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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Julii Grajek

»Mathematical modeling of the tumour microenvironment with the aim of
studying its heterogeneity as a driver of treatment resistance and a potential
therapy target”

Praca zostala napisana pod kierunkiem dra habilitowanego Jana Poleszczuka, profe-
sora Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Nalecza PAN.

Praca dotyczy zastosowania modeli matematycznych do opisu heterogennosci mikrosro-
dowiska otoczenia guza nowotworowego i jego wplywu na jego ewolucj¢ czasoprzestrzen-
ny. Na mikrosrodowisko to sktadajg sie w szczegdlnosci zwyczajne komoérki nowotworo-
we, nowotworowe komoérki macierzyste, naczynia krwionosne, komérki tkanki tacznej oraz
macierz pozakomérkowa. Powyzsze elementy oddzialuja na siebie w réznoraki sposob a
oddzialywania te mogg wplywacé istotnie na efekty terapii antynowotworowych, w szcze-
gélnodci terapii za pomocy inhibitoréw punktéw kontrolnych odpornoéci oraz naswietlania
promieniowaniem gamma, czy tez promieniowaniem protonowym. Jak wiadomo, w przy-
padku ztodliwych guzéw nowotworowych, niewlasciwie zaplanowana terapia nie tylko moze
byé niefektywna, ale wrecz szkodliwa mogac w konsekwencji doprowadzi¢ do pogorszenia
stanu zdrowia pacjenta poprzez wywotanie reakcji metastatycznej. Analiza wzajemnych
oddziatywan pomiedzy komérkami nowotworowymi (zwykltymi lub macierzystymi) a inny-
mi elementami mikrosrodowiska lub tez miedzy tymi elementami jest niezwykle istotna.
Oprécz wartoéci poznawczych moze ona byé podstawa do opracowania nowych proto-
koléw terapeutycznych. Mimo, ze przeprowadzona w pracy analiza ma charakter czysto
matematyczny, to jednak do okreslenia wiekszosci parametréw zaproponowanych mode-
li korzysta sie w niej z dostepnych danych eksperymentalnych ’in vitro’. Modelowanie
przedstawione w pracy ma zatem glgbokie podstawy empiryczne. Co wiecej, z uwagi na
niezwykle restrykcyjne przepisy etyczne dotyczace badan na zwierzetach i niewielky ilogé
danych klinicznych, modelowanie takie ma charakter awangardowy, porzadkujacy i moze
by¢ wstepem do opracowania nowych protokoléw terapeutycznych.

Rozprawa doktorska oparta jest na trzech pracach wspélautorstwa mgr Julii Grajek
opublikowanych w latach 2022-2023. Tekst kazdej z powyzszych prac poprzedzony jest
rozdzialem wstepnym. Oprécz tego calo$é pracy poprzedzona jest wstepem ogdélnym sta-
nowigcym wprowadzenie do problematyki poruszanej w rozprawie.
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Cele pracy

Tytul dobrze odzwierciedla zagadnienia podjete w rozprawie. Zadania, jakie Autorka po-
stawila przed sobg w badaniach bedacych podstawg jej rozprawy doktorskiej byly naste-

pujace:

1.

Wyjasnienie zjawiska niskiej wydajnosci terapii guzéw nowotworowych inhibitorami
punktow kontrolnych (immune checkpoint inhibitors - ICI) w przypadku wysokie-
go poziomu ekspresji enzymu CAIX (anhydrazy weglanowej). Terapia inhibitorami
punktéw kontrolnych reprezentowana jest tutaj przez obnizenie poziomu ekspresji
PDL-1, ktéra blokuje aktywacje komérek immunologicznych typu T (terapi¢ anty-
PD-1). Autorka nie rozpatruje w swoim modelu terapii anty-CTLA-4, gdyz znacze-
nie tego punktu kontrolnego zwiazane jest z procesami odbywajacymi sie w weztach
limfatycznych we wstepnej fazie rozwoju nowotworu, w ktérej specyficzne mikrooto-
czenie nowotworu nie jest jeszcze uksztaltowane. Ekspresja anhydrazy weglanowej
CAIX ma podwyzszong warto$é w przypadku szeregu rodzajéw nowotworéw. Enzym
ten pojawia si¢ na membranie komoérek nowotworowych jako efekt niedotlenienia
mikroérodowiska guza nowotworowego wskutek dzialania czynnika transkrypcyjne-
go HIF-1 (hypoxia inducible factor). Negatywny wplyw CAIX na mikrosrodowisko
guza polega gléwnie na podwyzszeniu jego kwasowosci (do okoto 6.5 pH) poprzez
katalizowanie konwersji dwutlenku wegla na wodoroweglan (H,COj3) oraz proton
(H*). Wzrost kwasowosci macierzy pozakomoérkowej skutkuje ostabieniem zdolnosci
cytotoksycznych komoérek immunologicznej typu T, lub tez do ich $mierci. Z dru-
giej strony, komérki nowotworowe wyksztalcily swosite mechanizmy obronne przed
niedotlenieniem (przejécie na oddychanie beztlenowe), sg tez o wiele bardziej odpor-
ne na podwyzszong zawarto$é jonéw wodorowych niz komérki immunologiczne. W
rezultacie, terapia inhibitorami punktéw kontrolnych przynosi statystycznie bardzo
stabe efekty. Z drugiej strony, terapia taka zastosowana do guzéw nowotworowych
z usuniety ekspresjg anhydrazy weglanowej CAIX (np. za pomoca inhibitora SLC-
0111), jest o wiele bardziej wydajna i czesto doprowadza do pelnej eradykacji. Niska
ekspresja CAIX moze byé¢ zatem sensownym bio-wskaznikiem powodzenia terapii
anty-PD-1.

Opracowanie prostego modelu matematycznego opisujacego oddziatywanie guza no-
wotworowego z jego mikrootoczeniem, w szczegdlnosci z komérkami immunologicz-
nymi typu T, w procesie terapii polegajacej na inhibicji punktu kontrolnego PD-1
i jednoczesnym obnizeniu ekspresji genu anhydrazy weglanowej CAIX, sformutowa-
nego w jezyku réwnan rézniczkowych zwyczajnych, ktérego analiza pozwolitaby na
znalezienie obszaréw w przestrzeni parametréow zapewniajacych pozytywny przebieg
leczenia.



3. Konstrukcja i analiza modelu matematycznego opisujacego zjawiska zachodzace w
radioterapii guza, w szczegdlnosci na uchwyceniu réznic w procesach plastycznosci
komérek nowotworowych pomiedzy radioterapia fotonows a protonows. Plastycz-
noéé komérek nowotworowych stanowi kluczowa charakterystyke efektywnosci za-
stosowanej metody radioterapeutycznej.

Realizacja celéw rozprawy
Realizacja pierwszego z postawionych zadan (1.) zostala przedstawiona w pracy

P1 Grajek J, Kather JN, Poleszczuk J. 2028 An in silico model to study the impact of carbonic
anhydrase IX expression on tumour growth and anti-PD-1 therapy. J. R. Soc. Interface 20.

W pracy tej rozwazony jest hybrydowy agentowo-rézniczkowy uktad opisujacy ewolu-
cje czasowo-przestrzenng komérek nowotworowych, limfocytéw T i innych komérek oto-
czenia guza. Komérki te umieszczone sq si¢ na periodycznej sieci tréjwymiarowej. Z praw-
dopodobienstwem zaleznym od lokalnych czynnikéw zewnetrznych, takich jak zawartosé
tlenu, glukozy, ilogci komoérek limfatycznych, czy tez stopien zakwaszenia mikrootocze-
nia, komérka nowotworowa moze w kolejnym kroku czasowym zainicjowaé swéj podzial,
umrzeé, przesunaé sie na wolng sasiednia pozycje w sieci, przej$¢ w stan uspienia, zwigk-
szyé ekspresje PDL-1 lub CAIX, przej$¢ w stan beztlenowej produkcji energii. Ekspresja
PDL-1 oraz ekspresja CAIX moze z kolei doprowadzi¢ do obnizenia aktywnodci lub $mierci
limfocytéw T, chyba ze stosujemy terapie anty-PD-1 oraz wylaczymy ekspresje CAIX np.
poprzez inhibitor SLC-0111. W swojej czesci rézniczkowej model zawiera uktad réwnan
typu reakcji-dyfuzji opisujacych przestrzenny rozklad stezen tlenu, glukozy oraz jonéw H*
wewnatrz guza notworowego. Réwnania te rozwigzuje si¢ w kazdym kroku czasowym w
zmiennym obszarze wyznaczonym przez granice objetosci guza. Czes¢ agentowa schematu
numerycznego oparta zostata w zasadniczej czesci na schemacie z prac [83],[84] Promoto-
ra rozprawy. Jak pokreéla Autorka, schemat ten zostal jednak istotnie zmodyfikowany na
potrzeby rozpatrywanego problemu. Zostal tez dodany do niego wspomniany komponent
rézniczkowy opisujacy fizjogiec wewnatrzkomérkowa. W oparciu o zaproponowany sche-
mat komputerowy, Autorka uzyskala szereg interesujacych rezultatéw dotyczacych terapii
anty-PD-1 w uktadach z naturalnym i obnizonym poziomem ekspresji CAIX. Rezultaty te
potwierdzaja, ze ko-terapia anty-CAIX zwicksza istotnie efektywnos¢ inhibitorami punktu
kontrolnego PD-1, jesli chodzi o liczbe przezywajacych komoérek nowotworowych.

Realizacja drugiego z postawionych zadan (2.) zostala przedstawiona w pracy

P3 Grajek, J.; Poleszczuk, J. Carbonic Anhydrase IX Suppression Shifts Partial Response to
Checkpoint Inhibitors into Complete Tumor Eradication: Model-Based Investigation. Int. J. Mol.
Sci. 2023, 24. MDPI



Uproszczony model opisujacy zjawiska zachodzace podczas terapii anty-PD-1 oraz
anty-CAIX dany jest przez uklad zwyczajnych réwnan rézniczkowych (14)-(15). Zmien-
nymi w tym ukladzie sa stezenia komoérek nowotworowych (C), macierzystych komoérek
nowotworowych (S), limfocytéw T (E), interferonu v (I) oraz jonéw wodorowych (H). Te-
rapie inhibitorami punktéw kontrolnych PD-1 i CTLA-4 skalowane sg tutaj odpowiednio
poprzez state d; i ds a redukcja ekspresji CAIX skalowana jest poprzez stalg do. Model
(14)-(15) jeat zatem, w pewnym sensie, rozszerzeniem modelu agentowego rozpatrywanego
w punkcie 1., w ktérym ze wzgledéw technicznych nie rozpatrywano terapii anty CTLA-
4. W oparciu o zaproponowany model, Autorzy pracy dokonali symulacji numerycznych
przebiegu mozliwych kombinacji terapeutycznych. Symulacje te potwierdzajg istotng roleg
redukcji kwasowosdci mikrootoczenia guza nowotworowego. Praca zawiera réwniez uprosz-
czenie modelu (14)-1(15) do postaci (16). Oparte jest ono na fakcie, iz zwykte komorki
nowotworowe, w przeciwiedstwie do komérek macierzystych umieraja z niezaniedbywal-
nym prawdopodobienstwem.

Realizacja trzeciego z postawionych zadan (3.) zostala przedstawiona w pracy

P3 Cellular plasticity upon proton irradiation determines tumor cell radiosensitivity I. Schnie-
wind, W. W. Hadiwikarta, J. Grajek, J. Poleszczuk et al., 2022, Cell Reports 38.

W powyzszej pracy, poréwnywano m.in. efekty napromieniowania kilku nowotworo-
wych linii komérkowych wigzkami fotonowymi i protonowymi o ustalonej dawce (rzedu
6 Gy). Efekty te byly monitorowane przez okres 14 dni. W szczegélnosci w okreslonych
punktach czasowych rejestrowane bylo stezenie enzyméw ALDH' oraz ALDH™. Przyj-
muje sie enzymy te sa bardzo dobrymi markerami odpowiednio macierzystych komorek
nowotworowych (CSCs) oraz zwyklych komérek nowotworowych (CCs), mozna zatem na
ich podstawie wnioskowaé o lokalnym w czasie stezeniu frakcji SCCs i CCs. Do mate-
matycznej analizy uzyskanych w eksperymencie wynikéw Doktorantka zastosowata model
opisywany skoriczong liczba réwnan rézniczkowych zwyczajnych, w ktérym zmiennymi
sg stezenia odpowiednio zdefiniowanych rodzin zwyktych i macierzystych komoérek nowo-
tworowych. Obie grupy komérek dzieli si¢ na podgrupy komoérek napromieniowanych (z
uszkodzonym DNA) oraz komérek nienapromieniowanych. Dodatkowo, w grupie komérek
niemacierzystych (CCs) wyréznia si¢ podgrupy komérek znajdujacych sie w i-tym cyklu
namnazania. Zaproponowany model jest dostosowang do warunkéw eksperymentu wersjg
agentowych modeli Promotora rozprawy z prac [98], [99]. Kalibracja uzytego modelu do
otrzymanych danych do$wiadczalnych pokazata, ze w wyniku napromieniowania naste-
puja zaréwno procesy plastycznosci, tj. przechodzenia komoérek nowotworowych CCs z
uszkodzonym DNA w komérki macierzyste (SCCs), jak i procesy plastycznosci odwrot-
nej, tzn. przechodzenia komérek macierzystych w nieuszkodzone zwykte komérki nowo-
tworowe (CCs). Co wigcej, symulacje numeryczne w ramach zaproponowanego modelu,
potwierdzity fakt, ze procesy plastycznosci zachodzg ze znacznie mniejszg intensywnoscig
w przypadku radiacji protonowej niz w przypadku radiacji fotonowej. Uzyskane na pod-
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stawie modelu przebiegi czasowe stezeri komérek nowotworowych (w okresie 14 dni) byly
réwniez jakosciowo zgodne z wynikami eksperymentalnymi. Moim zdaniem, oprécz war-
tosci czysto poznawczych, powyzsze rezultaty stanowig istotne osiggnigcia w kontekscie
opracowywania optymalnych radiacyjnych protokotéw terapeutycznych.

Uwagi krytyczne

Na Rys. 2.1 rozprawy, Autorka lokalizuje bialka CTLA-4 oraz molekuly CD28 na
powierzchni komérek APCs (antigen presenting cells) a ich korespondujace ligandy (B7-1
i B7-2) na membranie limfocytéw T, podczas gdy wigkszos¢ najpopularniejszych referencji
(np. Sharpe, A., Freeman, G. The B7-CD28 superfamily. Nat Rev Immunol 2, 116-126
(2002). hitps://doi.org/10.1038/nri727) sugeruje, ze jest akurat odwrotnie. Jedli nie jest
to zwykle niedopatrzenie, szkoda, ze Autorka nie skomentowala powyzszej rozbieznosci.

Wprowadzony w pracy P2 uktad réwnan rézniczkowych zwyczajnych (16) ma, zgodnie
z zamierzeniami Autorki, pozwalaé na teoretyczng analize przebiegu terapii anty-PD-1,
anty-CAIX, anty-CTLA-4 w zaleznosci od zastosowanych parametréow terapeutycznych.
Wydaje sie, ze taka teoretyczna analiza zostala jedynie zainicjowana i nie do konca prze-
prowadzona. Warunek na nieistnienie niezerowego stanu stacjonarnego (S, ES, I, H) ukta-
du (16), takiego, ze S # 0, zostal sprowadzony do nieréwnosci ¢; < ca, gdzie stale ¢; i
co okreslone sg w réwnosciach (7) i (10), przy czym stata ¢; ma bardzo skomplikowang
postaé. Moim zdaniem, warunek ten daje sie jednak zapisa¢ w alternatywnej formie, ktéra
pozwala na jego (lepsze) zrozumienie. Tak wiec, z czwartego réwnania ukladu (16) otrzy-
mujemy H = Hy+v~1(d +q). Z trzeciego réwnania otrzymujemy I = E rw™. Oznaczmy
N = nmax (1 — Hypresn H1,0) oraz R = ES. Przyréwnujac prawa strone drugiego row-
nania do 0, otrzymujemy

R = Sbu(d + amupL + N)™*. (1)

Z pierwszego réwnania uktadu (16) otrzymujemy natomiast

R=¢S(1 - SK~)(avemu(1 — pL))~ (2)

Krzywa (2) parabola a krzywa (1) prosta. Obie krzywe przechodzg przez punkt (0,0).
Aby krzywe nie przecinaly si¢ poza tym punktem, pochodna paraboli w punkcie (0,0)
musi by¢ mniejsza niz pochodna do krzywej (1). Jesli zatem

#(d + amupL + N) < avempu(l — pL)bp,

stan stacjonarny z S # 0 nie istnieje. Poniewaz, zgodnie z definicja (15), L < 1, wiec
warunek ten implikowany jest przez nieréwnos$é¢ ¢(d + amup + N) < avemu(1l — p)bp.

Co wiecej, podobng analiz¢ mozna przeprowadzi¢ takze dla ukladu wyjsciowego (14).
L ma w tym przypadku taka sama postaé, jak w przypadku uproszczonym. Podobnie, jesli



S £0,t0 H=Hy+v (6 +q(l —d3)) a N =nmax(l — Hypresn H1,0). Przyréwnujac
prawg strone trzeciego rownania podzielonego przez S do 0, otrzymujemy dla R := EV

-1
R =Vbu(l + da) (d + amnpp(l — &5+ N) . (3)
Dodajac dwa pierwsze réwnania ukladu (14) otrzymujemy
Vv C
0=¢V(1 - —I—{—) — 2avemu(l — p(1 —dy)L)R — nVV. (4)

Tak wiec, 0 = V(1 — %) —2avemu(l—p(1—dy)L)R—nV, gdzie fi € [0,n). Podstawiajac
za. R prawg strone (3), wnioskujemy, jak w przypadku ukiadu (16), ze jesli

o(1—n) (d +ampp(l —dy) + N) < Zafucmu(l —p(1— d1)>bu(1 + ds), (5)

to nie istnieje stan stacjonarny z V' > 0. Oczywiscie nie jest to warunek konieczny, ale
jedynie wystarczajacy, gdyz polozyliSmy L = 1. Charakteryzuje on jednak zespét para-
metréw, dla ktérych w ramach rozpatrywanego modelu mozliwa jest catkowita likwidacja
nowotworu.

Zamieszczony na str. 97 pracy P3 dowdd hipotezy, iz v # 0, aby model dobrze opisywat
wyniki do$wiadczalne, jest, moim zdaniem, niescisty, gdyz nie bierze pod uwagg faktu, ze
w funkeji f wspotezynnik przy b (jako zalezny od wielkosci a,x, y) moze stawaé si¢ ujemny
i rosnaé jak b zmieniajac w ten sposéb charakter funkcji kwadratowe;.

Uwagi koncowe

Mimo tych kilku drobnych krytycznych komentarzy, rozprawe doktorskag mgr Julii
Grajek oceniam jako bardzo dobra. Organizacja rozprawy jest wzorowa. Praca sktada si¢
ze streszczen, wstepu ogdlnego oraz wprowadzenia do rozdziatéw bedacych przedrukami
prac, na ktérych jest oparta. Zaréwno we wstepie ogdlnym, jak i w rozdziatach poprzedza-
jacych publikacje Autorka dokladnie okreslita swéj wkiad w ich powstanie. W przypadku
prac P1 i P2 wklad ten jest istotny a nawet dominujacy. Praca P3 oparta jest na re-
zultatach eksperymentalnych, jednak odpowiednia interpretacja danych doéwiadczalnych
byta mozliwa dopiero w ramach zaproponowanego przez Autorke modelu matematyczne-
go. W swojej rozprawie Doktorantka jasno sformulowata ogélne i szczegétowe cele swojej
dzialalnosci naukowej. Wykazala si¢ kulturg matematyczng, dobrym opanowaniem metod
statystycznych oraz duzg wiedza biologiczna, przynajmniej jedli chodzi o fizjologi¢ komé-
rek nowotworowych. Tekst rozprawy napisany jest ptynnym, perfekcyjnym angielskim i w
zasadzie nie zawiera btedéw edytorskich.

Praca moze stuzyé jako doskonaly przyktad przydatnosci modeli matematyczno kom-
puterowych opierajacych si¢ na danych eksperymentalnych, tak wigc matematyki praw-
dziwie aplikacyjnej. Chociaz eksperymenty ’in silico’ w medycynie nie potrafig czesto
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wychwycié¢ wielu istotnych cech modelowanych proceséw, to jednak wyznaczaja kierunki
dalszych badaii majacych na celu poprawe skutecznosci metod terapeutycznych.

Reasumujac, stwierdzam, ze recenzowana praca speinia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim przez ustawe Prawo O szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018r.
(Dz. U. 2018 poz. 1668). Dlatego wnosze o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Julii Grajek

pt.

?Mathematical modeling of the tumour microenvironment with the aim of
studying its heterogeneity as a driver of treatment resistance and a potential
therapy target”

oraz dopuszczenie jej do publicznej obrony.

prof. dr. hab. Bogdan Kazmierczak






