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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kamili Soboskiej pt. "Neuromedyna U {(NMUJ)

ko regulator akiywnosci komérek mikrosrodowiska raka jelita grubego™

Kazdego roku w Polsce wykrywa sie ponad 18 tysiecy zachorowan na raka jelita
grubego. Jest on trzecim co do czesto$ci wystepowania nowotworem zlosliwym, na kiory
zapadajg mezczyzni, i drugim, na ktory chorujg ‘kobiety. Co niepokojgce, od kilku lat
zachorowalnosc | umieralnosc na raka jelita grubego wzrasta. Powszechnie znanym jest fakt, iz
patogeneza, stopien agresywnosci, jak i zdolnos¢ przerzutowania nowotwordw jest regulowana
przez szereg bioaktywnych peptydéw. Peptydy te na drodze auto, para lub endokrynowe]
dziatajg  bezpodrednio na komorki nowotworowe, lub tez posrednio, poprzez komorki
mikrogrodowiska guza. Badania ostatnich lat wskazujg na znaczgcg role peptydu sekrecyjnego
neuromedyny U (NMU) craz jej receptorow (NMUR1 i NMUR2) w patogenezie wielu typovs
nowolworow.  tkspresja NMU  koreluje z inwazyjnoscig komorek nowotworowych orar
nabywaniem chemoopornosci i moze by¢ rozpatrywana jako potencjalny marker diagnostyczny
lub prognostyczny w raku pluc, piersi, nerek, macicy. Ekspresje receptorow NMU wykazano
lkze w makrofagach i komorkach $rédbionka naczyn oraz zaobserwowano, ze NMU stymuluje
malkiofagi  do  wydzielenia IL-6. Przytoczone obserwacje stanowity punkt wyjscia dla
recenzowane] pracy, w ktorej Doktorantka postanowita sprawdzi¢, jaka jest rola NMU w
irterakeji migdzy komorkami raka jelita grubego a komérkami mikrosrodowiska guza. Podjeta
tlematyka badawcza wpisuje sie w nurt aktualnych i niezwykle istotnych badan o bardzo duzym
polencjale publikacyjnym oraz aplikacyjnym.

Przedstawiona do oceny rozprawa ma strukture typowa dla prac doktorskich przygotowanych na
zasadzie monografii. Obejmuje tgcznie 113 stron maszynopisu, w sktad ktorego wehodzg: wykar

zrodel finansowania, wykaz skrotéw, wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusja,




Warlo zaznaczy¢, ze przedstawione badania byly finansowane z grantu ,Sonata Bis

przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki, ktérego kierownikiem jest Pani dr Patrycj
Przygodzka - promotor pomocniczy ocenianej rozprawy. Juz sam fakt uzyskania finansowania

mach programu NCN $wiadczy o tym, ze badania bedg przeprowadzone n
poziomie, ktérych
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wyniki znacznie przyczynig sie¢ do rozwoju wiedzy naukowej 7z zakr
poruszanego tematu.

Wstep pracy liczy dwanascie stron i stanowi doskonate wprowadzenie do analizowaned
problemu badawczego. Plerwszy podrozdziat wstepu przedstawia mechanizmy molekularne
jelita grubego. Opisuje miedzy innymi udziat genu APC, TP53
niestabilnosci  mikrosatelitarnej w  procesie  transformacji

palogenezy raka

a ora.:
nowotworowej. W  kolejnym

podrozdziale doktorantkea opisuje role mikrosrodowiska guza w procesie powstawania i rozwoju

nowotworu. Sze

zegotowo skupia sig na charakterystyce makrofagéw oraz komorek $rodblonka
naczyn. Wskazuje, ze rola makrofagow w patogenezie raka jelita grubego jest niejednoznaczna |

wymaga dalszych badan — fakt ten stanowi silne uzasadnienie badan podjetych w oceniang]
rozprawie.

ny podrozdziat rozprawy zawiera krotkg charakterystyke peptydu NMU oraz jej receptorov
(NMURT, MNUR2). Z obowigzku recenzenta musze zwrdcié uwage na jeden szczegot, Autorka
pisuje NMIU )‘u ‘0 mate bialko, jednakze ze wzgledu na fakt, iz dojrzata neuromedyna U je

zbudowana z 25, 23 lub 8 aminokwasow to mysle, ze bardziej trafnym bytoby okreslac g jako

Ay

neptyd.

W dalszej czese

A

I podrozdziatu doktorantka przedstawia proces biosyntezy NMU, Ktory v

konsekwencji prowadzi do powstania wielu izoform NMU o roznym stopniu aktywnosci
biologiczne]. Nastgpnie Doktorantka opisuje strukture oraz mechanizm przekazywania sygnaiu
wewngirzkomorkowego poprzez odziatywanie NMU z jej receptorami. Chciatbym doceni¢ faki,

prezentowane ryciny w tym podrozdziale zostaty w catosci wykonane przez Doktorantke i nie
szerpnigte z innych publikaci.

Ryciny te sg czytelne i bardzo przejrzyste co zastuguje na
uznanie

Kolejny podrozdziat

skrotowo przedstawia klasyczng role NMU w procesach

‘egulacja skurczu miegsni gladkich. Nastgpnie Doktorantka opisalks
‘e chorob nowotworowych. Jak Doktorantka zauwazyta, udzial NMU v,

chorobach nowolworowych zostat zbadany gtdwnie w odniesieniu do raka piersi i endometrium
jednakze istniejg publike

fizjologiczniych, jakg jest

udziat NMU w patogene:

]

cje sugerujgce istotng role NMU w przebiegu raka jelita grubego. W/

odniesieniu do roli NMU w patogenezie raka jelita grubego, poza publikacjami wykorzystujgce
dane z bazy TCGA, Doktorantka odnosi sie do dwoch prac, w ktorych wiodacg role peir
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Wspominane publikacje cieszg sie sporym zainteresowaniem innych badaczy, i tak e

Doktorantka
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rantka, wykazano, ze w linii komorkowej komorek raka jelita grubego HT29 z nadekspresjs
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schemat badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej
W oplerwszym podpunkcie rozdzialu materialy i metody wymieniono odczynniki wykorzystane
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b mezenchymalnym. Jako model komodrek $rodblonka naczyn wykorzystano komorki fin
HMEC-1. Jako model monocytow uzyto komorki linii THP-1. Szczegdtowo opisano warunki
hodowlane poszczegdlnych typodw komorek, proces pasazowania, metody liczenia komorek ora:z
ocene  zywotnosci. Hodowle komorek testowano takze na obecnosé mikoplazmy oraz

polwierdzano aulentyczno$é wykorzystanych linii komorkowych poprzez analize profilu STR. W/

Tiojel ncenie analizy STR nie sg rutynowg procedurg wykonywang we wielu laboratoriach,

kze ich wykonanie potwierdza, Ze uzyskane wyniki stanowig rzeczywisly reakceg

iedna
wlasciwych, pozgdanych komorek na dany czynnik. Fakt, iz Doktorantka wykonywata badania
profilu STR, $wiadczy o profesjonalnym podejsciu do procedur hodowli komérkowej oraz bardzo
uwiarygadnia uzyskane wyniki.

W kolejnej czedci rozdzialu materiaty i metody Doktorantka szczegdlowo opisuje sposob
przygotowania wektora ekspresyjnego, opis transfekcji komorek HT29 wraz z selekcjg klonalna,
opis izolacji monocytéw, procedure réznicowania monocytéw i polaryzacjg makrofagow do
fenotypow M1, M2a, M2c, wyciszanie ekspresji receptora MNUR1 w linii komorkowe]
monocytow THP-1, przygotowanie medium pohodowlanego, izolacje RNA, reakcje odwrolneg]
iranskrypaji, reakcje QPCR czasie rzeczywistym, izolacje biatka wraz z analizg western blotting,
immunoprecypitacia NMU z medium hodowlanego, analize¢ panelu cytokin w medium
nodowlanym, barwienie immunofluorescencyjne wraz z mikroskopig konfokalng, cytometric
ywowsg, anaize aktywacji $ciezki MAPK, ocene zmian fenotypu, analiz¢ chemotaksji oraz
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migracji, ocene tworzenia struktur pseudokapilarnych. Musze przyznac¢, ze jestem pod

ogromnym wrazeniem zakresu wykorzystanych procedur i metod w ocenianej rozprawie.
Doktorantka wykorzystata szereg nowoczesnych metod hodowli  komorkowej, biolog |
molekularnej oraz inzynierii genetycznej. Wszystkie metody zostaty opisane szczegotowo w taki
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0b, ze czytajge doktorat, istnieje mozliwosc ich odiworzenia — co stanowi sedno tego
rozdziatu.,

Jgrom  ofrzymanych  danych  zostal  przeanalizowany — odpowiednimi  lestam
statystycznymi. Doktorantka ocenita normalno$¢ rozktadu z zastosowaniem testu Shapiro-Wilka
' na podstawie olrzymanych wynikow wykorzystata testy parametryczne — t studenta lub ANOVA

owiednim lestem posthoc. W przypadku braku rozkladu normalnego wykorzystano

neparametryczne odpowiedniki wyzej wymienionych testow t.. test U Manna-Whitneya oraz lest

sla-Wallisa wraz z odpowiednim testem posthoc. Roznice pomiedzy danymi zaleznym

oceniono poprzez wykorzystanie odpowiednio sparowanego testu t-Studenta dla wynikow

zgodnych z rozkladem normalnym lub nieparametrycznego testu rang Wilcoxona.

A



le rozdzialu nasuwa mi sie kilka pytan, ktore majg gtownie charakter dyskusyiny i w
zaden sposob nie wplywajg na méj bardzo dobry odbior recenzowanej pracy:

Obecnie wiadomo, ze NMU charakteryzuje sie krotkim okresem péftrwania, wynoszgcym
mniej niz 5 min po wstrzyknieciu podskornym. W przedstawionej do oceny pracy Doktorantka

badata wplyw NMU na aktywno$c fizjologiczng makrofagow oraz komorek srocbionka v

systemie in vitro. W doswiadczeniach tych badane komorki poddano inkubacji z NMUS w ¢z

45 godzin. Czy w przeprowadzonych badaniach zostat arbitralnie okreslony optymainy czas

inia peptydu, czy tez zastosowano standardowg procedure w tego typu eksperymentach?
Reakcje QPCR przeprowadzono w odniesieniu do genu beta aktyny lub GAPDH. Wiemy,

a1 referencyjny powinien cechowaé sie statg nieregulowang ekspresjg, jednakze obecnic

wiemy takze, Ze nie ma idealnego genu referencyjnego, ktérego ekspresja nie bytaby

Quiowana we wszystkich uktadach badawczych. Czy przed wykonaniem wiasciwych pomiaréw

ekspresji podjeto sie analizy profili ekspresji genéw referencyjnych np. z wykorzystaniem

amowania genorm lub tez poprzez analize baz transkryptomicznch z podobnych
eksperymentow? ‘

Wedtug bazy sekwencji DNA NCBI obecnie jest opisanych szes¢ wariantéw
splicingowych  genu  prekursorowego NMU, w zwigzku z czym czy para startercw
wykorzystanych do reakcji PCR byta zaprojektowana tak, aby amplifikowa¢ wszystkie warianty
splicingowe genu? Czy tez sq to primery specyficzne dla jednego typu transkryptu NMU?

W pracy zastosowano metode western blot do oceny poziomu biatek wydzielonych.
E}ia:;;..fc;.;;o nie wykorzystano metody ELISA? Metoda ta wydaje sig bardziej odpowiednia dia
analizy ilosciowe] bialek w surowicy/medium hodowlanym.

Rozdziat wyniki przedstawiony jest w logiczny sposdb w odniesieniu do opisu
melodycznego wezesniejszego rozdziatu oraz zatgczonego schematu badawczego. Wyniki
przcdstawiono  jako  surowe dane w postaci prgzkow lub sygnatow  barwnych na
membianach/zelach wraz z wynikami przedstawionymi w formie liczbowej, glownie jako wykresy
wykonane w programie Graphpad. Wykresy generowane w tym programie sg bardzo czyteine |
w przedstawione| formie nadajg sie do ostatecznej publikacji w wysoko punktowanyn
Czasopismie naukowym.

Zgodnie ze < natem badawczym ocieniono ekspresje NMU w roznych liniach raka
jelita grubego zaréwno na poziomie mRNA, wewnatrzkomarkowego oraz wydzielonego peptydu.
Marm pytanie do ryciny 8 — w opisie ryciny Doktorantka pisze, ze istotnos$é statyczng réznic

poziomu ekspresji oszacowano testem Wilcoxona. Czy na pewno wykorzystano ten test? Tes!



Wilcoxona jest odpowiecni dla prob zaleznych, a tu kazda osobna linia komérkowa nie tworzy
takiego uktadu.

Na podstawie poréwnan poszczegoinych linii komoérkowych wykazano, NMU ulega
najsiiniejsze] ekspresji w linii HCT116, natomiast linia HT29 cechuje sie niskim poziomem

sispresii NMU 1w zwigzku z czym wykorzystano-te linie do przeprowadzenia transfekci

wezesnie] przygotowanym wektorem ekspresyjnym kodujacym NMU. Doktorantka przedstawiia

golowo  sposob  przygotowania wektora do transfekcji wraz z selekcjg klonalng

dentyfikacjg  klonow  wydzielajgcych  NMU. W wyniku  przeprowadzonej proceduiry
wyselekcjonowano osiem klondw linii HT29, w ktorych ekspresja NMU byta istotnie stat ystycznie
podwyzszona, » czego dwa klony intensywnie wydzielaty dojrzatg NMU do medium
nodowlanego. Do dalszych badan wybrano jeden klon, w ktorym oceniono zmiany profilu cytokin
z wykorzystaniem Proteome Profiler Human Cytokine Array. Zaobserwowano Wyzszy poziom

cytokin CCL-5, CXCL-1, CXCL- 10, ICAM-1, IL-1ra i IL-8 oraz nizszy poziom CXCL-12 w

kU do medium pohodowlanego znad klonu kontrolnego. Kolejna spora czesc pracy

dotycsyla opracowania optymalnej metody réznicowania monocytéw i polaryzacji makrofagow.

-fektywnosc  stosowanych  procedur roznicowania monocytow i polaryzacji makrofagow
zwerylikowano poprzez identyfikacje markerdw powierzchniowych charakterystycznych dia

jolnych fenotypow z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, a nastepnie wykazano,

spresja NMU w menocytach oraz poszczegolnych fenotypach makrofagow jest relatywnic
niska, a nawel na poziomie biatka byla ona ponizej progu detekcji. Wykazano, ze NMUR ulega

;;_:usj. w monocytach oraz roznicowanych makrofagéw, nie wykazano natomiast ekspres)|

NMURZ. Obecnosc NMUR1 potwierdzono takze za pomoca metod immunofluorescencyjnych
wykorzystaniem odpowiednich przeciwciat. Najwyzszy poziom ekspresji NMUR1 wykazano w

espolaryzowanych makrofagach, ktére przeznaczono do dalszych badan. Czy w odniesieniu

ny 22 oraz komorek PBM nie powinna by¢ mniejsza skala? Wydaje sie, ze zdjecia tych

Komorek sg robione na mniejszym powigkszeniu. Analogiczne analizy ekspresiji przeprowadzono

ieniu do komdorek HMEC-1, ktére wykorzystano jako model éradbtonka naczyniowego

NMU byta tu niewielka, ale mierzalna na poziomie RNA, jednakze brak byio

skolwiek ekspresji na poziomie biatka. W komérkach HMEC-1 wykazano, Ze receptor

NMURT ulega zniaczne] ekspresji. Mam pytanie o opis ryciny. W opisie ryciny 24,27 Doktorantk:
pisze. Ze istolnosc slalystyczng szacowano testem Wilcoxona, ale w przedstawionym wykresie
mamy tylko jedng grupe.

W kolejnej czgéci pracy za pomocg metody western blotting wykazano aktywacje przes

NMU sclezki sygnafowe] MAPK wyrazonej przez zwigkszenie fosforylacji kinaz ERK 1/2. Mo



podstawie analizy efekiow dziatania NMU na makrofagi stwierdzono, ze promuje ona zmianeg
ienotypu makrofagow w pronowotworowy fenotyp M2. NMU dziatata rowniez chemotaktycznie

m makrofagow, a takze zwiekszata ich zdolnosci migracyjne i wptywata na profil cytokin

12\

wydzielanych przez te komorki (poprzez zwiekszenie wydzielania CCL-2 | CXCL- 12).

Jodatkowo stwierdzono stymulujgcy wplyw medium znad makrofagow traktowanych NMU na

migracie komorek rake jelita grubego. Otrzymane wyniki $wiadczg wiec o mozliwosci

wykorzystania NMU  przez komorki nowotworowe " do  regulowania fenotypu makrofagéw

jacych z nimi w n'szy guza na potrzeby rozwoju nowotworu.

1

Uzyskane wyniki Autorka przedyskutowata w odniesieniu do dostepnych danych
literaturowych. W mojej ocenie dyskusja jest trafna, rzetelna i obejmuje wszystkie aspekty
uzyskanych wynikow. Fozdzial ten $wiadczy o znajomosci badanej problematyki, a takze
dojrzatosci Autorki dysertacji w formutowaniu i analizowaniu zagadnien badawczych. Wnioski sq
zdefiniowane  prawidtowo, jasno wynikajg ze stawianych celow rozprawy i znajdujy
polwierdzenie w przedstawionych wynikach pracy. Dodatkowo wnioski podsumowane sg
schematermn dziatania NMU w mikrodrodowisku raka jelita grubego. Schemat ten stanowi
doskonale  podsumowanie  rozprawy | bezposrednio wynika z  przeprowadzonych

eks

perymentow.

Reasumujge, jestem pod ogromnym wrazeniem jakosci przeprowadzonych badan,
zozonoscig technik  badawczych wykorzystanych w  doktoracie, jak rowniez uzyskanyrr!
wynikami. Z pewnoscig stanowig one istotny wkitad w poszerzenie wiedzy z zakresu regulac |
procesu nowotworzenia przez bioaktywne peptydy. Jestem takze przekonany, ze uzyskane
wyniki bedg wkrotce opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych o wysokim

wskazniku 1. Doktorantka zrealizowata wszystkie postawione przed sobg ambitne cele

Zaprezentowane badania, poza aspektem poznawczym, cechujg sic sporym
polencialem aplikacyjnym. Praca napisana jest starannie, w dobrym stylu. Jest ona rowniez
doskonata od strony wizualne;.

Nie mam watpliwosci, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki

oikresione w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie WyZzszym i Nauce. Majac na

‘e wysokyg wartosc merytoryczng recenzowanej rozprawy, wnioskuje o jej wyroznienie.

Marcin Rucinski
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