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Recenzja pracy doktorskle] mgr Aleksandry Fillpiak-Duliban
JModele 3D jako alternatywne metody badar lekoopornodci nowotworbw™

Badania, kidre 53 podstawy prredioione] do recenzji rozprawy doktorskie] dotyczy
zagadnienia wphywu mikrosrodowiska nowotworu na odpowied! terapeutycang w kontekicie
prrydatnodci réinych modell nowotwordw w hodowli in witro, jako element predykcji postepu
choroby nowotworowe| oraz wratliwodci na stosowane léki. Majbardzie) naturaine Srodowisko do
badar nad nowotworami zapewniajq rwierzeta syngeniczne, w ktdrych bez obawy o odrzut
przeszczepu moina sledzié procesy iwigzane z nowotworzeniem, jednakie wyniki badad
preedklinicznych uryskane na rwierzetach nie zawsze sprawdzajy sie u ludzi, ponadto z powodow
etycznych objete s3 Dyrektywq Europejska 3R. Diatego modele in witro do badad inicjacjl | progresji
nowotwordw, a takie ich lekoopornodcl 53 woigt preedmiotem posiukiwan | dyskuspl naukowych.
Szcregdinie waine jest opracowanie wystandaryzowanych ludzkich modeli biomimetyczmych, Lj.
odrwierciedlajgcych wiadciwosci naturalnego mikrosrodowiska w jakim nowotwdr powstaje
i wirrasta. Praca eksperymentaina zaplanowana w te] dysertacjl dotyczy pordwnawcie| analizy
opracowanych przez Doktorantke dwdch rdinigcych sig mechanizmem dziafania zwierzgoypch
modell nowotwordw (cremiaka oraz raka nerkl) w hodowll 3D In witro, 2 odpowiadajgoymi im
modelami w hodowll 2D oraz syngenicznymi modelami mysimi jn vivo, Takie podejicie
eksperymentalne daje moiliwost autentyczne] oceny jedne) mienne], ktdrg jest okreslona
wiadchwodd mikrofrodowiska (warunkl 3D lub cidnienie parcjaine tlenu).

Przedstawiona do oceny dysertacja mgr Aleksandry Filipiak-Duliban, mostala wykonana
w Laboratorium Onkologli Molekularmej | Terapli Innowacyjmych Wo skowego Instytutu
Medycznego w  Warszawie, pod opieky Kierownika Laboratorium | Promotora
prof. dr hab. Claudine Kieda, oraz promotora pomocniczego dr Klaudii Brodaczewskie]. Praca
wpisuje sig $cidle w nurt zainteresowan Panl prof. Claudine Kieda, wybitnego eksperta w zakresie
onkoimmunologil, kidra od wielu lat zajmuje sie opracowaniem in witro metod altermatywnych
rekonstrukc)i biologiczne], chemicine| | fAzycene] warunkdw przypominajjcych naturaine dia
rorwolu nowotwor, priy ciym sicregolne miejsce w badanlach Pani Profesor zajmuje zaleinosc
progresji nowotwordw od warunkdw hipoksji | angiogenery, co stanowi jedno 2 wiodacych
ragadnied tej rozpriwy.

Recentowana praca doktorska jest zbiorem trzech rwigramych tematycznie artykuldw,
opublikowanych w latach 2021-2022, w miedrynarodowych czasopismach naukowych,
rnajdujgcych sig na lische JCR (Journal Citation Reports), takich jak: Frontiers in Immunology
(IF; 7.561), In Vitro Cellular and Developmental Biology - Animal [IF: 2.723) oz International
Journal of Molecular Sclences (IF: 6,208). taczmy impact factor tych prac jest wysoki | wynosi 16,5.
Opublikowanie wynikdw badan w czasopismach o charakterze _peer review”, w ktdrych
prezentowane badania podiegajq ocenie jakoici, niewgtpliwie potwierdza ich wysoky wartodd
naukowy i istotng dla dziedzimy tematyke.

Rozprawe rozpoczyna strona tytufowa, nastgpnie podane s slowa kluczowe, irodia
finansowania, wykaz publikacji stanowligoych podstawe rozprawy, spis tresci, wykaz stosowanych
skrdtdw, streszczenie w |. polskim | | angielskim oraz wstgp zakodczony proedstawieniem ratoder
i celu pracy wraz z postawieniem hipotery badawcre) Dofgcrone zostaly kopie dwdch
opublikowanych prac eksperymentalnych, w ktdrych Doktorantka jest pierwszym autorem,
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zakodczone rwilerlym podsumowanlem wynikdw 1 wnioskami, Rozprawa zawiera rownied
stosowne ofwiadcrenia wspdtautordw oraz bibliografie sktadajycq sie z B3 porycii.

W wykarie stosowanych skrdtdw i stresaczeniu w jezyku polskim zakradio sie wiele bieddw
jerykowych (na jednej stronie streszczenia doliczylam sie a@ 10-ciu bleddw) - nie mniejsza to
wartodcl merytorycenej, fwiadczy jedynie o braku nalebyte) starannodc edylorskie] W bardio
dobrze zredagowanych podrozdzistach Wstepu® ta starannoil jerykowa rostala jui dobrze
zachowana.

W poprzedrajacym zamiesrczone publikacje wprowadreniu - Wstgpie®, Autorka omawia
zagadnienia, ktdre uzasadniajy wybdr tematu badad. Rozpocoyna od prredstawienia informacii
dotyczgce| zastosowanych modeli in witro: w celu zweryfikowania uniwersainosci oraz ubytecznosci
proponowanego modelu, wprowadza dwa rddnigce sig od sleble mechanizmem dziatania
Twierzece modele nowotwordw — czerniak (B16F10) oraz rak nerki (RenCa). Doktorantka opisuje
podiote genetycine raka nerki, wskazujge na zaleinodci pomigdzy inaktywac)y blalka VHL (ang.:
VHL - von Hippel-Lindau) | zahamowaniem degradacji czynnika indukowanego niedotlenieniem 1
- alfa (ong.: HIFla — Hypoxio Inducible Foctor la), a rwiekszeniem produkcii czynnikdw
stymulujgeych angiogeneze: VEGF [crynnika wirostu 4dnddblonka naczyniowego), PDGF
{piytkopochodnego crynnika wzrostu) | TGF-a (transformujgcego czynnika wzrostu alfa).

Kolejny podrozdzial Wstepu®, to ,Charakterystyka mikrodrodowiska®, ze szczegdlnym
pwriceniem uwagl na elementy komarkowe oraz porakomorkowe nowotworu, a takie hipoksje,
ktdra jest definiowana jako niisze ciénienie thenu nii wartosd biologicznego cisnienia parcjalnego
tlenu (pO2) w zdrowych tkankach. W guzach nowotworowych poziom tlenu spada zwykle ponitej
1%, co charakteryzuje stan hipoksji. Taka precyzyjna definicja hipoksji prredstawiona prrez
Doktorantke jest bardzo waina, poniewai czesto w literaturze obnizenie in vitre poziomu tlenu do
stanu typowego dla rdrowe| thankl - fizjologlczne)| normoksji (fizjoksji), swykle od 3 do 8% tlenu -
jest okredlany jako hipoksja. Dobrze opracowana rycina prredstawiajgca najwainiejsre elementy
mikrosrodowiska guza ilustruje ten podrozdzial.

SProgresja nowobworuy | roewd| lekoopornoici®, to podrozdzial Wstepu®, w ktdrym
Doktorantka przedstawia etapy rozwoju choroby nowotworowej - inicjacje, promocje oraz
progresje, zwracajgc s:czegding uwage na etap progresfi, ktora obejmuje; indukcig
immunosupresfi, modulowanie mikrodrodowiska thkankowego, Indukcje mechanizmidw
promujgcych kekoopornosd oraz powstawanie prrerzutdw. Kakdy z tych etapdw charakteryruje sig
okredglonym profilem ekspresji gendw, co Doktorantka bardzo precyzyjnle przedstawita na
podstawie dostepnej literatury. Szcregdina uwaga rwrdcona jest na proces priejicia epitelialno-
mezenchymalnego (EMT) oraz obecnosé nowotworowych komoarek macierzystych (C5C), poniewai
te procesy progresji nowotworu rdinigce sig mechanizmem driatania sq typowe odpowiednio dla
crerniaka i raka nerki. W sposob wyczerpujjcy Doktorantka opisuje proces opornodci wielolekowej
{ang.: MDA = Multi Drug Resistance), rwracajgc uwage na réine mechanizmy wywolujjce.

Dstatnl podrozdiial wstepu merytorycznego, to Modele badan nad nowotworami
stosowane w biologii”™. Wirdd standardowych modeli badan nowotwordw Doktorantka wymienia
modele i wivo, @ smczegblnym uwrglednieniem syngenicznwch modeli rwierzecych oraz
najczedcie] stosowane dwuwymiarowe hodowle in witro, inii ludzkich komdrek nowotworowych,
Autorka rwraca uwage na liczne niedoskonatosci modelu 2D - seczegolnie na nienaturalne
mikrodrodowisko | warunkl preestreenne w jakich najdujy sle komdrki nowotworowe. Diatego
proedstawiono alternatywe do takich badan, ktdrg 59 hodowle tréjwymlarowe. W prrypadku tego
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opisu zabrakio mi bardzie| doglebnego pordwnania na podstawie dostepne]j literatury istniejgcych
modeli nowotworowych 30, w srcregdinodci pordwnania modell organoiddw nowotwonowych
versus sferoiddw i prositabym o uzupetnienie tych informacji podczas obrony doktoratu.

Przed ratgcreniem opublikowanych spdjmych tematycznie prac Doktorantka przedstawia
zalodenia | cel pracy, jako: ,opracowanie uniwersainego | prostego modelu 3D, kidry bedzie
natladowat zjawiska rachodzace w mikrosrodowisku guza, 7 naciskiem na: trojwymiarowy ksztaft,
gradient cidnienia tenu oraz indukcje mechanizmow rwigksmajjcych agresywnost nowotworu
(takie jak: CSC, EMT)" = tutaj tylko drobna dygresja, ramiast stowa .nasladowal”, uiytabym
Jodowierciedlat®. Waknym elementem postawionego celu  jest standaryracja procesu
otroymywania hodowli 3D | uniwersalnodl tych hodowll w kontekicie rastosowania do guzow
nowotworowych o rodnym  mechanizmie progresji. Dlatego wybrano model cremiaka
charakteryzujgcy ske typowym przejiciem epltelialng-mezenchymalmym oraz raka nerki
i mechanipmem przeriutdw opartym na wrroicie populacji nowotworowych komodrek
mackerzystych. Malety podkreslié, & opracowanie hodowli trojwymiarowe] sferoidéw dla raka
nerkd jest w te] pracy ropwigzaniem nowatorskim,

Hipoteza postawiona w tej dyseértacll jest nastépujqca; Modele 3D odpowiednio
nasladujj zjawiska rachodigce w guzie in vivo | mogg stanowit lepsze narzedrie do identyfikacii
mechanirmdw indukujgoych lekoopomoss, nit hodowle 2D = ponownie dygresja, racre] ubylabym
stwierdrenia odzwierciedlajg, albo korespondujg do charakterystyki nowotworu in vivo, zamiast
Lnasladujy”. Eksperymentalna weryfikacja tej hipotezy to przedstawione dwie prace oryginalne,
w ktdrych opracowane modele pordwnano @ odpowiadajgoymi im syngenicznymi modelami
mysimi oraz modelami dwuwymiarowymi. Ponadto wykonano szereg testdw 7 wykorzystaniem
lekdw cechujgoyeh sie rdénym mechanizmem dziatania (ewerolimus, cisplatyna, doksorublcynal,
co umodiiwllo weryfikacje zjowiska lekoopornodcl w rddnych ukladach eksperymentalnych.

Waing crgiciy cyklu prac bedjcego podstawqy rozprawy jest praca przegladowa
opublikowana w Fronters in Immunoclogy (2021) pt. Tumor Hypoxia Regulates Immune
Escape/invasion: Influence on Angioge nesis and Potential impact of Hypoxic Biomarkers on Cancer
Therapies”. Jest to praca wieloautorska, w ktdrej omawiana jest wspidzaleinosc gendw zwigzanych
z hipoksjg oraz reakcja immunologicing pojawiajgcy sie w odpowledzi na proces nowotworrenia.
Iwiekszona ekspresja pendw rwigranych z hipoksiy nowotwordw w wigksroicl praypadkow
towarzysry immunosupresji, a jpdnoczesnie stymuluje angiogeneze, diatego mole byt stosowana
jako biomarker oraz |stotna informacja prognostycina. Praca ta zostala opublikowana |ako
pierwsia w Cyklu prac stanowigcych rozprawe, a udzial Doktorantki w jej powstaniu byt istotrmym
wiparciem merytorycznym do zaplanowania | prreprowadrenia dodwiadcred, a nastepnie
opublikowania pozostatych dwdch prac, w ktdrych jest pierwszym autorem.

Pierwszy pracy 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 te] pracy jest
optymalizacja i walidacja modeli in witro 3D otrzymanych przez Doktorantke, w kontelkicie ich
podobledstwa strukturalnego | funkcjonalnego do rreczywistych In wvo guzdw nowotworowych
otrzymanych po transplantacji tych samych komérek nowotworowych do myszy syngenicznych.
Charakterystyke otrrymanych modeli preeprowadzono w uktadach eksperymentalnych, takich jak
odpowied! na hipoksje, indukcja prrejécia epitelialno-mezenchymalnego (EMT) oraz selekcja
nowotworowych komdrek macierzystych (CSC).



Réinorodnodd dobrze dobranych metod Swiadczy o Swietnym praygotowaniu Doktorantki
do roli badacza z dobrym warsztatem eksperymentatora. Wéndd zastosowanych metod znajdujg
sle: 1) llodclowa cytometria preephywowa zastosowana do analizy hywotnoscl komdrkowej, fary
cykiu komdrkowego, aktywnodci dehydrogenary aldehwdowe| (ALDH1) oraz obecnodci antygendw
powierzchniowych typowych dia dane] populac)i komdrek nowobtworowych; 1) zaawansowana
mikroskopla fluorescencyjna zardwno do obserwacji prryiyciowych jak rdwniel analiry
immunocytochemicine] preparatdow utrwalonych; 3) badania molekularne ekspresjl gendw
z zastosowaniem technik gRT-PCR oraz sekwencjonowania nowej generacji (NGS) — identyfikacja
markerow CSC, EMT, hipoksji | innych procesow rwigzanych z cyklem komdrkowym oraz
metabolizmem; 4) pordwnawcza analiza bioinformatyczna wynikdw wielkoskalowych oraz
opracowania statystyczne.

Otrzymane wyniki wykazaly, te hodowle 3D komdrek nowobworowych w Zastosowans|
prrez Doktorantke metodsie wiszgoe] kropli mokna wystandaryzowal, a mechanizmy Iwigzane
Z progresj nowotworow majg swoje odrwierciedlenie w ekspresji wybranych gendw w sposth
swolsty dia danego typu zmiany nowotworowej: w modelu RCC obserwowano wirost komdrek
o fenotypie CSC, podczas gdy w modelu czerniaka indukcje zjawiska EMT. Pordwnanie 2 modelami
fn wive nowobwordw w myszach syngenicznych wykazalo, te badane procesy 54 odpowiednio
odtworzone w sferoidach 3D, pomimo rdinicy funkcjonalnej migdzy badanymi nowotworami.

Druga praca oryginalna z prezentowanego cyklu prac dysertacjl, w ktdrej 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 5ciences (2022).
W tej pracy Doktorantka bada problem lekoopornodci nowotwordw | w tym kontekscie bada
prrydatnodd otrzymanego modelu sterolddw 3D do badad farmakologiczmych | toksykologicznych.
Stosujac metody immunocytochemiczne | Western Blot, a takie badania ekspresji gendw prry
udyciu RT-PCR | NGS5 pordwnano wratllwosd kombrek nowotworowych hodowamych w sferoidach
D do asycene| hodowli 2D na leki przeciwnowotworowe o rditnym mechanizmie dziatania
{doksorubicyne lub cisplatyne | ewerolimus). Opomosc wielolekowa (MDR) nowotworow jest
rwigzana 1 nadekspresjy bialek blonowych - pomp glikoproteinowych naletgcych do rodzing
transporterdw ABC, ktdre powodujy wyrzut lekow z komdrki, ale rdwniel dotycry wirostu
aktywnoici enzymdw detoksykacyjnych takich jak cytochromom pa50 (CYP P450) oraz transfera
glutationu-5 [G5T), jak rdwnied modyfikaci procesdw mwigranych @ apoptory, autofagiy coy
naprawg DNA. Diatego do badan wybrano leki o rdimych punktach uchwytu i rdinmym mechanizmie
driatania: ewerolimus jako Inhibitor drogi preekarywania sygnatu PI3K/AKT/mTOR; cisplatyna jako
chemoterapeutyk wigtacy sig z zasadami DNA (wplyw na proliferacjg | apoptoze): natomiast
doksorublcyna dziata wielokanatowo: prreez prrebudowe chromatyny (wbudowujge sie w DNA
| hamujgc topoizomerazg |l) orar poprzez generowanie wolnych rodnikdw Indukujgc stres
oksydacyjny.

W prezentowanej pracy wykazano, ie hodowla komdrek nowotworowych w sferoidach,
wphrwa w rddny sposdb na ekspresje transporters blonowego MDR1, w raleinodci od typu
nowotwory, ale nie ma wphowu na ekspresje inhibitora kinazy serynowo-tregoningwej mTOR.
Z drugiej strony Doktorantka wykamala indukcje calego zestawu gendw rwigzanych
z lekoopornodciy w sferoidach 30, w pordwnaniu @ hodowlg 2D (np.: ALDH3IAL, CYP2F2, GSTAL,
GSTA2, HPGDS) w spostb podobny w obydwu badanych typach nowotwordw. Pomimo to
wratliwodé na cxynniki cytotoksyczne w badanych nowotworach w hodowli 30 byta rddna: sferoidy
crerniaka wykazujg mniejsiq wrazliwosd na ewerolimus, cisplatyne i doksorubicyne, natomiast dia



raka nerki zaobserwowano nisky wrailiwosé tylko na doksorubicyne. Swiadczy to o modliwodc
Indukejl innych szlakdw preekazywania sygnatu zwigzanych 7 lkekoopornodciy | otwiera droge do
dalszvch badad.

Badania przedstawione w obydwu powyiszych oryginalnych pracach stanowly dobrre
udokumentowanyg prace eksperymentalng o wysoklej wartodcl merytorycene).

Wyciggnigte prrez Doktorantke wnioski kofcowe w rosdziale Podsumowanie | wnloski™
s3 godne z otrzymanymi wynikami. W rozdziale _Podsumowanie | wmioski® (a takie
w  Stresrcreniu’) Doktorantka stwierdza, i pomimo aktywac)l podobnych szlakdw prrekarywania
sygnatu to nie udalo sie zidentyfikowal zmian powodujacych lekoopomoid w sfercidach 3D.
Wskazruje to na umiejetnodéd wnikliwe] analizy | krytycznego, racjonalnego podejicia do
otrzymanych wynikéw przez Doktorantkg, a jednoczednie dwiadcry o dude] dojrzalodci
Doktorantki jako badacza. Zgadram sie rdwniei z ogdlnym wnioskiem plynacym z tej pracy,
it hodowla 3D mote byt istotna w badaniach nad fizjologly raka jako alternatywa dia
standardowych metod, przez co moie ona potencjalnie zostal wykorzystane do testdw
z rastosowankem komdrek pochodzgcych od pacjentdw, jako kiinicznie istotny | latwo dostepny
instrument”,

Reasumujgc uwalam, ke preedstawlona Rozprawa Doktorska speinia warunki okredlone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o stholnictwie wylszym | nauce (Dz. U. 2018 por.
1668) | jednoczednie sktadam wniosek do Rady Dyscypling Nauk Medycznych Warszawsklego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Filipiak-Duliban do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczednie, w rwigzku z wysoka [akodcly przeprowadzonych prac eksperymentalnych,
a takie umiejetnofcly analizy wynikdw badad, w saczegdinodci wysokoskalowych badan
transkryptomu (NGS), przy zastosowaniu analizy in sifico | nowocresnych baz danych, a takze
(jak wspomniatam wyte]) umiejgtnodcia krytycznego podejicia pree: Doktorantke do otrzymanych
wynikiw, wnoszg o wyrdinienie przedstawicnej do recenzji Rozprawy Doktorskiej.

Z wyrazami szacunky

Prof. dr hab. Leonora Butanska



