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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Balik pt.:
»Mikrosrodowisko nowotworowe jako cel terapii personalizowanej”

Zgodnie z uchwatg Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy z dnia 27 wrzeénia 2023 r. o powotaniu mnie na
recenzenta rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Balik pt. ,Mikroérodowisko
nowotworowe jako cel terapii personalizowanej” mam niniejszym zaszczyt
przedstawi¢ nastepujaca opinie.

Wedtug Krajowego Rejestru Nowotworéw obecnie kazdego roku na nowotwaor
zachorowuje az ok. 170 tys. Polakéw, a ok. 100 tys. umiera z powodu choroby
nowotworowej i tym samym nowotwory sg przyczyng az ponad 25% zgonéw w
Polsce. Co gorsza szacuje sie, ze w Polsce i na $wiecie liczba zachorowar na
nowotwory bedzie systematycznie i dynamicznie wzrastaé. Z przytoczonych danych
epidemiologicznych wynika zatem, Zze choroby nowotworowe sa jednym na
najpowazniejszych probleméw spotecznych i najwazniejszych wyzwan wspétczesnej
medycyny i to pomimo dotychczasowych, znacznych postepdéw onkologii, ktére
jednak okazujg sie wcigz niewystarczajgce. Stad potrzeba dalszych badari stuzgcych
dokfadnemu poznaniu zréznicowanej biologii choréb nowotworowych, ktérej
znajomos¢ jest niezbedne do dalszej optymalizacji leczenia poprzez jego
personalizacje umozliwiajgcg na coraz szersza skale zastosowania terapii
ukierunkowanej na zidentyfikowane cele biologiczne. Obecnie coraz wiecej wskazuje
na to, ze obiektem terapii ukierunkowanej, poza defektami molekularnymi i
markerami immunologicznymi charakteryzujgcymi dany nowotwér, moze i powinno
by¢ rowniez mikrosrodowisko nowotworu w interakji, z ktérym nowotwér sie rozwija.
W populacji oséb dorostych najczestszymi nowotworami sg raki, . nowotwory
wywodzgce sie z tkanki nablonkowej. Z kolei wsrod rakéw do jednych



z najczestszych nalezg rak prostaty oraz rak pgcherza moczowego, ktére pomimo
stosowanego obecnie leczenia prowadzg do zgonu u ok. 40% chorych.

Stad uwazam, ze podjecie przez Panig mgr Karoling Balik jako tematu
rozprawy doktorskiej badan mikrosrodowiska nowotworowego jako celu terapii
personalizowanej nalezy uznac¢ za wazne, potrzebne i w peini uzasadnione.

Praca przedstawiona do oceny liczy 107 stron i skiada si¢ ze spisu tresci,
wykazu skrétéw, streszczenia w jezyku polski i angielskim, wstepu, celu pracy, opisu
badanego materiatu i zastosowanych metod badarn, omoéwienia wynikéw badan,
dyskusji, wnioskéw, wykazu 4 tabel i 36 rycin oraz spisu 117 pozycji cytowanego w
pracy piémiennictwa, spo$rod ktérych 84 prace (72%) opublikowane zostaty w ciggu
ostatnich 5 lat.

We ,Wstepie” do rozprawy przedstawione zostaty najpierw aktualne dane
epidemiologiczne dotyczace zachorowan na nowotwory w Polsce i na Swiecie ze
szczegdlnym uwzglednieniem nowotworéw uktadu moczowo-piciowego, w tym
zachorowah na raka prostaty i raka pecherza moczowego, kiére w populacji os6b
dorostych naleza do najczesciej rozpoznawanych nowotworéw. Przedstawione dane
wskazuja jednoznacznie na potrzebe dalszych badan podstawowych i klinicznych w
onkologii, w tym badan dotyczacych biologii nowotwordw, identyfikacji nowych
czynnikéw rokowniczych oraz identyfikacji nowych celoéw terapii ukierunkowane;.

W drugiej czeséci ,Wstepu” w oparciu o najnowsze pismiennictwo omowiony
zostat aktualny stan wiedzy dotyczacej wptywu mikrosrodowiska guza na rozwoj
nowotworu, w tym biologii i mechanizméw oddziatywania na nowotwoér
najwazniejszych komorkowych skiadowych mikrosrodowiska guza, a mianowicie
mezenchymalnych komoérek macierzystych oraz trzech podtypow fibroblastéw
zwigzanych z rakiem.

W kolejnej czesci ,Wstepu” omodwiono zidentyfikowane juz przestanki
przemawiajgce za mozliwoscig potraktowania mikrosrodowiska guza jako celu
ukierunkowanej terapii personalizowanej, ale jednoczeénie zwrécono uwage na
heterogenno$¢ i niestabilno$¢ mikrosrodowiska guza, jako przeszkody, ktéra moze
utrudniaé wykorzystanie tego $rodowiska jako jednego z celéw w leczeniu choroby
nowotworowej.

W ostatniej czesci ,Wstepu” zwigzle omoéwiono przydatnoéé i ograniczenia
badan in vifro w badaniach podstawowych, w tym dotyczgcych komorek
nowotworowych, szczegélnie w badaniach interakcji miedzy ré6znymi typami komérek



obecnych w mikrosrodowisku guza oraz w trakcie oceny cytotoksycznosci wybranych
chemioterapeutykow.

Na tle przedstawionego we ,Wstepie” aktualnego stanu wiedzy dotyczacej
mikroérodowiska guza i jego sktadowych sformutowany zostat cel rozprawy
doktorskiej, a mianowicie analiza parakrynnego wptywu fibroblastow zwiazanych z
rakiem na komorki raka prostaty i raka pecherza moczowego, w tym na ich
zywotnoéé, aktywnoéé proliferacyjna, apoptoze i sktad sekretomu oraz na wrazliwos¢
badanych komérek na cisplatyne i ciprofloksacyne, a takze analiza parakrynnego
wplywu mezenchymalnych komérek macierzystych na wrazliwoéé badanych komorek
na w/w chemioterapeutyki.

Materiat do badan stanowity linie komérek raka pecherza moczowego HB-
CLS-1 oraz raka prostaty DU 145, ktére hodowano w medium RPMI 1640 z
suplementacjg ptodowej surowicy bydlecej. Jako reprezentacje mikrosrodowiska
guza stosowano unie$miertelnione mesenchymalne komoérki macierzyste ACSCtelo
pochodzgce z tkanki tluszczowej oraz fibroblasty zwigzane z rakiem prostaty HC-
623, ktorych hodowle wykorzystywano jako zrédto medium kondycjonowanego,
zawierajgcego metabolity, czynniki wzrostu, cytokiny ichemokiny uwalniane do
medium hodowlanego przez w/w komorki reprezentujace mikroSrodowisko guza.
Zmiany w panelu cytokin i chemokin uwalnianych przez badane komorki
nowotworowe zachodzace w wyniku interakcji pomiedzy badanymi komérkami
a bioaktywnymi mediatorami znajdujgcymi sie w medium kondycjonowanym
oceniano z wykorzystaniem komercyjnych testéw ELISA. Zywotnos¢ komoérek raka
pecherza moczowego i raka prostaty inkubowanych w medium kondycjonowanym
oceniano przy uzyciu testu MTT. Do oceny aktywnosci proliferacyjnej wymienionych
komérek nowotworowych stosowano test z bromodeodeoxyurydyng (BrdU). Oceny
apoptozy komoérek nowotworowych dokonywano z uzyciem barwienia CellEvast
Caspase-3/7 Green, a aktywacje wybranych szlakéw sygnalizacyjnych, tj. $ciezki
kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem (MAPK) oraz szlaku PI3BK/AKT/mTOR,
oceniano z zastosowaniem testu Activation InstantOne ELISA. Oceny ekspres;ji
biatka catkowitego p53 oraz jego ufosforylowanej formy dokonywano przy uzyciu
testu p53 (Total/Phospho) Multispecies InstantOne ELISA.

Przeprowadzono réwniez badania zmian wrazliwosci komorek raka prostaty
i komoérek raka pecherza moczowego na cisplatyne i ciproflaksyne zachodzgcych

pod wplywem kondycjonowanego medium z hodowli fibroblastéw zwigzanych z



rakiem, IL-33 i czynnika wzrostu fibroblastow 2 oraz kondycjonowanego medium z
hodowli mesenchymalnych komérek macierzystych ASCStelo. W celu oceny wptywu
wymienionych czynnikéw na wrazliwo$¢ badanych komérek nowotworowych na
wymienione chemioterapeutyki oceniano zywotnos¢ tych komorek z uzyciem testu
MTT oraz aktywnosc¢ proliferacyjng z uzyciem testu BrdU.

Omoéwienie zastosowanych metod badan laboratoryjnych jest szczegotowe i
swiadczy o ich bardzo dobrej znajomosci oraz uzasadnia ich wybor w odniesieniu do
zatozonego celu pracy. Do oceny uzyskanych wynikéw badan zastosowano
odpowiednie metody analizy statystyczne;.

Zgody na przeprowadzenie badan udzielta Komisja Bioetyczna przy
Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy na
posiedzeniach w dniach 29.10.2019 r. (uchwata nr KB 766/2019) i 15.06.2021 r.
(uchwata nr KB 402/2021).

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze zaréwno inkubacja komorek
raka pecherza, jak i komorek raka prostaty z medium kondycjonowanym uzyskanym
z hodowli fibroblastéw zwigzanych zrakiem spowodowata zmiang aktywnosci
sekrecyjnej komérek nowotworowych wyrazong zmiang profilu syntetyzowanych i
uwalnianych przez nie cytokin i chemokin, a takze wzrost ich zywotnosci mierzone;
przy uzyciu testu MTT oraz wzrost aktywnosci proliferacyjnej badanych komorek
nowotworowych mierzonej z zastosowaniem testu BrdU. Oceniajgc za pomoca
barwienia CellEvast Caspase-3/7 Green wplyw czasteczek bioaktywnych obecnych
w medium z hodowli fibroblastéw zwigzanych z rakiem na apoptoze badanych
komorek nowotworowych zaobserwowano obnizenie sie¢ odsetka komorek
apoptotycznych, ale byto ono istotne statystycznie tylko w odniesieniu do komorek
raka pecherza moczowego po 48 godzinach inkubacji z w/w medium. Badano
réwniez wptyw medium kondycjonowanego i tym samym zawartych nim czgsteczek
uwalnianych przez fibroblasty zwiazane z rakiem na wybrane szlaki sygnalizacyjne w
badanych komérkach nowotworowych i stwierdzono, ze po inkubacji z w/w medium
zaréwno w komorkach raka pecherza moczowego, jak i w komorkach raka prostaty
dochodzi do wzrostu ekspresji kinazy ERK 1/2 bedgcej gtéwng kinazg szlaku MAPK-
ERK 1/2 oraz wzrostu aktywnosci kinazy AKT 1/2 stanowigcej czg$¢ szlaku
sygnalizacyjnego PI3K/AKT/mTOR. Ponadto przeprowadzono analize zmian
ekspresji catkowitego biatka p53 i jego aktywnej formy Ser15 w badanych komérkach

nowotworowych inkubowanych z medium kondycjonowanym, ktéra w przypadku



komoérek raka pecherza moczowego wykazata istotny wzrost ekspresji biatka p53
przy jednoczesnym znaczgcym statystycznie obnizeniu ekspresji jego aktywnej
formy, natomiast w przypadku komoérek raka prostaty obserwowano obnizenie
ekspresji biatka catkowitego oraz ekspresji aktywnej formy biatka p53.

Aby oceni¢ czy substancje uwalniane do medium hodowlanego przez
fibroblasty zwigzane z rakiem wplywaja na wrazliwo$é¢ badanych komoérek
nowotworowych na dziatanie chemioterapeutykéw oceniano zywotno$¢ i aktywnosé
proliferacyjng komoérek raka pecherza po inkubacji z medium kondycjonowanym i
ciprofioksacyna oraz komérek raka prostaty po inkubacji z medium
kondycjonowanym i cisplatyng. W obu przypadkach stwierdzono wzrost zywotnosci i
aktywnosci proliferacyjnej badanych komérek, a zatem ich mniejszg wrazliwo$é na
zastosowane chemioterapeutyki w obecnosci medium kondycjonowanego.
Przeciwnie, blokowanie FGF w medium kondycjonowanym powodowato wzrost
wrazliwosci badanych komérek nowotworowych na chemioterapeutyki zastosowane
w doswiadczeniu. Podobny efekt w odniesieniu do komorek raka pecherza
obserwowano po wykluczeniu IL-33 z medium kondycjonowanego.

W badaniach dotyczacych wptywu medium uzyskanego z hodowli
mesenchymalnych komoérek macierzystych na badane komoérki nowotworowe,
stwierdzono, ze inkubacja z w/w medium powoduje wzrost zywotnosci i aktywnosci
zardbwno komorek raka pecherza moczowego, jak i komoérek raka prostaty.
Przeprowadzono réwniez badania wrazliwosci badanych komérek nowotworowych
inkubowanych z medium uzyskanym 2z hodowli macierzystych komorek
mesenchymalnych na wybrane chemioterapeutyki, w ktérych stwierdzono wieksza
wrazliwos¢ inkubowanych komérek raka pecherza na ciprofloksacyne, natomiast
mniejszg wrazliwos¢ inkubowanych komérek raka prostaty na cisplatyne.

Omowienie wynikéw badan jest szczegétowe, a jednoczeénie przejrzyste,
takze dzigki dobrze skonstruowanym i starannie wykonanym tabelom i rycinom
ilustrujgcym rezultaty badan.

W ,Dyskusji" z duzg wiedzg, umiejetnie i w bardzo interesujacy sposéb
odniesiono wyniki badan wiasnych do wynikéw opublikowanych przez innych
autorow zwracajgc przy tym uwage na wystepujace réznice i podobienstwa i ich
mozliwe przyczyny. ,Dyskusje” koricza uwagi, ktére wobec rozbieznosci w
opublikowanych wynikach i wcigz dalece niekompletnej wiedzy o mikrosrodowisku
guza i poszczegdlnych jego sktadowych, wskazujg na potrzebe dalszych badan w



tym zakresie. W ,Dyskusji” podkreslone zostaty wtasne oryginalne spostrzezenia, a
sposob przeprowadzenia ,Dyskusji® $wiadczy bardzo dobrej umiejetnosci
przedstawiania wynikébw badan naukowych oraz myslenia naukowego, a co za tym
idzie o dojrzato$ci naukowej Doktorantki.

Na podstawie analizy wynikdw przeprowadzonych badan Doktorantka
sformutowata cztery wnioski, ktére odpowiadajg celom pracy i dokumentujg ich
realizacje.

W trakcie oceny niniejszej rozprawy doktorskiej recenzentowi nie nasunety sie
zadne istotne uwagi krytyczne dotyczgce realizacji lub tresci ocenianej rozprawy, a
jedynie jedna uwaga natury redakcyjnej dotyczgca ,Wykazu skrotow”, ktory bytby
tatwiejszy w uzyciu, gdyby zamieszczone w nim skréty byly uporzadkowane w
kolejnosci alfabetycznej.

Reasumujac, rozprawe doktorskg mgr Karoliny Balik oceniam bardzo wysoko.
Stanowi ona oryginalne opracowanie zagadnienia, kiére ma duze znaczenie dla
wspoiczesne] onkologii, zardbwno poznawcze w zakresie lepszego zrozumienia
biologii nowotworéw majgcych charakter guza litego, jak i znaczenie kliniczne w
zakresie identyfikacji nowych, potencjalnych celéw dla ukierunkowanej,
personalizowanej terapii choréb nowotworowych. Wyniki badan zostaty prawidtowo i
bardzo starannie opracowane Omowienie wynikéw i dyskusja poparte sg obszernym
wspotczesnym  piSmiennictwem, inspiruja do dalszych badan is$wiadczg
0 znakomitym przygotowaniu Doktorantki do podjetego tematu badan. Wnioski
znajdujg odzwierciedlenie w uzyskanych wynikach.

Stad uwazam, Zze rozprawa doktorska mgr Karoliny Balik spetnia wszystkie
wymogi stawiane pracom doktorskim okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.) i zwracam sie do Rady
Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w
Bydgoszczy z wnioskiem o dopuszczenie mgr Karoliny Balik do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie wzigwszy pod uwage nowatorski charakter
podjetych badan, sposéb ich realizacji i znaczenie wynikéw badan uzyskanych w
trakcie realizacji rozprawy wnioskuje o jej wyr6znienie.
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