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I. Problematyka naukowa oraz przedmiot rozprawy

Choroby nowotworowe sg jednym z najpowazniejszych wyzwan stojgcych przed wspolczesna
medycyna i naukami biologicznymi. Jest to stwierdzenie oczywiste, mozna by rzec, trywialne.
Mimo wielu lat intensywnych badan i licznych osiagnig¢ w zakresie poszukiwania przyczyn
powstawania tego typu chordb oraz sposobéw ich leczenia i zapobiegania im, nadal stanowia
one powazne zagrozenie dla zdrowia i zycia coraz wigkszej liczby oséb. Przyczyna takiego
stanu rzeczy, a przynajmniej jedng z przyczyn, jest fakt, ze procesy zwigzane z chorobami
nowotworowymi sa bardzo zlozone i czesto roznig si¢ miedzy soba istotnie w zaleznosci od
typu nowotworu. Ztozono$é ich jest coraz lepiej poznawana, nadal jednak daleko jestesmy od
rzeczywistego zapanowania nad nimi.

W ciagu ostatnich trzydziestu lat stalo sig jasne, ze zar6wno organizmy zywe, jak i ich
funkcjonalne bloki oraz wiele proceséw w nich zachodzacych s zlozonymi systemami i w
celu doglebnego zrozumienia ich natury oraz funkcjonowania niezbedne jest badanie ich jako
takie wlasnie systemy. Przy podejsciu systemowym do badania zjawisk biologicznych (jak i
do badania zjawisk innego rodzaju) podstawg jest matematyczny model analizowanego
systemu. Za jego pomoca, jesli dostatecznie dokladnie odzwierciedla on rzeczywistosé
biologiczng, mozna w wielu przypadkach odkry¢ wiele wiasnosci analizowanego systemu
biologicznego. Badania prowadzone przy uzyciu modeli matematycznych s3 istotnym
uzupehieniem badan laboratoryjnych, a wyniki w ich toku uzyskiwane moga by¢
wskazéwka, co nalezatoby w laboratorium zbada¢ i odwrotnie — wyniki laboratoryjne moga
by¢ podstawg do konstrukeji lub modyfikacji modeli.

Zastosowanie podejicia opartego na modelowaniu matematycznym jest szczeg6lnie
istotne w przypadku badania proceséw nowotworowych, ze wzgledu na wspomniang
wezesniej ztozonos¢ oraz trudnos$é weryfikowania niektérych hipotez w badaniach
laboratoryjnych lub klinicznych.

Wsrdd wielu nierozwigzanych dotad probleméw dotyczacych nowotworéw znajdujg sig
przyczyny nieskutecznosci lub niezadowalajgcej skutecznosci stosowanych terapii. Inmymi
stowy, komorki nowotworowe czesto wykazuja oporno$¢ na leczenie, ktorej przyczyny nie
zostaly do korica poznane. Ich badanie jest niezwykle istotne, gdyz poznanie zrédel opornosci
moze prowadzi¢ do opracowania bardziej skutecznych terapii.

Tego typu zagadnieniami w ramach swoich badan, ktére zaowocowaly przygotowaniem



recenzowanej rozprawy doktorskiej, zajmuje si¢ mgr Julia Grajek. Zastosowala ona
modelowanie matematyczne do badania mikrosrodowiska guza nowotworowego w celu
poszukiwania Zrédet opornosci oraz potencjalnych cel6w terapii kombinowanych.

Rozprawa doktorska mgr Julii Grajek oparta jest na cyklu trzech publikacji, na ktéry
sktadaja si¢ nastepujace artykuty:

[1] J. Grajek, J. N. Kather, J. Poleszczuk. An in silico model to study the impact of
carbonic anhydrase IX expression on tumour growth and anti-PD-1 therapy. Journal of
the Royal Society Interface, 2023, 20, 20220654.

[2] J. Grajek, J. Poleszczuk. Carbonic anhydrase IX suppression shifts partial response to
checkpoint inhibitors into complete tumor eradication: Modelbased investigation.
International Journal of Molecular Sciences, 2023, 24, 10068.

[3] I Schniewind, W. W. Hadiwikarta, J. Grajek, et al. Cellular plasticity upon proton
irradiation determines tumor cell radiosensitivity. Cell Reports, 2022, 38, 110422.

IL. Analiza treSci rozprawy oraz uzyskanych wynikéw
1. Tre$¢é rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Julii Grajek, napisana w jezyku angielskim, sklada si¢ z siedmiu
rozdzialéw, poprzedzonych lista publikacji Autorki i zestawieniem zastosowanych skrotow
oraz ze spisu literatury zamieszczonego na koncu.

Rozdzial pierwszy zawiera streszczenie napisane zaréwno w jezyku angielskim, jak i
polskim. Jest w nim zwigzle oméwiona zawarto$¢ kolejnych rozdzialéw rozprawy.

Rozdzial drugi stanowi wprowadzenie do tematyki rozprawy. Sa w nim krétko
omowione zjawiska i zagadnienia w niej rozwazane. Uzasadniona zostala potrzeba badania
przyczyn opornosci na terapie przeciwnowotworowe oraz zasadnos¢ skoncentrowania si¢ w
takich badaniach na mikrosrodowisku guza nowotworowego i wykorzystania do tego
modelowania matematycznego. Oméwione zostaly wybrane aspekty immunoterapii ze
szczeg6lnym uwzglednieniem terapii opartej na inhibitorach punktéw kontrolnych opornosci.
Przedstawiona zostala potrzeba dalszych badai nad tego typu terapiami. Omdwione tez
zostaly zwigzle wybrane biomarkery oraz znaczenie mikro$rodowiska guza nowotworowego
w tym kontekscie. Krétko zostala tez opisana radioterapia, zaréwno tradycyjna, jak i
protonowa oraz nowotworowe komoérki macierzyste jako potencjalne Zrdédio opornosci.
Ponadto, zostalo krétko opisane zastosowanie modelowania matematycznego do opisu i
analizy proceséw zwigzanych z powstawaniem i rozwojem nowotworéw. Zwrécono m. in.
uwage na modele oddzialywan nowotworu z systemem odpornosciowym, modele
immunoterapii oraz radioterapii. Oméwiono modele oparte na réwnaniach rézniczkowych
oraz modele agentowe.

W rozdziale trzecim zostaly sformutowane hipotezy oraz cele badawcze. Gléwnym
celem jest zastosowanie modelowania matematycznego do badania heterogenicznosci
mikro$rodowiska guza nowotworowego jako zrddia opornosci na terapie antynowotworowe



oraz zbadanie czy wybrane skladniki tego mikrosrodowiska mogg by¢ wykorzystane jako
potencjalne cele terapii kombinowanych.

Poza celem gtownym Autorka rozprawy sformutowala nastepujace cele szczegotowe:
1. Utworzenie modelu oddzialywan miedzy nowotworem i uktadem odpornosciowym na
poziomie pojedynczych komdrek w celu zidentyfikowania biomarkeréw immunoterapii oraz
mechanizmdw opornosci, ktore moglyby by¢ celami terapii kombinowanych.
2. Zbadanie wplywu ekspresji anhydrazy weglanowej IX (CAIX) w nowotworze na rozwoj
mikrosrodowiska guza nowotworowego oraz efektywnos¢ inhibitoréw punktéw kontrolnych
oraz zbadanie mozliwo$ci wykorzystania jej jako cel terapii kombinowanych.
3. Zamodelowanie i zbadanie wplywu plastycznosci komoérek nowotworowych na
zroznicowanie guza nowotworowego oraz skuteczno$é radioterapii rentgenowskiej i
protonowe;j.

Ponadto Doktorantka sformutowata cztery hipotezy badawcze:
1. Na podstawie modelu, w ktorym sa uwzglednione oddzialywania migdzy nowotworem i
ukladem odpornosciowym mozliwe jest okreslenie mechanizméw opornosci na leczenie oraz
zidentyfikowanie biomarkeréw dla terapii opartej na inhibitorach punktéw kontrolnych.
2. Ekspresja CAIX w guzie indukuje immunosupresyjne mikrosrodowisko, co powoduje
pogorszenie skutecznosci inhibitoréw punktéw kontrolnych i pogarsza jakos¢ biomarkerow
takich jak ekspresja PD-L1.
3. W przypadku guzéw nowotworowych, w ktorych zachodzi ekspresja CAIX polgczenie
terapii opartej na inhibitorach punktow kontrolnych z supresja CAIX moze prowadzi¢ do
polepszenia wynikow leczenia.
4. Zastosowanie modelowania matematycznego moze przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia réznic
miedzy radioterapia rentgenowska i radioterapig protonowsa, ktére nie s3 wyraznie widoczne
w danych eksperymentalnych.

W rozdziale 4 omoéwione sg wyniki przedstawione w publikacji [1]. W ramach badan
tam opisanych zaproponowany zostal model guza nowotworowego oraz jego
mikrosrodowiska. Jest to model hybrydowy sktadajacy sie z modelu agentowego oraz modelu
opartego na rownaniach rézniczkowych czastkowych. Model agentowy zostal wykorzystany
do symulacji oddzialywania komoérek nowotworowych z komoérkami ukiadu
odpornosciowego, natomiast model r6zniczkowy opisuje substancje obecne w
mikrosrodowisku guza. Zaproponowany model agentowy jest istotnym rozszerzeniem modelu
znanego z literatury (opracowanego gltéwnie przez Promotora Doktorantki). Za pomocg
zaproponowanego modelu hybrydowego Doktorantka badata role ekspresji CAIX w terapii
opartej na inhibitorach punktéw kontrolnych. W szczegdlnosci, przeprowadzone zostaly
symulacje wpltywu CAIX na wzrost guza, odpowiedz immunologiczng oraz mikrosrodowisko
guza oraz badana byla skuteczno$¢ terapii laczonej CAIX i PD-1. Analizowana byla
skuteczno$¢ terapii anty-PD-1 w przypadku kilku rodzajow guzow roznigcych sie ekspresja
CAIXiPD-L1.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze pacjenci z niska ekspresja PD-L1 przed rozpoczgciem
leczenia mogg dobrze reagowac na terapie taczong anty-PD-1 1 anty-CAIX.

Rozdzial 5 dotyczy wynikéw opisanych w prazy [2]. Zaproponowany w niej zostat
model oparty na réwnaniach rézniczkowych stanowiacy uzupehienie modelu opisanego w
pracy [1]. Bazuje on na wynikach uzyskanych za pomoca wspomnianego modelu. Stanowi on
pewne jego uproszczenie. Przy konstrukcji tego modelu zatozono, ze wszystkie substancje w
nim uwzglednione znajdujg sie w stanie rownowagi. Ponadto, nie s3 w nim rozréznione
nowotworowe komérki macierzyste i zwykte komorki nowotworowe i modelowane sa tylko



te pierwsze. Jednak dzigki tym uproszczeniom mozliwe bylo m. in. przebadanie tego modelu
W sposob analityczny. Analiza tak uproszczonego modelu wykazala, ze inhibicja CAIX moze
znaczgco wplyng¢ na jego asymptotyczne zachowanie w ten sposéb, ze osiggany jest stan
ustalony bez nowotworu, gdy ekspresja CAIX jest zahamowana, natomiast w przypadku
wysokiej poczatkowej ekspresji CAIX osiagany jest stan ustalony z nowotworem, przy czym
obserwowany efekt eliminacji nowotworu wymaga silnej odpowiedzi immunologicznej, co
potwierdzatoby hipoteze o skutecznosci terapii kombinowanej opartej na inhibicji CAIX i
wykorzystaniu inhibitoréw punktéw kontrolnych opornosci.

Wyniki uzyskane za pomoca uproszczonego modelu zostaty przez Doktorantke
wykorzystane do przeprowadzenia dalszych badan za pomocg modelu wyjsciowego
(opisanego w artykule [1]). Mialy one na celu potwierdzenie pozytywnych efektow
otrzymanych w przypadku stosowania terapii kombinowanej opartej na inhibicji CAIX i
wykorzystaniu inhibitoréw punktéw kontrolnych. Przeprowadzone zostaly symulacje z
uwzglednieniem réznych dawek. Otrzymane rezultaty potwierdzity, ze w przypadku guzéw, w
ktérych zachodzi ekspresja CAIX, terapia kombinowana jest skuteczna, natomiast
monoterapie okazujg si¢ nieskuteczne. Zaobserwowano tez zmniejszenie liczby
nowotworowych komérek macierzystych po inhibicji CAIX.

Rozdzial 6 poswigcony jest badaniu wplywu tradycyjnej radioterapii promieniami X i
radioterapii protonowej na zréznicowanie guza nowotworowego, a zwlaszcza na plastycznosé
komorek nowotworowych. Wplywu tego nie mozna bylo zauwazyé w wynikach
eksperymentéw in vitro przeprowadzonych przez zespél badawczy, w ktérego pracach
Doktorantka uczestniczyta. W zwigzku z tym w celu zbadania tego wpltywu zaproponowany
zostal model oparty na réwnaniach rézniczkowych, ktory zostal skalibrowany danymi
uzyskanymi w badaniach in vitro oraz danymi z literatury.

Analizy wykonane za pomoca tego modelu wykazaly, ze radioterapia protonowa
wplywa w mniejszym stopniu na plastycznos¢ komorek nowotworowych niz radioterapia
promieniami X. Wyniki te moglyby w pewnym stopniu wyjasniaé przypuszczalng wieksza
skutecznos¢ radioterapii protonowej w poréwnaniu z radioterapig promieniami X.

Rozdzial 7 zawiera podsumowanie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikéw.
Oprocz podkreslenia ich znaczenia dla glgbszego zrozumienia roli mikrosrodowiska guza
nowotworowego dla skutecznosci terapii antynowotworowych Doktorantka zwrocita uwage
na pewne ograniczenia przeprowadzonych badan oraz wskazata kierunki ewentualnych
dalszych badan.

2. Uwagi merytoryczne i redakcyjne

Rozprawa doktorska mgr Julii Grajek napisana jest starannie, z dbaloscia o jasne
przedstawienie zar6wno podjgtych probleméw badawczych, jak i otrzymanych wynikow.
Problemy rozwazane w rozprawie sa niezwykle istotne dla zwiekszenia efektywnosci
terapii przeciwnowotworowych. Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscig konstrukeji modeli
agentowych oraz modeli opartych na rownaniach rézniczkowych i odpowiedniego ich
zastosowania do badania proceséw biologicznych oraz analizy otrzymanych na ich podstawie
wynikéw. Uzyskane wyniki dotyczace potencjalnej wysokiej skutecznosci terapii
kombinowanej anty-PD-1 i anty-CAIX, znaczenia ekspresji CAIX i inhibitoréw punktéw
kontrolnych opornosci oraz poréwnania wplywu radioterapii protonowej i radioterapii
promieniami X na plastycznos$¢ komoérek nowotworowych sg bardzo interesujgce i wazne.



Doktorantka we wiasciwy sposob skorzystata z literatury przedstawiajgc stan wiedzy
zwigzanej z badanymi w rozprawie zagadnieniami, cho¢ np. zawarto$¢ rozdziatu
zatytutowanego ,,In silico modeling in oncology” budzi pewien niedosyt.

W rozprawie znalazlo sie niewiele drobnych bleddw jezykowych. Podane w
streszczeniach w jezykach angielskim i polskim numery rozdzialéw nie zgadzajg si¢ z
rzeczywistymi numerami rozdziatow, gdyz rozprawa zawiera siedem, a nie szes¢ rozdziatow.
Ponadto, w rozdziale 5.2 znalazt sie podrozdzial opatrzony numerem 5.2.1, jednak jest to
jedyny podrozdzial w tym rozdziale, wigc jego wyodrebnienie nie ma wigkszego sensu (tzn.
tekst w nim zawarty powinien znajdowaé si¢ w rozdziale 5.2, a nie 5.2.1). Podobnie jest w
rozdziale 6.2. Sg to jednak drobne usterki.

Sformutowane przez Doktorantke w rozdziale czwartym cele zostaly zrealizowane, a
postawione hipotezy pozytywnie zweryfikowane.

Autorka rozprawy wskazata pewne ograniczenia przeprowadzonych badan. Wsrod nich
znalazla si¢ uwaga dotyczgca konieczno$ci dalszego potwierdzenia wynikéw dotyczacych
znaczenia CAIX dla skuteczno$ci immunoterapii ze wzgledu na ograniczong dostepnosé
danych. Interesujgce byloby rozwiniecie tej mysli i skomentowanie przez Doktorantke do
jakiego stopnia uwaza uzyskane wyniki za zgodne z rzeczywistoscig biologiczng i na ile
doktadnie zaproponowany model t¢ rzeczywistos¢ opisuje.

3. Podsumowanie

Moim zdaniem mgr Julia Grajek przedstawila w swojej rozprawie doktorskiej bardzo
interesujgce wyniki dotyczgce zastosowania modelowania matematycznego do analizy
proceséw zwigzanych z rozwojem i leczeniem choréb nowotworowych, a w szczego6lnosci
poszukiwania za jego pomoca zrodel opornosci oraz potencjalnych celéw terapii w
mikrosrodowisku guza nowotworowego. Wzbogacajg one wiedz¢ na temat mechanizmow
opornosci na terapie antynowotworowe oraz potencjalnych celow takich terapii, mogac si¢ w
ten sposdb przyczyni¢ do zwiekszenia skutecznosci leczenia choréb nowotworowych. Warto
tez zwrdci¢ uwage na fakt, ze wyniki przedstawione w rozprawie zostaly opublikowane w
trzech bardzo dobrych czasopismach z listy JCR, co $wiadczy o tym, ze badania prowadzone
przez Doktorantke zostaty docenione przez srodowisko naukowe.

II1. Konkluzja

Rozprawa doktorska mgr Julii Grajek zawiera oryginalne i interesujgce wyniki naukowe
dotyczgce badania mikrosrodowiska guza nowotworowego z wykorzystaniem modelowania
matematycznego. Moim zdaniem przedstawione w niej wyniki stanowig istotny wklad do
dyscypliny inzynieria biomedyczna. Uwazam, Zze wymagania stawiane rozprawom
doktorskim przez obowigzujgce przepisy zostaly speinione. Wnoszg zatem o dopuszczenie
mgr Julii Grajek do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora.
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