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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Filipiak-Duliban
pi.: W Modele 3D jako alternatywne metody badan lekoopornesci nowotwordw”,

Praca doktorska mgr Aleksandry Filipiak-Duliban pt.: Modele 3D jako altematywne metody
badaf lekoopornodci nowotwordw”, przygotowana pod kierunkiem prof. dr hab. Claudine
Kiedy oraz promotora pomocniczego dr Klaudii Brodaczewskie], dotyczy aktualng) | waknej
problematyki badania mechanizméw lekoopomosci nowotwordw i poszukiwania modeli do
takich badan.

Przedlozona mi do oceny praca ma formg opatrzonego wstgpem zbioru 2 prac opublikowanych
w czasopismach z listy filadelfijskiej. Liczy 69 stron, w tym, poza spisem tresci, wykazem
skrotow, wsigpem, wnioskami i pismiennictwem oraz strészczeniami w jezvku polskim
i angielskim, zawiera kopie publikacji, wymaganych oswiadcze’n wspilautordw oraz
informacj¢ o Zrddiach finansowania badan.

Doktorantka sformulowata hipoteze, & iOjwymiarowe modele in  viro guzdw
nowolworowych nasladujg guzy in vive | mogg stanowié lepsze niz hodowle dwuwymiarowe
narzedzie do badan nad lekoopomoscig. Aby zweryfikowaé t¢ hipoteze, po zoptymalizowaniu
warunkdw uzyskiwania sferoidéw (3ID) mysich komdrek dwéch linii nowotworowych: raka
nerki (RenCa) | czerniaka (B15F10), scharakteryzowala hodowle 2D i 3D, utrzymywane w
warunkach normoksji i hipoksji, pod kgterm nasigpujgcych parametrdw: wielkodé (w preypadku
sferoidow), Zywotnosé i potencjal proliferacyjny komdrek, fazy cyklu komdrkowego, ekspresja
gendw i bialek rwigzanych z hipoksjy, ckspresja markerdw macierzystodci oraz preejécia
epitelialno-mezenchymalnego. Wyniki otrzymane w hodowlach 3D porownywane byly
réwniez do uzyskanych w syngenicznych mysich modelach raka nerki | czerniaka. Ponadto za
pomocy sekwencjonowania nowej generacji (NGS) analizowano transkryptom komdrek
hodowanych w postaci kultur dwu- i trdjwymiarowych w warunkach normoksji i hipoksji.
Wyniki zostaly opublikowsne w pierwszej z dwdich publikacji zbioru. W drugiej pracy
Doktorantka badala, czy i na drodze jakich mechanizmdéw warunki 3D wplywaja na odpowiedz
komorek na trzy powszechnie stosowane chemioterapeutyki o réimych mechanizmach
dzialania. W tym celu prowadzita hodowle 2D i 3D wykej wymienionych mysich linii
komorkowych, w obecnogci poszczegdlnych lekdéw w ndZnych sigzeniach. W celu oceny
wrazliwodci na leki badala Fywotnodé komorek wraz z dystrybucig lekdw w obrgbie sferoidow,
a nastepnie oceniala ekspresje transportera ksenobiotykdw: biatka MDR 1 {(multi drug resistance
1), ekspresj¢ mTOR — regulatora proliferacji, roZnicowania i apoptozy na poziomie genu
i bialka oraz za pomocg NGS badata profile ekspresji gendw,



Cele badan zostaly sformulowane poprawnie, zastosowano prawidlowe nowoczesne metody,
kebre umosliwily calodciowe rozwigzanie postawionych problemdw badawczych,
przeprowadzone doswiadczenia zaplanowano i przeprowadzono wlasciwie, Wnioski opisane
w publikacjach opierajg si¢ na dobrze przeanalizowanych i zinterpretowanych wynikach.
Praca zawiera elementy oryginalne, takie jak: scharakteryzowanie sferoidow raka nerki
w pordwnaniu do znanego wczedniej modelu czemiaka | wykazanie analogicznych zmian
wybranych markerdw EMT | macierzystodci w syngenicznych modelach guzdw in vive oraz
wskazanie wainych elementdw mechanizmdw opornodei na leki, ktdre to mechanizmy moga
by¢ wspdlne (zmiany ekspresji gendw cytochromu P450 kodujgcych enzymy zwigzane
z metabolizmem ksenobiotykdéw) lub mogg rénic modele w zaleznosci od typu komorek
nowotworowych tworzgcych sferoid (nadekspresja MDR1 w sferoidach raka nerki). Wniosek
ogblny z pracy jest potwierdzeniem prawdziwosci postawione] hiopotezy, mianowicie
Doktorantka wykazata, e w wiekszodci kombinacji, w modelu 3D komdrki nowotwordw
wykazywaly wickszg niz w modelu 2D opomod¢ na leki, tj. ewerolimus, cisplatyne
1 doksorubicyng, w przypadku czerniaka, i na doksorubicyng w przypadku komdrek raka nerki.
Streszczenie w jezyku angielskim jest poprawne i koresponduje z trescig streszezenia w jgzyku
polskim.

Przediodona mi do oceny oprawiona praca zawiera bardzo wiele bleddw merytorycenych,
terminologicznych i edytorskich. Dotyczy to przede wszystkim polskicj czgdci pracy, czyli
stron 4-21 i str. 58.

Mastronie 4 Autorka przedstawila , wykaz publikac)i stanowigcych prace doktorska™, w ktbrym
znalazly sig 3 pozycje, podczas gdy przedstawiony na sir. 23-57 zbidr to dwie publikacje.

Wykaz skrdtdw jest nickompletny, brakuje np. P-gp | GSH.

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

Dokiorantka pisze o raku skdry w kontekdcie czemiaka (sir. 10). Wydaje sie, 2e nie wida
roznicy migdzy pojeciami rak™ i nowotwér zlodliwy™ | uznaje, 2¢ czerniak to rak.

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

Ma str. 11 Doktorantka pisze . do macierzy zewngirzkomdirkowej [..] zaliczamy: kolagen,
Jibronektyny, lamininy, witroneknmy, tenascyny-C, cytokiny, hormony, ezynniki werostu oraz
wiele inmyeh™ Nie moina powiedzied, 2e cytokiny, czy hormony stanowig macierz komarkows,
one tam s3 i nawel moga si¢ gromadzié, ale nie "zaliczamy™ ich do macierzy
zewngirzkomérkowej. Podobnie w publikacji drugiej, do komponentéw mikrodrodowiska
nowolwordw aulorzy nieprawidlowo zaliczyli hipoksje, kidra oczywiscie tam wysi¢puje, ale
nie jest o skiadnik"™ a cecha.

Ma str. 15 czytamy: , Silny wplyw na prrerzutowanie przede wszystkim wywiera nasilajgee sig
niedollenienie oraz niedotywienie komdrek nowotworowych, czyli stan hipoksji”. Stan hipoksji
oznacza jedynie niedotlenienie. Dalej Autorka pisze ,.Do fych zmian dochodzi stopriowo,
komdrki zaczynajg wykazywad podrednie cechy morfologiczne, transkrypcyine | epigenetyczne,
zardwno o charakterze nablonkowymi jak | mezenchymalnym, w rdinych stanach inwazyfmych™.



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, 2e  zastosowano ritnigee sig od siebie modele komdrkowe
dwdch rypiw nowatwordw — czerniaka (BI6FI0) oraz raka nerki (RenCa)”, podczas gdy
zastosowala takie same modele, tj. sferoidy, rodnych nowotwonow.

W publikacji pierwsze] napisano: .. we decided to perjorm research on 3D cultures maintained
in normoxia which seems to more appropriately reconstitute the natural development of tumor.”
Jest to stwierdzenie niezgodne z obecng wiedzg na temat guzdw nowotworowych, chyba ze
mdwimy o objetodeiach mniejszych niz 1mm’. Sami autorzy, w tym Doktorantka, we wstepie
do drugiej publikacji wskazujg na hipoksj¢ jako cechg mikrosrodowiska guzow,

Po co w publikacji pierwszej wykonano sekwencjonowanie, do wynikow ktdrego odniesiono
sig zdawkowo jedynie w dyskusji, i co ono wnioslo?

Co w publikacji pierwsze] mnaczy zdanie . RenCa cells were shown fo have partly mutated
whose Impact on p53 expression has nol been proven™,

Na stronie 58 doktorantka podsumowuje wyniki | preedstawia wnioski, Zostalo to ujgte
w sposob nieuporzgdkowany, wyniki pomieszano z wnioskami, bez logicznego uzasadnienia.
Niektore stormulowania budzg zastrzedenia, np. Sferoidy nowohworu skiry wykazujq mniejszq
wratliwodé na ewerolimus, cisplatyng | doksorubicyng, dla moworworu nerki obserwowane
niskg wrazliwosé hlko na doksorubicyng”, mnigjszg niz co? Pomimo to stwierdzam, 2e
podsumowanie koresponduje z rezultatami badas, a wnioski odpowiadaja celowi pracy.

Wstep w jezyku polskim jest bardzo powierzchowny, np. przedstawiajge zagadnienie rozwoju
nowotworow Doktorantka odnosi sig tylke do jednej z teorii, opisujgc  komorki
mikrodrodowiska guzdw, nie wyjasnia co 1o 53 limfoeyty Th1/Th2, aliernatywne modele badan
nowotworow sg jedynie zasygnalizowane, leki, ktdre uzyla w eksperymentach w ogole nie
zostaly opisane, natomiast nie wiadomo po co nadmiemie rozwija np. opis choroby von Hippel-
Lindau. W niektdrych fragmentach wstep wydaje sig polskg kalks prac innych autoréw, np.
cytowane] 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). Ugyte sformulowania sg czgsto wylgcznie ogolnikowe, na poziomie artykulu
gazetowego. Doktorantka stosuje nieprawidiows terminologie, jak np.:

"zdrowe tkanki” powinno byé tkanki prawidiowe”™

whormalne kombrki” powinno byé | komérki prawidiowe™

Jlerapie antynowotworowe™ powinno by¢ _terapie przeciwnowotworowe”™

~komorki rakowe™ powinno byé _komdrki raka™ lub  komérki nowotworowe™

wleczenie chemioterapia™ powinno byé np.: . leczenie chemiczne”

ometastazy™ — powinno byé preerzuty™

whizjologia raka" — w odniesieniu do standw zaburzen mdwimy raczej . patofizjologia™

+ikanki nowotworowe™ - nie istnieje taka tkanka, pomimo 2e taki termin istnieje po angielsku
wkwasne pH”, kwasne moze byé drodowisko, pH moze by¢ niskie

Ponadio w publikacji pierwszej pojawia si¢ ,,melanoma cancer”, powinno byé  melanoma”.

Jezyk polskiego wstepu jest nie do zaakceptowania. Prakiycznie na kazdej stronie jest szereg
blgddw stylistycznych, gramatycznych i interpunkcyjnych, a nawet ortograficznych. Wyglgda



to jakby Doktorantka nie przeczytala swojej pracy, na co wskazuje rdwnie? wspomniana ju
wyzej pomylka w liscie prac stanowigcych zbidr.

W publikacjach réwniez mozna zauwazyé pewien (na szczgdcie znacznie mniejszy) brak
dbalosci, co pokazuje m.in. zacytowane wyiej zdanie, a nawet przeoczony zabawny blad
edytora, kidry 1o biad powinien byl byé wychwycony na etapie korekty szczotek przez autorow
publikacji, mianowicie, w nagléwku pierwszej publikacji jako pierwszy autor widnicje
wAleksandra et al.”. Zakres bledéw w publikacjach mie wplywa jednak zasadniczo na ich ocensg
merytoryczng.

Powyisze uwagi krytyczne dotyczg plownie tredci wsigpu | 53 rdwniez adresowane do
promolora i promotora pomocniczego.

Zgodnie z brzmieniem zapiséw ustawowych, rozprawe doktorsky stanowi tutaj .zbior
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykuléw naukowych®, do ktorego . dolgeza sig
streszczenie w jezyku angielskim”, Jako podstawyg walosku koficowego recenz]i uznajg wige
jedynie publikacje wraz ze streszczemiami w jezyku polskim i angielskim. Naleiy
podkreslié, ze w obu publikacjach Doktorantka miala znaczacy udzial, jest pierwszym autorem
i zaprezentowala ogdling wiedze w zakresie tematyki rozprawy, poprawnie sformulowala cel
pracy, rozwiazata postawione problemy dobrze dobranymi metodami, wykazujge si¢ przy tym
dobrym i bogatym warsziatem badawczym, zrealizowala cele pracy i przedstawita wnioski, w
ktorych zawarta elementy oryginaine.

W zwigzku z powyZszym stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr Aleksandry Filipiak-Duliban
spelnia warunki okreslone w arl. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wylszym i nauce (Dz.U.2018 poz. 1668) | zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Medycmych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego z wmoskiem o przyjecie rozprawy
i dopuszezenie do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.



