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W odpowiedzi na proshe Rady Dyscypliny Nauk Medycznyeh Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego podjalem sie recenzowania rozprawy doktorskiej autorstwa
Pani mgr Aleksandry Filipiak-Duliban, zatytulowanej: Modele 3D jako alternatywne metody
badan lekoopornosci nowotworow™,

Choroby nowotworowe stanowig drugg najczgstszg przyczyng Zgondow na $wiecie,
w zwigzku z tym s§ niezmiennie powainym wyzwaniem dla wspblezesne] medycyny.
Pomimo rozwoju tradycyjnych metod terapeutycznych, takich jak interwencja chirurgiczna,
radio- czy chemioterapla, oraz wprowadzania nowych, takich jak terapia celowana
czy immunolerapia, efekty leczenia w przypadku nicktorych nowolwordw pozostajg weigs
niedostatecznie zadowalajace.

Przyczyng takiego stanu rzeczy jest migdzy innymi zlozony charakter mikrodrodowiska,
jokie rozwija si¢ w obrgbie organizmu w wyniku oddzialywania nowotworu. W skrajnych
przypadkach nowotwor wraz otaczajgcym go mikrogrodowiskiem moze byé trakiowany nawet
jako tzw. tkanka nowotworowa, w sklad ktorej obok komdrek nowotworowych wchodza
rdwniez komdrki ukladu odpomosciowego, tkanki lgcznej | drddblonka oraz elementy
nickomarkowe. Procesy zachodzgce w obrgbie mikrosrodowiska nowotworowego sprzyjajag
bezposrednio wzrostown guza, a lakie blokujge przeciwnowotworowy akitywnodé ukladu
odpomosciowego, mogs wspieral jego ucieczke spod nadzoru immunologicenego w sposib
posredni. Ten wyjgtkowo adaptatywny charakier mikrodrodowiska nowotworu mie tylko
ulatwia wzrost samego guza, ale tak2e w istolny sposdb utrudnia jego eliminacje. W wielu
przypadkach u pacjentdw poddanych lerapiom przeciwnowotworowym rozwija sig
lekoopomosé. W tym éwietle ogromnie trudne jest stworzenie takiego modelu badawczego,
kidry odzwierciedlatby warunki panujgce w obrebie mikrodrodowiska nowotworowego.



Standardowe modele stuzace badaniu nowotwordw, pomimo ich powszechnodci stosowania ze
wzglgdu na swoja prostot i niski koszt, sg dalece niewystarczajgce. W 2wigzku z powyzszym
wykreowanie takiego modelu, kiory znacznie przyblizy odwzorowanie naturalnych
mechanizméw w warunkach in vifro jest tak bardzo poiadane.

Dlatego proba opracowania przez Doktorantkg prostego i uniwersalnego
rbjwymiarowego modelu, imitujgcego zjawiska zachodzgce w mikrodrodowuisku pguza,
stanowi powazne wyzwanie badawcze. Zarazem jest istotna z punktu widzenia poznawczego,
ale takze praktycznego, poniewaz moze zwickszy¢ efektywnodé interwencji farmaceutycznej
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-% (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/ijms23031 166 (IF 6.208; MNiSW 140)

3. Raefa Abou Khouzam, Klaudia Brodaczewska, Aleksandra Filipiak, Magwa Ahmed
Zeinelabdin, Stephanie Buart, Cezary Szerylik, 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. 2020613114 (IF 8,787, MNiSW 140)

W pierwszej pracy z prezentowanego cyklu: “Spheroid culfure models adequarely
imitate distinctive features of the renal cancer or melanoma microenvironment ", pordwnano
modele hodowli sferoidéw z guzami otrzymanymi w hodowlach in vive. Na podstawie
uzyskanych wynikéw autorzy stwierdzili, ze wykorzystane w badaniach modele hodowli 3D
imituja cechy nowotwordw, takie jak inicjacje stanu hipoksji czy indukcjg powstawania
nowotworowych komérek macierzystych (CSC). Ponadto, w zaleznodei od progresji
nowotworu model jasnokomérkowego raka nerki preferencyjnie indukowal powstawanie CSC,
natomiast model czerniaka zlodliwego sprzyjal przejiciv epitelialno-mezenchymalnemu
(EMT). W konkluzji podkredlono, #e zastosowany model sferoidowy, przynajmniej we
wstepnej fazie eksperymentdow, moze shuzy¢ jako alternatywa dla badan z wykorzystaniem
zwierzal laboratoryjnych.

Drugi artykul: “Spheroid Culture Differentially Affects Cancer Cell Sensitivity to Drugs
in Melanoma and RCC Models v, opisuje proces walidacji opracowanego eksperymentalnego
modelu sferoidowego hodowli 3D, podezas kidrego testowano chemioterapeuiyki oraz
przeprowadzono analize przypuszczalnych mechanizméw odpowiadajacych za lekoopormosc
nowotwordw. Autorzy zaobserwowali rddny stopied wrazliwosci wykorzystanych w badaniach
modeli na obecnodé doksorubicyny, ewerolimusu i cisplatyny. Testowane modele rdznily sig
miedzy soba w zakresie ckspresji bialek odpowiedzialnych za lckoopormosé, MDRI1 i Cyp2sl.
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W podsumowaniu autorzy stwierdzili, ze zaproponowane przez nich hodowle sferoidéw mogg
byé wykorzystane do badanh in vitro z uzyciem komdrek pobranych od pacjentow i shuzyé jako
narzedzie dla medycyny spersonalizowanej.

Trzecia publikacia wchodzaca w sklad cyklu: Tumor Hypoxia Regulates Immune
Escape Invasion: Influence on Angiogenesis and Potential Impact of Hypoxic Biomarkers on
Cancer Therapies™ jest praca pogladowsy traktujaca o hipoksji w mikrosrodowisku nowolworu
i jej wplywic na proces angiogenczy, przecivnowotworows odpowiedi ukladu
odpornodciowego, normalizacje naczyn krwionosnych oraz wykorzystanie biomarkerdw
hipoksji w strategiach normalizacji naczyh.

Dostepny  dorobek naukowy doklorantki obejmuje  artykuly opublikowane
w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym, w prawdzie jest niewielki, jednak spajny
tematycznie. Mgr Aleksandra Filipiak-Duliban jest autorem pigeiu artykuldw indeksowanych
w bazach Web of Science | PubMed, opublikowanych w latach 2021-2023, eytowanych lgcznie
pigcdziesigt dziewigé razy. Wspolczynnik oddzialywania artykuléw bedgcych podstaws
recenzowanej dysentacji doktorskiej wynosi odpowiednio 2,723, 6,208 | 8,787, co wskazuje na
istoinosé opublikowanych badan. Sumaryczna wartodé wskadnika IF prezentowanego cyklu
jest rdwna 17,718, a lgczna punktacja, wg wykazu czasopism punkiowanych Ministra Edukacji
i Nauki, wynosi 350 punktéw. Prace opublikowano w recenzowanych czasopismach o zasiegu
migdzynarodowym. Warto podkredli¢, ze Doktorantka jest pierwszym autorem dwoch
artykuléw wchodzgcych w skiad przedstawionej do oceny pracy doktorskiej. Zgodnie
z odwiadczeniami wspolautordw obu pierwszoautorskich artykuléw zalgezonych do pracy
doktorskiej, jej udzial w ich powstawaniu wynosil odpowiednio 58% i 60%. Polegal on na
opracowaniu zalozen pracy, opracowaniu modelu do badan, optymalizacji i przeprowadzeniu
ehsperymentdw, analizie | interpretac)i danych oraz napisaniu pierwowzonu manuskrypiu.

Dysertacja zostala napisana zgodnie z typowym ukladem charakteryzujgcym prace
naukowe. Rozprawa liczy 69 stron. Na wstgpie autorka umiescila slowa kluczowe, wskazala
#rodia finansowania pracy | zamiescila wykaz publikacji stanowigcych prace doktorska. Dalej
w dysertacji zostaly zawarte: wykaz skrdlow oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim.
W trzynastostronicowym wstepie Doktorantka scharakteryzowata podstawy naukowe i podjete
problemy badawcze, skupiajgc si¢ gldwne na mikrodrodowisku guza, zjawisku hipoksji,
progresji nowolworu i rozwojowi lekoopornosci oraz opisala standardowe | alternatywne
modele badad nowotwordw. We wstepie ulokowana zostala rycina ilustrujgca schemal budowy
mikrodrodowiska guza. Dalej Autorka wskazala zaloZzenia i1 cel rozprawy, przedstawila
przedruki prac oryginalnych stanowigcych podstawg omawianej dysertacji. Podsumowanie
wynikow i wnioski zostaly streszczone w formie dziesigciu punktow, ktore opatrzono
syntetycznym komentarzem kofcowym. Rozprawe uzupeinia 6 odwiaderen o wkladzie pracy
poszczegdinych wspblautordw wyradaacych jednoczednie zgode na wykorzystanie przez Panig
magister Aleksandrg Filipiak-Duliban tych publikacji jako czgéci rozprawy doktorskicj, Calodé
zamyka spis literatury obejmujgcy lacznie 83 pozycje pismiennictwa.

MNiewatpliwym sukcesem Doktorantki jest wykazanie, 2e tréjwymiarowe sferoidowe
hodowle mogg byt istotne w badaniach nad fzjologiy raka | stad sig allernatywy dla metod
standardowych, dzigki czemu moga by¢ potencjalnie wykorzystane do testdw z zastosowaniem
komérek pochodzgcych od pacjentow, jako latwo dosigpne narzgdzie istotne klinicznie.
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Postgpowanie dowodowe opisanc w zalgczonych do dysertacji publikacjach nie budzi
watpliwosci. Bogata bateria testow laboratoryjnych laczacych zardwno ocens funkcjonalng,
analize ekspresji wybranych bialek oraz odpowiadajgcych im gendw zostala wykorzystana
w sposob celowy i rzetelny. Zostalo to potwierdzone przez sam fakt przyjecia manuskryplow
przez recenzentow do publikacji w periodykach o ustalonej renomie.

Dla samej dysertacji zauwaialnym jest brak zalaczenia przedruku pracy pogladowe)
opublikowanej w czasopisémic Frontiers in Immunology, ktéra zostala wymieniona jako trzecia
praca cyklu w wykazie publikacji stanowigcych prace doktorsks. W prawdzie dla samego celu
dysertacji, czyli weryfikacji glownych zalozen badawczych, praca pogladowa ma
drugorzgdowe znaczenie w zestawieniu z pracami oryginalnymi, jednak obecnodt jej przedruku
w zestawicniu bylaby istotna,

Na wykonanie opisanych badan Doktorantka uzyskala zgodg Drugie) Warszawskie)
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Dodwiadczen na Zwierzgtach (WAW/T6/2017) zgodnej z
regulacjami Dyrektywy 2010/63/EL, niestety, odpowicdnia kserokopia nie zostala zalgczona
do tekstu rozprawy.

We wstepie Doklorantka opisujgc elementy komérkowe mikrosrodowiska guza
posluguje si¢ sformulowaniem: . Komdrki nieswoistego ... oraz swoistego ukladu
immunologicznego ...", co dla niewprawnego czytelnika moze by¢ mylgce, poniewaz sugeruje
obecnodé dwich roznych ukladéw odpomosciowych. W g sytuacji bardziej precyzyjnym
byloby okredlenie: komdrki nieswoiste] oz swoiste) odpowiedzi ukladu immunologicznego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala zaplanowana skrupulatnie
i wykonana przy uzyciu odpowiednich narzedzi badawczych. Pod wzgledem edytorskim
i estetycznym jest przygotowana bardzo starannie. Pomimo doskonalego stylu, dzigki ktdremu
praca jest interesujgca i zrozumiata, Autorka nie unikngla bleddw interpunkcyjnych
i literowych, np. pojawia si¢ sformulowanie .odpomes¢ wielolekowa”, a powinno byé
Lopornodt wielolekowa™, ktdre jednak w zadne] mierze nie umniejszajy wysokiej wartodei
naukowej dysertacji.

W podsumowaniu stwierdzam, #e rozprawa doktorska mgr Aleksandry Filipiak-
Duliban pt: ,Modele 3D jako alternatywne metody badan lekoopomosci nowotwordw™
ma oryginalny charakter, $wiadczy o umiegj¢tnodci samodzielnego prowadzenia badan
naukowych i zasluguje ma bardzo wysokg oceng. Rozprawa doktorska spelmia warunki
okreslone w arl. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiZszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1668)" W zwiazku z powyiszym, zwracam si¢ do Wysokicj Rady
Dyscypliny Nauk Medycanych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie
magister Aleksandry Filipiak-Duliban do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie  wnioskuje o odpowiednie wyrddnienie rozprawy doklorskie)
mgr Aleksandry Filipiak-Duliban.

Dr hab. n. med, Mariusz Kaczmarek, prof™ IMP
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