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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Joanny Olszanskie;j
pt.: "Wzajemne interakcje komorek raka jelita grubego z adipocytami,
bedacymi elementem niszy nowotworowej" wykonanej w Zaktadzie Patologii Komorki Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem promotor prof. dr hab. Doroty Nowak
I promotor pomocniczej dr Katarzyny Pietraszek-Gremplewicz

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa dotyczy wazkiego problemu poznania patomechanizmu
rozwoju raka jelita grubego, schorzenia niechlubnie przodujacego w statystykach wystepowania
(trzecie miejsce) 1 $miertelno$ci (drugie miejsce) nowotwordéw. Doktorantka postanowila poszerzy¢
dotychczasowe podejscia badawcze o uwzglednienie w rozwoju choroby oddzialywania pomigdzy
komorkami raka jelita grubego i tkanki tluszczowej, co ma szczegodlne znaczenie w konteks$cie
poznanego zwigzku tego nowotworu z otyloscig pacjentow. Doktorantka w toku dobrze
zaplanowanych 1 przemyslanych doswiadczen wykazala wzajemna interakcje obu typoéw komorek,
gdyz zarowno komorki rakowe powoduja zmiany w adipocytach (m.in. aktywacja metabolizmu
lipidow i glukozy), jak i adipocyty wptywaja na komorki raka jelita grubego, zwigkszajac ich
proliferacje 1 inwazyjnos¢. Badania Doktorantki, wykonane w ramach projektu badawczego OPUS
22 kierowanego przez promotor rozprawy, prof. Dorot¢ Nowak, dostarczyly nowych informacji o
mechanizmach rozwoju jelita grubego, ktore moga by¢ potencjalnie wykorzystane do opracowania
skutecznych strategii leczenia, ukierunkowanych na interakcje¢ pomigdzy adipocytami i komorkami
raka jelita grubego.

Formalny opis rozprawy

Liczaca 171 stron rozprawa doktorska mgr Joanny Olszanskiej zostata przygotowana w formie
tradycyjnej monografii i posiada uktad typowy dla rozpraw doktorskich. Praca jest zredagowana w
sposob staranny, napisana poprawng polszczyzng

Czg$¢ merytoryczna rozpoczyna si¢ Streszczeniami w jezyku polskim (2 strony) i angielskim (2
strony), po nich znajduje si¢ wyczerpujacy Wykaz skrotow (4 strony) oraz liczacy 29 stron Wstep,
ktory zawiera 12 rycin/schematoéw). Cel pracy sprecyzowano na mniej niz Stronie. Rozdzial
Materialy i odczynniki zostaly opisane na 14 stronach; doktorantka przedstawila szczegdtowe
informacje dotyczace m.in. skltadu uzywanych roztworow, stosowanych przeciwcial 1 ich
rozcienczen w postaci 10 tabel. Metody Doktorantka opisata na 30 stronach, positkujac si¢ zarowno
rycinami (6), jak i tabelg. Wyniki zostaly opisane na 46 stronach i zawierajg 28 zlozonych rycin.
Doktorantka przedstawita roéwniez Podsumowanie wynikéow (0K. po6t strony tekstu 1 jedna
rycina/schemat), w ktorym zwiezle dokonata podsumowania rezultatow swoich badan. Kolejna
czes¢ to Dyskusja, przedstawiona na 19 stronach, po ktérej nastgpuja przedstawione w postaci
punktow Wnioski (ok. pot strony) oraz Wykaz osiggnie¢ naukowych Doktorantki, a takze
Podzigkowania, ktére z regulty zamieszcza si¢ samym poczatku rozprawy i nie stanowig one

odrgbnego, numerowanego rozdzialu, jak to ma miejsce w przypadku ocenianej tu rozprawy.
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Doktorantka jest wspotautorky czterech artykutow, w tym dwoch o charakterze przegladowym,
ktore zostaty opublikowane w czasopismach z listy JCR; w dwoch publikacjach jest pierwszym
autorem. To spory dorobek zwazywszy na poczatek drogi naukowej Doktorantki i okres pandemii,
na ktory przypadaty pierwsze lata jej pracy do$wiadczalnej. Doktorantka brata takze udziat w
konferencji miedzynarodowej, gdzie prezentowala swoje wyniki w postaci posteru. Rozprawe
zamyka Bibliografia zawierajaca 384 pozycje.

Ocena merytoryczna

Wstep to podsumowanie dotychczasowej wiedzy o tematyce prowadzonych przez Doktorantke
badan, a w szczegdlnosci etiopatologii i biologii raka jelita grubego oraz roli otytosci w jako
czynnika ryzyka powstania tego nowotworu. Doktorantka omawia roéwniez literature poswigecong
wzajemnym zalezno$ciom pomigdzy adipocytami i komoérkami nowotworu oraz opisuje modele
badawcze (in vitro), ktore sg najczgsciej stosowane w badaniach nad tymi oddziatywaniami,
podkreslajac zalety i wady kazdego z modeli. Omoéwione w bogato ilustrowanym Wstepie
zagadnienia doskonale wprowadzaja czytelnika w lekture dalszych czesci rozprawy, a zwlaszcza
Wynikow i Dyskusji. Nie mam merytorycznych uwag do tej czgséci rozprawy, jego lektura pozwala
na stwierdzenie, ze Doktorantka opanowata teoretyczng wiedze¢ zwigzang z tematyka rozprawy. Z
obowigzku recenzenta musze¢ jednak zauwazyé, ze po polsku organ to narzad, uktad
immunologiczny to uklad odpornosciowy, a rozwinigcie pelnej nazwy genu APC to gen
gruczolakowatej polipowatosci jelita grubego, a nie (...) coli.

Nadrzednym Celem Doktorantki bylo poznanie mechanizméow wzajemnego oddziatywania
pomiedzy adipocytami, a komoérkami raka jelita grubego, zagadnienia, ktore jest mato poznane,
szczegolnie w kontekscie tego nowotworu. A tak na marginesie, czy wiadomo co$ o wzajemnym
oddziatywaniu adipocytow i komorek Sciany jelita grubego w warunkach niepatologicznych? Tg
czes$¢ rozprawy Doktorantka potraktowata troche po macoszemu, nie tylko nie przedstawita tu
zalozen pracy, ale i hipotezy badawczej. Jednym z celéw badawczych, od ktorych Doktorantka
rozpoczeta badania to analiza wplywu tuczenia na ludzkie adipocyty; to zagadnienie wprawdzie
zwigzane z szeroko pojeta tematyka Jej badan, ale moim zdaniem rozprawa nie stracitaby na
warto$ci bez uwzglednienia tej czesci wynikow.

Dla realizacji swoich zamierzen Doktorantka wykorzystata Kilka komercyjnie dostepnych linii
komorkowych, w tym mysie fibroblasty, komodrki raka jelita grubego pochodzace z guzoéw
pierwotnych (dwie linie) 1 przerzutéw pacjentdw oraz preadipocyty z podskornej tkanki podskdrnej
dawcéw, a takze preadipocyty pozyskane od dawcow w ramach wspolpracy z Gdanskim
Uniwersytetem Medycznym. Na marginesie, czy wiadomo co$ o pici dawcow badanych typow
komorek, co moze by¢ wazne w konteks$cie obserwowanych réznic w poszczegodlnych liniach
komoérkowych? Doktorantka szczegdlowo opisuje stosowane materialy i bufory, w tym takze ich
pochodzenie. Dbato$¢ o szczegdtowy opis dotyczy rowniez stosowanych metod, ktorych wachlarz
jest bardzo szeroki - od prowadzenia hodowli komérkowych (w tym ko-kultur), poprzez szereg
testow funkcjonalnych i biochemicznych po obrazowanie komorek i analizy statystyczne
uzyskanych wynikow. Doktorantka przejrzyscie opisuje stosowane metody, positkujac si¢ - CO jest
warte podkreslenia - schematami utatwiajacymi lekturg tej znacznej czesci rozprawy. Mam kilka
drobnych uwag: (i) test zarastania rysy (ang. wound healing test) jest miarg migracji komorek,
natomiast przy tescie trwajagcym 24 godziny znaczacy wklad w uzyskany wynik ma roéwniez
proliferacja komoérek, co ma szczegodlne znaczenie w przypadku zazwyczaj szybko dzielacych sig
komorek nowotworowych, o czym Doktorantka nie wspomniata. Na szczes$cie migracja komorek
byta oceniona réwniez inng metoda; (ii) zastanawia mnie, dlaczego Doktorantkag do analiz
densytometrycznych jako metode normalizacji wybrata analize barwienia czerwienig Ponceau,
rozumiem, ze pomiaru dokonywano dla catej $ciezki; (iii) czy rozdziaty elektroforetyczne byty na
pewno prowadzone w 10% Zzelach poliakryloamidowych, bo prazki wybarwione Ponceau wydaja
si¢ by¢ zbyt blisko siebie jak na to stezenie akryloamidu (0 ile to faktycznie sa cate $ciezki...)?
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Pomimo tych kilku drobnych uwag pragne podkresli¢, ze wysoko oceniam czes¢ rozprawy
poswieconej materiatom i metodom, zostala ona przygotowana bardzo starannie, z pewnoscia
umozliwi skorzystanie z zawartych tu informacji przez osoby kontynuujgce badania.

Bardzo wysoko oceniam rowniez sposob przedstawienia Wynikéw, wszystkie ryciny sg czytelne,
dane sa klarownie opisane 1 wlasciwie zanalizowane statystycznie. Kazdy podrozdziat rozpoczyna
si¢ od krotkiego wprowadzenia i1 konczy podsumowaniem, takze w formie przejrzystego schematu,
co utatwia lekture tego obszernego rozdziatu.

Doktorantka rozpoczeta badania od oceny wptywu tuczenia na ludzkie adipocyty (w warunkach
imitujacych tuczenie w organizmie), czego dokonata poprzez inkubacje preadipocytow badz z
mieszaning soli kwasow tluszczowych badz w samej pozywce hodowlanej. Wykazata, ze komorki
,tuczone” zawieraty w stosunku do komorek kontrolnych wigksze krople tluszczowe, mialy
podwyzszony poziom genoéw kodujacych biatka odpowiedzialne za stabilizacj¢ kropli lipidowych
(m.in. periliping 1) oraz genow kodujacych gltéwne transportery thuszczu (FABP4, FABP5 i CD
36). Nie zaobserwowala natomiast istotnych réznic w poziomie enzymow zaangazowanych w
metabolizm lipidow (a co z ich aktywno$cig?), mimo spadku poziomu ich mRNA. Doktorantka
zaniechata jednak kontynuowania tuczenia, uzasadniajac to brakiem znaczacych zmian w badanych
komorkach. Tak jak napisatam wcze$niej, rozprawa bytaby bardziej spdjna bez zamieszczania tych
wynikow.

Kolejny etap to optymalizacja procedury otrzymywania adipocytéw zwigzanych z nowotworem
(CAA), ktorg prowadzono z wykorzystaniem jednej z linii komoérek nowotworu jelita grubego
(CRC) i fibroblastow, ktore po odpowiednim traktowaniu nabieraja cech dojrzatych adipocytow.
Doktorantka prowadzita hodowle mysich fibroblastéw w obecno$ci czynnikéw stymulujacych i
wykazata, ze do zaj$cia procesu roznicowania fibroblastow w adipocyty wymagany jest okres 14
dni, a przeksztalcenie ich w CAA wymaga co najmniej siedmiodniowej ko-kultury z komérkami
nowotworu jelita grubego. Ko-kultura posrednia byta prowadzona z wykorzystaniem systemu
Transwell®, uniemozliwiajacego bezposrednie oddziatywanie obu typow komorek, a jednoczesnie
tworzac warunki zblizone do pewnego stopnia do tych obecnych w §rodowisku nowotworu. Majac
tak opracowany harmonogram traktowania komoérek i ko-hodowli komorek CAA i CRC,
Doktorantka przystapita do realizacji gldéwnego celu badan, a wigc poznania wzajemnych
oddziatywan pomiedzy adipocytami i CRC, wykorzystujac posiadane trzy linie ludzkich CEC.

Analiza wszystkich trzech uktadow wykazata, ze 0 ile poszczegodlne linie CRC w podobny sposob
oddziatuja na adipocyty, przeksztalcajac je w CAA, to juz efekt zmian w poszczegolnych badanych
parametrach réznit si¢ pomigdzy badanymi liniami. Transformowane adipocyty charakteryzowata
obnizona zawarto$¢ obojetnych lipidow, co - jak wykazala Doktorantka - moze wynika¢ z
obnizonego poziomu transkryptow i biatek zaangazowanych w metabolizm lipidéw. Troch¢ szkoda,
ze Doktorantka nie pokusita si¢ o iloSciowa analize zawarto$ci lipidow z wykorzystaniem
specyficznych zestawdw lub tez chromatografii gazowej, mogloby to dostarczy¢ wigcej informacji.
Ko-kultura z komoérkami nowotworowymi powodowata rowniez w CAA aktywacje procesu
glikolizy beztlenowej, charakterystycznego dla komoérek nowotworowych, a takze wzrost poziomu
metaloproteinazy 2 (MMP2), enzymu modyfikujace macierz zewnatrzkomoérkowa, co réwniez
cechuje komorki nowotworowe.

Kolejny cykl badan to analiza wptywu adipocytow CAA na komoérki CRC zar6wno w warunkach
ko-hodowli, jak i traktowania CRC pozywka kondycjonowang, zebrang znad hodowli adipocytow i
CAA. W toku dobrze zaplanowanych i przemyslanych doswiadczen Doktorantka wykazata w CRC
wzrost proliferacji, migracji i inwazyjnosci oraz zmian w metabolizmie, co przejawiato si¢
gromadzeniem kropli lipidowych oraz wzrostem poziomu nie tylko lipidow, ale takze transporteréw
glukozy i mleczanow. Zmiany te byly najbardziej widoczne w ko-hodowli, szczegdlnie w
komorkach linii LoVo, wywodzacej si¢ z przerzutu, a wigc potencjalnie najbardziej inwazyjnych.
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Co ciekawe, nie zaobserwowala zmian w zywotnosci CRC po traktowaniu ich pozywka
kondycjonowang, zebrang z hodowli CAA 1 adipocytow. Sekretom adipocytéw i CRC stymulowat
natomiast ich migracje¢ i gromadzenie kropli lipidowych.

Dyskusja jest wyczerpujaca, szczegotowo odnoszgca sie do zagadnien dotyczacych poszczegdlnych
partii uzyskanych wynikéw. Wprowadzeniem do dyskusji jest Podsumowanie wynikow, w ktérym
Doktorantka poza bardzo esencjonalnym oméwieniem swoich wynikow przedstawita rycing, ktora
w sposoOb graficzny ilustruje te obserwacje. Moim zdaniem ta cz¢$§¢ moglaby stanowi¢ integralng
sktadowa Dyskusji. Lektura Dyskusji pozwala na stwierdzenie, ze Doktorantka ma doskonata
wiedz¢ w tematyce rozprawy, ktora potrafi umiejetnie zastosowa w zrozumieniu znaczenia
uzyskanych przez siebie danych, wycigga prawidtowe wnioski i wskazuje przyszite kierunki badan.
W cze$ci Whnioski Doktorantka wypunktowuje wyciagnigte konkluzje, w wigkszym stopniu
dotyczacym wzajemnej interakcji pomiedzy adipocytami i komérkami raka jelita grubego.

Analiza spisu literatury wskazuje na wtasciwie dobrane pozycje, w zdecydowanej przewadze (bo az
~84%) to publikacje powstale w minionej dekadzie (2014-2024), co niewatpliwie $wiadczy o
aktualno$ci badan prowadzonych w zespole prof. D. Nowak, w tym przez Doktorantke.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Olszanskiej ma duzg warto$¢ nie tylko poznawcza, ale i
aplikacyjng, wnosi bowiem nowe informacje 0 wzajemne;j interakcji pomiedzy tkanka thuszczows i
komorkami nowotworowymi, ktore moga byé w przysztosci wykorzystane do opracowania
skutecznych strategii przeciwnowotworowych. Praca jest w zasadzie spojna tematycznie (O
watpliwosciach zamieszczenia czgs$ci dotyczacych oceny wplywu tuczenia na ludzkie adipocyty
napisalam powyzej) z wyraznie postawionym celem i kolejno stawianymi ambitnymi zadaniami,
ktore Doktorantka zrealizowala w catej rozciagglosci. Trudny 1 wyjatkowo obszerny zakres badan,
niezwykle bogaty warsztat metodyczny oraz bardzo dobrze udokumentowane, oryginalne wyniki
swiadczg o bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do samodzielnej pracy naukowej. Wykazata
si¢ ona umiej¢tnoscia zdefiniowania problemu badawczego i jego rozwigzania, a takze zdolnos$cia
do krytycznej analizy wiasnych wynikow badan w oparciu o dane literaturowe. Uzyskane przez nig
wyniki sa nowatorskie i stanowig podstawe¢ do dalszych badan, za§ wyciagnigte w rozprawie
wnioski uzasadnione. Przedstawione w recenzji uwagi i krytyczne komentarze nie umniejszaja
bardzo wysokiej oceny tej rozprawy.

Rozprawa doktorska mgr Joanny Olszanskiej spetnia warunki okreslone w Art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.).
Bioragc pod uwage powyzsze, przedktadam wniosek do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Olszanskiej do dalszych etapéw postgpowania o
nadanie Jej stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w zakresie nauk
biologicznych.

Ponadto, zwazywszy na wysoka warto$¢ poznawcza 1 aplikacyjng recenzowanej rozprawy
doktorskiej, o czym $wiadczy rowniez opublikowanie w latach oméwionych w rozprawie wynikow
w postaci dwoch oryginalnych artykutow (jednego pierwszoautorskiego), ktore juz ukazaty si¢ w
latach 2021-2025 wiodacych czasopismach naukowych i dwoch artykulow przegladowego w
tematyce rozprawy (trzy z nich sg juz cytowane 34 razy; stan na 6 kwietnia 2025 r.) wnioskuj¢ o jej
wyrdznienie.
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