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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ

mgr Kamili Soboskiej pt. ,Neuromedyna U (NMU) jako regulator aktywnosci komorek
mikrosrodowiska raka jelita grubego” wykonanej w Instytucie Biologii Medycznej Polskiej
Akademii Nauk pod kierunkiem promotora dr hab. Joanny Bonceli, prof. IBM PAN oraz
promotora pomochniczego dr Patrycji Przygockie;.

Wykonane w ramach pracy doktorskiej badania byty finansowane z projektu przyznanego przez
Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu Sonata Bis: ,Neuromedyna U (NMU) jako nowy
potencjalny regulator przerzutowania w raku jelita i odbytnicy”, kierowanego przez dr Patrycje
Przygocka.

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy analizy roli matego biatka wydzielniczego
neuromedyny U (NMU) w regulacji aktywnosci wybranych komaérek mikrosrodowiska w raku
jelita grubego. Rak jelita grubego (RJG) jest trzecim najczesciej diagnozowanym nowotworem
ztosliwym oraz drugy przyczyng zgondéw z powodu nowotwordw. Jest réwniez wysoce
heterogenng choroba o zréinicowanym podtozu molekularnym i kilku wyodrebnionych
podtypach molekularnych. Mimo wieloletnich badan, wcigz jest wykrywany zbyt pdino, a
rokowania w przypadku zaawansowanego stadium choroby sg niepomysine. Przerzuty
pozostajg najwiekszym wyzwaniem, podobnie jak w przypadku innych guzéw litych.
Jednoczesnie wiedza na temat procesu przerzutowania i czynnikdw zaangazowanych w ten
proces jest niepetna. Nadzieje na poprawe wynikéw leczenia wigze sie z lepszym poznaniem
biologii RIG, a w ostatnim czasie badania skupiajg sie na oddziatywaniu pomiedzy komaorkami
nowotworowymi a komérkami otaczajgcego je mikrosrodowiska. Biorgc pod uwage powyzisze
informacje stwierdzi¢ nalezy, ze zagadnienia podjete w pracy doktorskiej mgr Kamili Soboskiej
nakierowane na poznanie, stabo do tej pory opisanej, roli NMU w regulacji aktywnosci komérek
mikrosrodowiska RIG sg aktualne i istotne z poznawczego punktu widzenia. Lepsze poznanie
wzajemnych interakcji pomiedzy komdrkami nowotworowymi i komdrkami niszy jest kluczowe
dla opracowania nowych mozliwosci terapeutycznych, badania posiadajg wiec tez potencjalny
wymiar aplikacyjny w kontekscie nowych strategii terapeutycznych.
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Rozprawe stanowi przygotowane w jezyku polskim opracowanie liczace 111 stron. Uktad pracy
jest typowy dla dysertacji doktorskich w zakresie nauk eksperymentalnych. Posiada
nastepujgce rozdziaty: Wstep, Cel Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Literatura. Cato$¢ poprzedzona jest Spisem
Tresci i Wykazem Skrétéw. Zaréwno kompozycja pracy, jak i zawarto$é poszczegdlnych czesci
jest prawidtowa, a spis tresci dobrze przygotowany. Praca napisana jest przejrzyscie i zwiezle,
co uwazam za jej duzy atut. Z technicznego punktu widzenia rozprawa przygotowana jest
bardzo starannie; tekst jest napisany poprawng polszczyzng, btedéw jest bardzo niewiele;
literéwek praktycznie nie zauwazytam, zdarzaja sie nieliczne btedy interpunkcyjne. Praca
posiada czytelng oprawe graficzna i dobrze opracowane ryciny. Na szczegélng uwage zastuguja
bardzo starannie przygotowahe schematy — moja uwage szczegdlnie przykuty Ryc. 6
przedstawiajgca schemat réznicowania i polaryzacji makrofagéw oraz Ryc. 46 stanowigca
graficzne podsumowanie uzyskanych wynikdw. Uktad pracy jest logiczny i nie budzi zastrzezen,
co dowodzi umiejetnosci Doktorantki do wtasciwego przedstawienia problemu naukowego i
sposobu jego rozwigzania. Taka starannos¢ dodatkowo utwierdza czytelnika w przekonaniu, iz
same badania i analizy laboratoryjne przeprowadzone byty w sposéb zachowujacy najwyzsze
standardy.

Liczacy 12 stron Wstep jest napisany syntetycznie i ciekawie. Dobrze wprowadza w tematyke
badani, uzasadniajagc celowos¢ ich podjecia. Autorka przedstawia kolejno ogélng
charakterystyke raka jelita grubego, mikrosrodowisko nowotworu, neuromedyne U, jej
receptory i ich dziatanie, jak réwniez dziatanie NMU w procesach fizjologicznych
i patologicznych, réwniez w kontekscie mikrosrodowiska nowotworu. Finalnie przedstawione
dane prowadza do przekonujgcego uzasadnienia podjecia tematu udziatu NMU w rozwoju RJG.
Rozdziat ten $wiadczy o tym, ze Doktorantka wykazata sie dobrg znajomoscig tematu i jest
zorientowana w biezgcym pismiennictwie naukowym. Jedyne, czego mi nieco zabrakto to
doktadniejszy opis znaczenia klinicznego NMU i jej receptoréw w RIG. Czy wiadomo co$ o
znaczeniu prognostycznym wymienionych biatek? Poprositabym Doktorantke o komentarz, co
rozumie przez stwierdzenie (str 10), ze mutacje genu TP53 (punktowe) prowadzg do utraty
funkcji kodowanego biatka.

Cel pracy zostat okreslony jednoznacznie i wystarczajgco. Gtéwnym zamierzeniem badawczym
byta ocena oddziatywania NMU na modelowe mikrosrodowisko nowotworu poprzez
weryfikacje hipotezy, ze NMU wydzielona przez komérki nowotworowe reguluje aktywnosé
makrofagéw oraz komérek srédbtonka w sposéb sprzyjajacy rozwojowi RIG. Weryfikacji
hipotezy postuzyta realizacja celéw szczegétowych obejmujacych kolejno:

1. Stworzenie modelu komérek RIG ze stabilng nadekspresjg i wysokim poziomem
wydzielania NMU;

2. Opracowanie metody réznicowania monocytow i polaryzacji do makrofagéw o réznych
fenotypach;

3. Okreslenie charakterystyki modelowych monocytéw, makrofagéw i komdrek
$rodbtonka pod wzgledem ekspresji NMU i NMURs na poziomie mRNA i biatka;
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4. Ocene aktywnosci receptoréw dla NMU w makrofagach i komérkach srédbtonka;

5. Ocene zmian fenotypowych i funkcjonalnych w komérkach mikrosrodowiska pod
wptywem NMU;

6. Ocene wptywu czynnikdw wydzielonych przez komérki modelowe makrofagéw pod
wptywem NMU na migracje linii komérkowej RIG.

Cel pracy zostat zobrazowany schematem badan przeprowadzonych w pracy doktorskiej, ktory
niewatpliwie utatwia poruszanie sie po pracy, natomiast bardzo by zyskat w moim odczuciu,
gdyby zostat oméwiony chociaz w skrécony sposéb, bezposrednio ponizej schematu.

Rozdziat Materiaty i Metody w wiekszosci zostat przygotowany starannie i szczegdtowo.
Przygotowano kompleksowe zestawienie uzywanych odczynnikéw i linii komdrkowych,
natomiast zabrakto mi listy sprzetéw i stosowanego oprogramowania. Wedtug mnie réwniez
w tym rozdziale powinna sie pojawic¢ informacja na temat materiatu pochodzacego od dawcow,
wraz z opisem kryteriéw wtgczenia do badania i liczebnoscig tej grupy. Na podstawie tekstu
pracy trudno sie zorientowad, od ilu oséb pochodzit materiat do badan i jak szybko od pobrania
byt procesowany, co moze miec istotne znaczenie. Z dalszej czesci pracy mozna wywnioskowac,
ze ekspresja NMU w monocytach zalezna byta od dawcy, od ktérego pochodzit dany materiat.
W przypadku stosowanych przeciwciat warto by wskaza¢ rowniez numer klonu, sama nawa
producenta nie zawsze pozwala zidentyfikowac jednoznacznie dane przeciwciato.

Przechodzac do metod, w pracy stosowano szerokie spektrum technik z zakresu biologii
komorki i biologii molekularnej, w tym metody hodowli komdrkowej, stabilnej modyfikacji
komorek, analizy ekspresji gendw na poziomie transkryptu (wykonane metodami RT-qPCR) i
biatka (wykonane metodami Western blot, barwienia immunofluorescencyjnego), cytometrii
przeptywowe]j oraz szereg testéw funkcjonalnych takich jak test chemotaksji, migracji czy
tworzenia struktur pseudokapilarnych. Dodatkowo  Autorka wykazata sie sprawnym
warsztatem analizy sygnalizacji komodrkowej. Bardzo chciatabym doceni¢ profesjonalnie
przygotowany opis metod statystycznych i Swiadome ich stosowanie podczas wszystkich analiz.

Nawigzujgc do opisu tej czesci pracy, chciatam zapyta¢ sig, na jakiej podstawie dokonano
wyboru genu referencyjnego do analizy qPCR; stosowano jeden gen: GAPDH lub B-aktyne. Od
czego zalezat wybdr konkretnego genu? Wedtug powszechnie stosowanych wytycznych
dotyczacych opracowywania metody qPCR (np. Bustin SA et al. The MIQE guidelines: minimum
information for publication of quantitative real-time PCR experiments. Clin Chem. 2009 55:611-
22; http://mige.gene-quantification.info/) zaleca sie uzycie minimum 2 genéw referencyjnych
do analizy poziomu transkryptow i starannej walidacji ich stabilnosci w analizowanym
materiale. Poprosze Doktorantke o ustosunkowanie sie do tych wytycznych w swietle
zastosowanego uktadu doswiadczalnego. Jaka byta stabilnos¢ wybranego genu referencyjnego?
Jakie byty wartosci Ct dla wybranego genu referencyjnego w poszczegdlnych oznaczeniach? Czy
poréwnywano go z innymi kandydatami? Jaka byta wydajnos¢ amplifikacji dla poszczegdlnych
par starteréw, o ktérej Autorka wspomina na str 38?
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Podsumowujac te czes¢ pracy, uwazam, ze metodyka byta réznorodna i dobrana w sposob
pozwalajacy na realizacje wyznaczonych zadan. Opis metod zostat przygotowany starannie
i pozwala dobrze zrozumie¢ wykonane eksperymenty. Szerokie spektrum stosowanych metod
badawczych potwierdza dobre przygotowanie Doktorantki do samodzielnej pracy naukowe;.

Wyniki pracy Doktorantka przedstawia na 32 stronach w punktach dotyczacych
przedstawionych wyzej celéw szczegétowych. Bardzo wysoko oceniam te cze$¢ pracy.
Eksperymenty zostaty dobrze zaplanowane, a ich dokumentacja przedstawiona rzetelnie.
Szczegdlnie doceniam staranne opracowanie catego modelu badawczego, wtaczajagc w to
utworzenie modelu komdrek RJG ze stabilng nadekspresjg i wysokim poziomem wydzielania
NMU oraz opracowanie metody rdznicowania monocytéw i polaryzacji do makrofagéow
o roznych fenotypach az w dwoéch modelach badawczych: komoérkach linii THP-1 oraz
monocytach izolowanych z krwi obwodowej zdrowych dawcéw. Co wazine i ciekawe oba
modele dajg spdjne wyniki, pozwalajac stwierdzi¢ ze NMU promuje zmiane fenotypu
makrofagéw w pronowotworowy fenotyp M2, dziata na nie chemotaktycznie, zwigksza ich
aktywnosci migracyjne i wptywa na profil wydzielanych cytokin. W przypadku komoérek
srédbtonka mikronaczyniowego HMEC-1 NMU wigzata sie ze zmiang ich fenotypu na
charakterystyczny dla mikronaczyn nowotworowych oraz z ich zwigkszong migracjg i
intensywnoscia tworzenia struktur pseudokapilarnych. Uzyskane wyniki w sposob
przekonujacy wskazuja na promujace rozwéj RIG dziatanie NMU wydzielanej przez komorki
nowotworowe, zwigzane zwtaszcza z jej pro-angiogennym oraz pro-migracyjnym wptywem na
komérki mikrosrodowiska w opracowanym modelu badawczym.

Na koniec w Dyskusji Autorka w sposéb dojrzaty i krytyczny dyskutuje wyniki wtasne na tle
danych literaturowych. Te czes¢ pracy czyta sie bardzo dobrze. Pokazuje ona dobrg znajomos¢
i ptynne poruszanie sie przez Doktorantki w tematyce zwigzanej z prowadzonymi badaniami.

Zwazywszy na bardzo ciekawe wyniki in vitro i ich potencjalne znaczenie kliniczne, w pracy
zabrakto mi troche analizy z wykorzystaniem materiatu klinicznego lub chocby wykorzystania
publicznie dostepnych baz danych. Czy Doktorantka mogtaby troche przyblizy¢ temat, tego co
wiadomo o NMU w kontekscie kliniki NMU? Jak czesto wystepuje ekspresja NMU u chorych
z RIG? Czy w konkretnym podtypie molekularnym? Czy wiadomo jakie jest znaczenie kliniczne
(prognostyczne) badanej sygnalizacji NMU-NMURs? | czy rézni sie ono zaleznie od podtypu?

Jakie dalsze badania, by Doktorantka zaproponowata w celu sprawdzenia mozliwosci
wykorzystania terapeutycznego zidentyfikowanych interakcji pomiedzy komorkami
nowotworowymi a makrofagami i komérkami srédbtonka w raku jelita grubego?

Prace koncza dobrze napisane Whnioski koricowe oraz podsumowanie graficzne pracy w postaci
bardzo przejrzystego schematu. Krétka legenda pod schematem, opisujaca co jest na obrazku
sprawitaby, ze mogtby on stanowi¢ samodzielne, niezalezne bardzo trafne podsumowanie
catosci pracy. Bibliografia obejmuje liste 86 pozycji zwigzanych z tematem pracy; wigkszos¢
cytowanych prac zostata opublikowana w ostatnim dziesiecioleciu.
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Przestawione wyzej niescistosci czy drobne uchybienia nie obnizajg wartosci naukowej
dysertacji. Cele pracy zostaty z powodzeniem zrealizowane. Nalezy podkresli¢, ze tematyka
badan podjeta w pracy doktorskiej jest jak najbardziej istotna i aktualna, a uzyskane wyniki
w sposdb znaczacy poszerzyty wiedze o roli neuromedyny U w regulacji komodrek
mikrosrodowiska w modelu RJG. Przedstawione i przedyskutowane przez Doktorantke wyniki
uwazam za bardzo interesujgce. W moim odczuciu powinny stac sie podstawg dobrej publikacji
pierwszoautorskiej Doktorantki, co jest tym bardziej prawdopodobne ze, wedfug danych
znalezionych przeze mnie w Pubmedzie, jest ona juz wspétautorka 2 prac dotyczagcych NMU
(Exp Clin Cancer Res. 2021 i Cancers 2019) oraz jednej dotyczacej indukcji EMT w RIG (Cancers
2021). Wartos¢ merytoryczng dysertacji i uzyskanych wynikéw oceniam wysoko.

Podsumowujac, wedtug mnie uzyskane wyniki stanowig wazne naukowo osiggniecie, a Autorka
rozwigzata postawiony problem badawczy i potrafita poprawnie przedstawi¢ efekty swojej
pracy w rozprawie doktorskiej. Wykazata sie wnikliwoscia badawczg, umiejetnym
wykorzystaniem szerokiego spektrum technik biologii komorki i biologii molekularnej oraz
umiejetnoscig prezentacji i interpretacji wynikéw.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki
w dyscyplinie oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a tym samym
w petni spetnia warunki okreslone ustawie z dnia 20 lipca 2018 Prawo o Szkolnictwie Wyzszym
i Nauce. Dlatego wnosze do Komisji Uniwersytetu tédzkiego ds. Stopni Naukowych w dziedzinie
nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani mgr Kamili
Soboskiej do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na wysoka warto$¢ merytoryczng rozprawy i wyrdzniajacy jakosc
badan wnioskuje o wyrdznienie pracy. Praca dostarcza nowych, waznych danych na temat roli
NMU w raku jelita grubego, wskazujac na promujgce rozwéj RIG dziatanie NMU wydzielanej
przez komoérki nowotworowe, zwigzane zwtaszcza z jej pro-angiogennym oraz pro-migracyjnym
wptywem na komorki mikrosrodowiska. Na szczegdlne wyrdzinienie zastuguje rzetelnosc
warsztatu badawczego, opracowanie nowego modelu badawczego, profesjonalnie
przygotowany opis metod statystycznych i Swiadome ich stosowanie podczas wszystkich analiz.
Warto podkreslic, ze lepsze poznanie wzajemnych interakcji pomiedzy komodrkami
nowotworowymi i komadrkami niszy, ktére stanowi zasadniczy temat pracy, jest kluczowe dla
opracowania nowych mozliwosci terapeutycznych. Tym samym wyniki pracy majg rowniez
potencjat aplikacyjny.
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