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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Sochackiej

Tytut rozprawy: ,Rola neuromedyny U (NMU) w regulacji potencjatu migracyjnego komérek raka

jelita grubego”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Eweliny Sochackiej pt. ,Rola neuromedyny U
(NMU) w regulacji potencjatu migracyjnego komérek raka jelita grubego” zostata zrealizowana w
Pracowni Sygnalizacji Komoérkowej Instytutu Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk pod
kierunkiem dr hab. Joanny Bonceli, prof. IBM PAN. Funkcje promotora pomocniczego petnita dr
Patrycja Przygodzka. Wykonane w ramach pracy doktorskiej badania byty finansowane ze $rodkéw
Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu Sonata Bis pt. ,Neuromedyna U jako nowy
potencjalny regulator przerzutowania w raku jelita grubego i odbytnicy”, nr 2016/22/E/NZ3/00341,
przyznanego dr Patrycji Przygodzkiej. Rozprawa stanowi kontynuacje prowadzonych z powodzeniem

od kilku lat badan nad rolg neuromedyny U (NMU) w rozwoju i progresji nowotworowej.

Warto podkresli¢, ze wszystkie prezentowane w rozprawie wyniki badar zostaty opublikowane w 2021
roku w czasopi$émie Journal of Experimental & Clinical Cancer Research, a Doktorantka razem z

promotorem pomocniczym jest pierwszym autorem tej publikacji.

Problem naukowy rozprawy

Pani mgr Ewelina Sochacka w swojej rozprawie doktorskiej podjeta sie zbadania wptywu biatka
wydzielniczego, NMU na komérki réznych linii raka jelita grubego. Doktorantka, w pierwszej czgsci
rozprawy scharakteryzowata badane linie pod wzgledem ekspresji NMU i jej receptoréw, sprawdzita
poziom tego biatka w lizatach komérkowych, a takze jego wydzielanie do Srodowiska, zbadata rowniez

jego zdolno$¢ do aktywacji szlaku kinaz ERK. W drugiej czesci pracy, Doktorantka sprawdzita wptyw
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NMU na funkcje komérek raka jelita grubego z nadekspresja NMU. Zbadata zdolnos¢ komorek do
formowania kolonii, aktywacje kinaz ERK, ocenita poziom powierzchniowych podjednostek
integrynowych i sprawdzita zdolnosci do migracji i inwazji wykorzystujgc metode opierajaca sig na
zmodyfikowanych komorach Boydena, gdzie komérki migrujg przez filtry poliweglanowe w kierunku

chemoatraktanta.

Uktad rozprawy i zastosowanie piSmiennictwa

Rozprawe stanowi opublikowane w jezyku polskim opracowanie liczace 109 stron maszynopisu. Praca
zawiera 19 rycin, 11 tabel oraz 126 pozycji literatury a uktad pracy jest charakterystyczny dla prac
doktorskich w zakresie nauk eksperymentalnych. Praca podzielona jest na czesci obejmujgce Wstep,
Cel Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusje i Wnioski. Na koficu pracy umieszczono Streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, bibliografie oraz wykaz skrétéw, rycin i tabel umieszczonych w pracy.
Zawarto$¢ poszczegdlnych czesci pracy jest prawidtowa, a spis tresci dobrze przygotowany. Praca

napisana jest starannie, poprawna polszczyzng a bteddéw i literéwek jest niewiele.

W rozdziale Wstep Doktorantka w przejrzysty i uporzadkowany sposéb omawia zagadnienia majace
zwigzek z przedmiotem pracy. Autorka przedstawia molekularny mechanizm rozwoju raka jelita
grubego i szlaki sygnalizacyjne zaangazowane w ten proces. Opisuje réwniez proces przejscia
epitelialno-mezenchymalnego i typy migracji komérek a takze charakterystyke Neuromedyny U i jej
receptoréw. Autorka wskazuje na metody diagnostyczne i klasyfikacje stuzgce do oceny stopnia
zaawansowania raka jelita grubego. Stosunkowo duzo miejsca we wstepie Autorka poswigcita na opis

terapii przeciwnowotworowych w raku jelita grubego. Te czes$¢ pracy czyta sie z przyjemnoscia.

Moje krytyczne uwagi do tej czesci dotyczg przede wszystkim wykorzystanych pozycji literatury.
Zazwyczaj Autorka podaje cytacje na korcu akapitu lub podrozdziatu, czesto cytujac prace
przegladowe. Jest to zrozumiate dla og6lnego opisu procesu jak to ma miejsce w podrozdziale 1.2.
,Proces nowotworzenia” lub np. w rozdziale 1.1. gdzie zacytowana praca przeglagdowa (Pino i Chung,
2010) podaje przyktady genéw supresorowych wymienionych w tym rozdziale. Jednak przy opisach
mechanizméw czy konkretnych proceséw brakuje odniesien do prac oryginalnych. Pozycje te powinny

znaleZ¢ sie po zdaniu opisujgcym dane zjawisko.

We wstepie zabrakto mi takze doktadniejszego opisu biatek zaangazowanych w migracje i sposobow

regulacji potencjatu migracyjnego (podrozdziat 1.4.).
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Cele pracy i metodyka badawcza

Celem pracy doktorskiej byto scharakteryzowanie roli neuromedyny U w progresji raka jelita grubego
a zwlaszcza jej wptywu na potencjat migracyjny i inwazyjny komérek nowotworowych. Szczegétowe
cele obrane przez Doktorantke obejmowaty analize poziomu neuromedyny U oraz jej receptoréw w
wybranych liniach komérkowych raka jelita grubego oraz medium pohodowlanym, analizy wptywu
poziomu NMU na aktywacje szlaku sygnalizacyjnego kinaz MAP/ERK oraz oceng wptywu nadekspresji
NMU na potencjat migracyjny i inwazyjny komoérek raka jelita grubego. Rak jelita grubego jest jednym
z najczesciej diagnozowanych nowotworéw na swiecie, jednak pomimo tego faktu, brakuje
precyzyjnych metod diagnostycznych pozwalajacych na identyfikacje choroby we wczesnym stadium.
Neuromedyna U to biatko wydzielnicze, ktérego rola w procesie nowotworzenia nie jest dobrze
udokumentowana. W kontekscie poszukiwania nowych czynnikéw diagnostycznych lub
prognostycznych NMU moze stanowi¢ nowy cel badawczy i podjecie takiej tematyki pracy byto jak

najbardziej zasadne.

Cze$¢ Materiaty i metody opisana jest poprawnie a zatgczone tabele utatwiajg przesledzenie uzytych
materiatow i wykorzystanych w pracy metod. Zastosowane metody doswiadczalne byty adekwatne do
celu postawionego w projekcie i umozliwiaty jego uzyskanie. Spektrum wykorzystanych metod

$wiadczy o dobrym przygotowaniu doktorantki do pracy doswiadczalnej.

Moje krytyczne uwagi tej czesci pracy dotyczg niescistosci w opisach, uzywania Zzargonu
laboratoryjnego lub zwrotéw anglojezycznych, np. ,odczynniki uzywane do doswiadczen
charakteryzowaty sie najwyzszym mozliwym stopniem czystosci”, ,komérki odklejono od podtoza
hodowlanego” czy ,konfluencji” zamiast gestosci, ,,0sad” zamiast pelet komérek. Chciatam takze
poprosi¢ o wyjasnienie na jakiej podstawie dokonano wyboru genu referencyjnego do analizy PCR w
czasie rzeczywistym i czy w przedstawionych analizach wykorzystywano dwa podane geny, GAPDH i
Baktyne? W przedstawionej metodyce Autorka podaje, ze amplifikacja obejmowata 45 cykli reakcji,
chciatam zapytaé w ktérym cyklu obserwowano poszczegdlne produkty? Nie znalaztam réwniez
informacji na jakiej podstawie wybrano stezenia agonisty receptoréw NMU 1 i NMU 2, ktére w tescie
mobilizacji wapnia wynoszg odpowiednio 40 nM i 200 nM. Co wigcej, nie jest dla mnie jasne, dlaczego
w badaniu aktywacji kinaz biatkowych agonista receptora NMU 2 zostat uzyty w kocowym stezeniu
250 nM, a nie 200 mM jak w te$cie mobilizacji wapnia. Nie znalaztam takze informacji o stezeniu

uzytego inhibitora kinaz MAPK, PD98059.

Uniwe t Jagiellodski
Wydziat Bioche izykii B nologii UJ
Zaktad Bi

ochemii Ogolnej



Uzyskane wyniki i ich interpretacja

W czesci Wyniki Doktorantka przedstawia charakterystyke 6 linii komérkowych raka jelita grubego,
pod wzgledem poziomu transkryptéw i biatek dla NMU i jej receptoréw a takze receptora
alternatywnego. Charakteryzuje poziom NMU wydzielanego do medium hodowlanego. Wskazano
rowniez, ze ekspresja receptoréow NMU jest regulowana przez proces metylacji. W dalszej czg$ci pracy
Doktorantka przedstawita wyniki wykonane na komérkach z nadekspresja NMU i obejmujace m.in.
badanie wptywu NMU na potencjat migracyjny komérek. Wyniki przedstawione sa przejrzyscie i dobrze

opisane. Jednak ta cze$¢ pracy pozostawia pewien niedosyt i sktania do zadania kilku pytan.

Z uwagi na fakt, ze praca dotyczy roli NMU w regulacji potencjatu migracyjnego komoérek raka jelita
grubego, w przedstawionych w pracy wynikach zabrakto mi pokazania wptywu NMU na poziom biatek
zaangazowanych w aktywacje migracji, m.in. biatek Ras, kinazy SRC, kinazy ptytek przylegania (ang.
focal adhesion kinase, FAK) czy kinazy AKT oraz pokazania zmian w cytoszkielecie aktynowym. W pracy
poddano analizie aktywacje kinaz ERK, ktére naleza do rodziny kinaz biatkowych aktywowanych
mitogenem (MAPK). MAPK s3 kluczowymi szlakami sygnatowymi, ktére reguluja réznorodne procesy
komoérkowe, w tym proliferacje, réznicowanie, apoptoze i reakcje na stres. Doktorantka wskazuje na
$ciezke sygnatowa kinaz ERK 1/2 jako odpowiedzialng za potencjat migracyjny komorek raka jelita
grubego. Tu prositabym o wyjasnienie, o ktéry element szlaku chodzito Doktorantce i w jaki sposob

kinazy ERK mogg regulowa¢ migracje komoérek.

Kolejna kwestig, ktéra chciatabym wyjasnié, to przeprowadzenie doswiadczen i interpretacja wynikow
uzyskanych w tescie migracji komérek przez filtry poliweglanowe. Z pracy wynika, ze w tych
doswiadczeniach komorki byty inkubowane w gradiencie stezer surowicy. Nie do korica rozumiem
wykorzystanie surowicy jako chemoatraktanta w sytuacji, kiedy NMU to biatko wydzielnicze i ono byto
przedmiotem badain. W teécie chemotaksji przez filtry surowica zazwyczaj stanowi kontrole
pozytywna. Dlatego, w mojej opinii, w tescie badajgcym zdolnosci migracyjne komorek pod wptywem
NMU, komérki powinny migrowa¢ w kierunku medium pohodowlanego z komérek z nadekspresja
NMU lub w kierunku chemoatraktantéw: gradientu NMU syntetycznej, lub agonisty wzgledem NMUR2
— SBL-NMU-17, ktéry aktywuje zmiany poziomu wapna i fosforylacje kinaz ERK. Co wigcej,
zahamowanie $ciezki kinaz MAP w przypadku zastosowania surowicy jako chemoatraktanta nie
wskazuje jednoznacznie, ze kinazy te odpowiadajg za migracje aktywowang NMU. Surowica moze
aktywowa¢ szereg $ciezek sygnalizacyjnych (w tym szlak kinaz MAP) i tym samym wplywac na
aktywnos$¢ migracyjng komorek. Zaobserwowano takze, ze komoérki z nadekspresja NMU migrujg
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efektywniej przez Matrigel. Czy sprawdzano poziom metaloproteinaz w komérkach z nadekspresja

NMU?

Prositabym takze o wyjasnienie celu do$wiadczeri immunoprecypitacji, ktérych wyniki prezentowane
sq na Ryc. 13. Z opisu metody wynika, ze medium byto bardzo zageszczone (w mojej opinii
zastosowanie 5 ml medium na butelke 75 cm? i 48 godzinng inkubacje to zbyt mato, aby komérki nie
podeschty), a do analiz uzyto potowe medium zebranego znad komérek. W wypadku wykorzystania
metody immunoprecypitacji mozna méwic raczej o detekcji danego biatka, a nie jak napisano w pracy
o0 ocenie poziomu biatka. Do oceny poziomu wydzielanego biatka najlepsza bytaby metoda ELISA lub
metoda western blot. Czy wykorzystanie metody immunoprecypitacji spowodowane byfo faktem, ze
komérki pomimo nadekspresji NMU i wykazanego wysokiego poziomu endogennego biatka,
przedstawionego na Ryc. 12, nie wydzielaja go efektywnie do medium? Co moze regulowa¢ poziom

wydzielanego biatka?

W opisie analiz statystycznych podano, ze wyniki uzyskano w minimum 3 niezaleznych
eksperymentach. W opisie rycin brakuje informacji, ile powtérzen wykorzystano w danej analizie, czy
byly to trzy powtérzenia czy wiecej. Chciatam takze dopytac o brak istotnosci statystycznej na Ryc. 13
na wykresach przedstawiajgcych analizy densytometryczne. Dla tej samej ryciny w opublikowanej
pracy w czasopiémie Journal of Experimental & Clinical Cancer Research (Fig. 6A) wyniki te wskazujg

na istotny statystycznie wzrost poziomu NMU w medium pohodowlanym.

Praca zakoriczona jest Dyskusja, ktéra stanowi bardzo dobre podsumowanie otrzymanych wynikow.
Dyskusja przeprowadzona jest bardzo sprawnie, $wiadczy o dobrej znajomosci tematu i czyta sig jg z
przyjemnoscig. W dyskusji Doktorantka odnosi sie¢ do wtasnych wynikéw, ale tez bardzo szeroko
dyskutuje mozliwosci prowadzenia dalszych badan. W tej czeéci pracy zabrakto mi jednak lepszego
przedyskutowania roli NMU w regulacji potencjatu migracyjnego, zwtaszcza, ze to byto nadrzgdnym
celem pracy. Nie znalaztam w pracy wyttumaczenia jaki jest mechanizm aktywacji potencjatu

migracyjnego komérek przez wptyw na fosforylacje kinaz ERK 1/2.

Prace koncza dobrze napisane Whnioski koricowe, jednak stwierdzenie, ze ,NMU uruchamia procesy
podobne do tych zachodzacych podczas EMT” jest w mojej opinii zbyt daleko idgce. Nie znalaztam w

pracy wynikéw, ktére by potwierdzaty wptyw NMU na proces EMT.
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Pomimo tych zastrzezer chciatabym podkresli¢, ze w pracy uzyskano wiele interesujacych wynikéw,
ktére dostarczyly nowych danych na temat roli NMU i z pewnoscig s to wyniki, ktore sktaniajg do
kontynuowania badan. Tematyka badari podjeta w pracy jest istotna i aktualna. Wykonane analizy

pokazuja opanowanie szerokiego wachlarza metod badawczych.

Podsumowujac, moge stwierdzié, ze praca stanowi oryginalne rozwigzanie podjetego
problemu naukowego, wskazuje na ogélng wiedze teoretyczng Kandydatki w swojej dyscyplinie
naukowej i umiejetnoéé samodzielnego prowadzenia pracy badawczej. W mojej opinii,
przedstawiona rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1668). W zwiazku z tym przedktadam
Komisji Uniwersytetu tédzkiego ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne wniosek o

dopuszczenie pani mgr Eweliny Sochackiej do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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