéj lekoopornosci”, to podrozdziat ,\Wstepu”, w ktérym
Doktorantka przedstawia etapy rozwoju choroby nowotworowej - inicjacje, promocje oraz
progresje, zwracajac szczegélng uwage na etap progresji, ktora obejmuje: indukcje
immunosupresji, modulowanie mikrosrodowiska tkankowego, indukcje mechanizmoéw
promujacych lekoopornos¢ oraz powstawanie przerzutow. Kazdy z tych etapéw charakteryzuje sie
okreslonym profilem ekspresji genéw, co Doktorantka bardzo precyzyjnie przedstawita na
podstawie dostepnej literatury. Szczegdlna uwaga zwrdcona jest na proces przejscia epitelialno-
mezenchymalnego (EMT) oraz obecno$¢ nowotworowych komdrek macierzystych (CSC), poniewaz
te procesy progresji nowotworu réznigce sie mechanizmem dziatania s typowe odpowiednio dla
czerniaka i raka nerki. W sposéb wyczerpujacy Doktorantka opisuje proces opornosci wielolekowej
(ang.: MDR — Multi Drug Resistance), zwracajac uwage na rézne mechanizmy wywotujgce.

Ostatni podrozdziat wstepu merytorycznego, to ,Modele badah nad nowotworami
stosowane w biologii”. Wsrdd standardowych modeli badai nowotworéw Doktorantka wymienia
modele in vivo, ze szczegéinym uwzglednieniem syngenicznych modeli zwierzecych oraz
najczesciej stosowane dwuwymiarowe hodowle in vitro, linii ludzkich komérek nowotworowych.
Autorka zwraca uwage na liczne niedoskonato$ci modelu 2D — szczegdlnie na nienaturalne
mikrosrodowisko i warunki przestrzenne w jakich znajdujg sie komérki nowotworowe. Dlatego
przedstawiono alternatywe do takich badan, ktérg sg hodowle tréjwymiarowe. W przypadku tego
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opisu zabrakto mi bardziej dogtebnego poréwnania na podstawie dostepnej literatury istniejacych
modeli nowotworowych 3D, w szczegdlnosci poréwnania modeli organoidéw nowotworowych
versus sferoidéw i prositabym o uzupetnienie tych informacji podczas obrony doktoratu.

Przed zatgczeniem opublikowanych spéjnych tematycznie prac Doktorantka przedstawia
zatozenia i cel pracy, jako: ,opracowanie uniwersalnego i prostego modelu 3D, ktéry bedzie
nasladowat zjawiska zachodzace w mikrosrodowisku guza, z naciskiem na: tréjwymiarowy ksztatt,
gradient cisnienia tlenu oraz indukcje mechanizméw zwiekszajacych agresywnos¢ nowotworu
(takie jak: CSC, EMT)” — tutaj tylko drobna dygresja, zamiast stowa ,nasladowat’, uzytabym
yodzwierciedlat”. Wainym elementem postawionego celu jest standaryzacja procesu
otrzymywania hodowli 3D i uniwersalno$¢ tych hodowli w kontekscie zastosowania do guzéw
nowotworowych o réinym mechanizmie progresji. Diatego wybrano model czerniaka
charakteryzujacy sie typowym przejsciem epitelialno-mezenchymalnym oraz raka nerki
z mechanizmem przerzutéw opartym na wzroscie populacji nowotworowych komérek
macierzystych. Nalezy podkresli¢, ze opracowanie hodowli tréjwymiarowej sferoidéw dla raka
nerki jest w tej pracy rozwigzaniem nowatorskim.

Hipoteza postawiona w tej dysertacji jest nastepujaca: ,Modele 3D odpowiednio
nasladujg zjawiska zachodzgce w guzie in vivo i moga stanowié lepsze narzedzie do identyfikacji
mechanizmow indukujacych lekoopornoéé, niz hodowle 2D” — ponownie dygresja, raczej uzytabym
stwierdzenia odzwierciedlajg, albo koresponduja do charakterystyki nowotworu in vivo, zamiast
»nasladujg”. Eksperymentalna weryfikacja tej hipotezy to przedstawione dwie prace oryginalne,
w ktérych opracowane modele poréwnano z odpowiadajacymi im syngenicznymi modelami
mysimi oraz modelami dwuwymiarowymi. Ponadto wykonano szereg testéw z wykorzystaniem
lekdw cechujacych sie réznym mechanizmem dziatania (ewerolimus, cisplatyna, doksorubicyna),
co umozliwito weryfikacje zjawiska lekoopornosci w réznych uktadach eksperymentalnych.

Waing czescig cyklu prac bedacego podstawa rozprawy jest praca przegladowa
opublikowana w Frontiers in Immunology (2021) pt. ,Tumor Hypoxia Regulates Immune
Escape/Invasion: Influence on Angiogenesis and Potential Impact of Hypoxic Biomarkers on Cancer
Therapies”. Jest to praca wieloautorska, w ktorej omawiana jest wspétzaleznos$¢ genéw zwigzanych
z hipoksjg oraz reakcjg immunologiczng pojawiajaca sie w odpowiedzi na proces nowotworzenia.
Zwiekszona ekspresja gendéw zwigzanych z hipoksja nowotworéw w wigkszosci przypadkéw
towarzyszy immunosupresji, a jednoczesnie stymuluje angiogeneze, dlatego moze by¢ stosowana
jako biomarker oraz istotna informacja prognostyczna. Praca ta zostata opublikowana jako
pierwsza w cyklu prac stanowigcych rozprawe, a udziat Doktorantki w jej powstaniu byt istotnym
wsparciem merytorycznym do zaplanowania i przeprowadzenia doswiadczed, a nastepnie
opublikowania pozostatych dwéch prac, w ktdrych jest pierwszym autorem.

Pierwsza pracg oryginalng przedstawiong do oceny jest publikacja w In Vitro Cellular and
Developmental Biology — Animal (2022) pt.: ,Spheroid culture models adequately imitate
distinctive features of the renal cancer or melanoma microenvironment”. Celem tej pracy jest
optymalizacja i walidacja modeli in vitro 3D otrzymanych przez Doktorantke, w kontekscie ich
podobienstwa strukturalnego i funkcjonalnego do rzeczywistych in vivo guzéw nowotworowych
otrzymanych po transplantacji tych samych komérek nowotworowych do myszy syngenicznych.
Charakterystyke otrzymanych modeli przeprowadzono w uktadach eksperymentalnych, takich jak
odpowiedZ na hipoksje, indukcja przejécia epitelialno-mezenchymalnego (EMT) oraz selekcja
nowotworowych komdrek macierzystych (CSC).
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Réznorodnosé dobrze dobranych metod $wiadczy o $wietnym przygotowaniu Doktorantki
do roli badacza z dobrym warsztatem eksperymentatora. Wsrdéd zastosowanych metod znajduja
sie: 1) ilosciowa cytometria przeptywowa zastosowana do analizy zywotnosci komérkowej, fazy
cyklu komérkowego, aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej (ALDH1) oraz obecnosci antygendw
powierzchniowych typowych dla danej populacji komdrek nowotworowych; 2) zaawansowana
mikroskopia fluorescencyjna zaréwno do obserwacji przyzyciowych jak réwniez analizy
immunocytochemicznej preparatéw utrwalonych; 3) badania molekularne ekspresji genéw
z zastosowaniem technik qRT-PCR oraz sekwencjonowania nowej generacji (NGS) — identyfikacja
markeréw CSC, EMT, hipoksji i innych proceséw zwigzanych z cyklem komoérkowym oraz
metabolizmem; 4) porédwnawcza analiza bioinformatyczna wynikdw wielkoskalowych oraz
opracowania statystyczne.

Otrzymane wyniki wykazaty, ze hodowle 3D komdrek nowotworowych w zastosowanej
przez Doktorantke metodzie wiszacej kropli mozna wystandaryzowaé, a mechanizmy zwigzane
Z progresja nowotworéw majg swoje odzwierciedlenie w ekspresji wybranych genéw w sposéb
swoisty dla danego typu zmiany nowotworowej: w modelu RCC obserwowano wzrost komérek
o fenotypie CSC, podczas gdy w modelu czerniaka indukcje zjawiska EMT. Poréwnanie z modelami
in vivo nowotworéw w myszach syngenicznych wykazato, ze badane procesy s3 odpowiednio
odtworzone w sferoidach 3D, pomimo réznicy funkcjonalnej miedzy badanymi nowotworami.

Druga praca oryginalna z prezentowanego cyklu prac dysertacji, w ktérej Doktorantka jest
pierwszym autorem to ,Spheroid Culture Differentially Affects Cancer Cell Sensitivity to Drugs in
Melanoma and RCC Models”, opublikowana w International Journal of Molecular Sciences (2022).
W tej pracy Doktorantka bada problem lekoopornosci nowotwordw i w tym kontekscie bada
przydatno$¢ otrzymanego modelu steroidéw 3D do badan farmakologicznych i toksykologicznych.
Stosujac metody immunocytochemiczne i Western Blot, a takze badania ekspresji gendw przy
uzyciu RT-PCR i NGS poréwnano wrazliwo$¢ komdrek nowotworowych hodowanych w sferoidach
3D do klasycznej hodowli 2D na leki przeciwnowotworowe o réznym mechanizmie dziatania
(doksorubicyne lub cisplatyne i ewerolimus). Opornos¢ wielolekowa (MDR) nowotwordéw jest
zwigzana z nadekspresjg biatek btonowych - pomp glikoproteinowych nalezgcych do rodziny
transporteréw ABC, ktére powoduja wyrzut lekéw z komérki, ale réwniez dotyczy wzrostu
aktywnosci enzymoéw detoksykacyjnych takich jak cytochromom p450 (CYP P450) oraz transfera
glutationu-$S (GST), jak rowniez modyfikacji proceséw zwigzanych z apoptozg, autofagia czy
naprawa DNA. Dlatego do badan wybrano leki o réznych punktach uchwytu i réznym mechanizmie
dziatania: ewerolimus jako inhibitor drogi przekazywania sygnatu PI3K/AKT/mTOR,; cisplatyna jako
chemoterapeutyk wigzacy sie z zasadami DNA (wplyw na proliferacje i apoptoze); natomiast
doksorubicyna dziata wielokanatowo: przez przebudowe chromatyny (wbudowujac sie w DNA
i hamujac topoizomeraze Il) oraz poprzez generowanie wolnych rodnikéw indukujac stres
oksydacyjny.

W prezentowanej pracy wykazano, ze hodowla komérek nowotworowych w sferoidach,
wplywa w rézny sposob na ekspresje transportera btonowego MDR1, w zaleznosci od typu
nowotworu, ale nie ma wptywu na ekspresje inhibitora kinazy serynowo-treoninowej mTOR.
Z drugiej strony Doktorantka wykazata indukcje catego zestawu gendw zwigzanych
z lekoopornoscia w sferoidach 3D, w poréwnaniu z hodowlg 2D (np.: ALDH3A1, CYP2F2, GSTA1,
GSTA2, HPGDS) w sposob podobny w obydwu badanych typach nowotworédw. Pomimo to
wrazliwo$¢ na czynniki cytotoksyczne w badanych nowotworach w hodowli 3D byta rézna: sferoidy
czerniaka wykazujg mniejsza wrazliwo$¢ na ewerolimus, cisplatyne i doksorubicyne, natomiast dla
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raka nerki zaobserwowano niska wrazliwo$¢ tylko na doksorubicyne. Swiadczy to o mozliwosci
indukcji innych szlakéw przekazywania sygnatu zwigzanych z lekoopornoscia i otwiera droge do
dalszych badan.

Badania przedstawione w obydwu powyiszych oryginalnych pracach stanowig dobrze
udokumentowang prace eksperymentalng o wysokiej wartoéci merytoryczne;j.

Wyciggniete przez Doktorantke wnioski koricowe w rozdziale ,Podsumowanie i wnioski”
sg zgodne 2z otrzymanymi wynikami. W rozdziale ,Podsumowanie i wnioski” (a takze
w ,,Streszczeniu”) Doktorantka stwierdza, iz pomimo aktywacji podobnych szlakéw przekazywania
sygnatu to nie udato sie zidentyfikowa¢ zmian powodujacych lekoopornos¢ w sferoidach 3D.
Wskazuje to na umiejetnoéé wnikliwej analizy i krytycznego, racjonalnego podejécia do
otrzymanych wynikéw przez Doktorantke, a jednoczesnie Swiadczy o duzej dojrzatosci
Doktorantki jako badacza. Zgadzam sie réwniez z ogélnym wnioskiem ptyngcym z tej pracy,
iz ,hodowla 3D moze by¢ istotna w badaniach nad fizjologia raka jako alternatywa dla
standardowych metod, przez co moze ona potencjalnie zosta¢ wykorzystane do testow
z zastosowaniem komérek pochodzacych od pacjentow, jako klinicznie istotny i fatwo dostepny
instrument”.

Reasumujgc uwazam, ze przedstawiona 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) i jednoczesnie sktadam wniosek do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Filipiak-Duliban do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, w zwigzku z wysoka jakoscia przeprowadzonych prac eksperymentainych,
a takie umiejetnosciag analizy wynikow badan, w szczegdinosci wysokoskalowych badan
transkryptomu (NGS), przy zastosowaniu analizy in silico i nowoczesnych baz danych, a takze
(jak wspomniatam wyzej) umiejetnoscig krytycznego podejscia przez Doktorantke do otrzymanych
wynikow, wnosze o wyréznienie przedstawionej do recenzji Rozprawy Doktorskiej.

Z wyrazami szacunku
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