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Recenzja pracy doktorskiej mgr. Joanny Olszanskiej pt. . Wzajemne interakcje komorek raka
jelita grubego z adipocytami, bedacymi elementem niszy nowotworowej’.

Praca doktorska mgr. Joanny Olszanskiej ma forme monografii zawierajgcej typowe elementy
tj. streszczenia W jezyku polskimi angielskim, spis skrotow, wsiep, cel pracy materiaty i
odezynniki, metody, wyniki, dyskusjg, wnioski 1 bibliografig. Na korcu umieszezono listg
publikacji Doktorantki, wérod ktorych jest publikacja oparta na czesei wynikoéw z pracy
doktorskiej w bardzo dobrym czasopismie Cell Communication and Signaling (Impact Factor
= 8.2). W pracy tej Doktorantka jest pierwszym autorem. Praca doktorska liczy tacznie 171
stron. Jest przygotowana w klarowny spos6b i przedstawia bardzo zlozone problemy.

Gtownym zagadnieniem ktorego dotyczy praca doktorska jest wzajemna interakcja komorek
raka jelita grubego z adipocytami. Obecnie coraz wickszg uwagg poswigea si¢ komorkom,
ktore sa obecne w obrebie guza nOWOtworowego ale nie sg komoérkami NOWOTWOrOWYymi.
Komoérki te tworza mikrosrodowisko guza nowotworowego i moga mie¢ wplyw na wzrost
guza oraz tworzenie jego przerzutow. Do komorek tych nalezg migdzy innymi fibroblasty
zwiazane z nowotworem (CAF) oraz adipocyty zwigzane Z nowotworem (CAA). Komorki te
komunikuja si¢ z komorkami nowotworowymi np. poprzez wydzielanie adipokin przez CAA,
oraz mogg dostarcza¢ metabolitow, ktére sa nastepnie wykorzystywane przez komorki
nowotworowe w roznych szlakach metabolicznych. Z drugiej strony komorki nowotworu
rowniez oddzialuja na inne komorki w obrebie guza i zmieniajg ich metabolizm. Jest wigc to
rodzaj wzajemnej interakcji. Stwierdzenie tych zaleznosci otworzylo szerokie pole do badan,
ktore moga doprowadzi¢ do stworzenia nowych strategii terapeutycznych opartych o wptyw
na metabolizm nienowotworowych komorek obecnych w guzie nowotworowym.

Glownym celem ocenianej pracy doktorskiej byto zbadanie wzajemnych interakcji pomiedzy
komoérkami CRC i adipocytami. Te badania mozna podzieli¢ na dwie czesci: 1. Wplyw
adipocytow na proliferacjg, migracj¢ i metabolizm komérek nowotworowych i 2. Wplyw
komérek CRC na biologi¢ i metabolizm adipocytow, prowadzacy do ich przeksztalcenia w
CAA. Ponadto celem pierwszej czgsci badan opisanych w pracy doktorskiej byto zbadanie
wplywu suplementacji wybranymi kwasami thuszczowymi (co miato imitowaé tzw. ,tuczenie
adipocytow” czyli stan zwigzany z otyloscia) na transport i metabolizm lipidow oraz
sygnalizacjg adipocytow.



Badania zostaty przeprowadzone w modelu in vitro z uzyciem ludzkich pierwotnych hodowli
preadipocytow, roznicowanych do adipocytow, oraz mysiej linii fibroblastow 3T3-L1, ktore
rowniez byly réznicowane do adipocytow.

Metodyka badan obejmowata hodowlg, réznicowanie i ,,tuczenie” adipocytow oraz ko-kulture
komérek CRC z adipocytami. W czasie prowadzonych hodowli wykonywano testy na
proliferacjg, migracj¢ i inwazyjnoé¢ komorek. W materiale pobranym po hodowlach (komorki
i media hodowlane) wykonywano nastgpujace badania: a) analiza ckspresji genow na
poziomie MRNA (qQRT-PCR) i biatka (western blotting); b) zymografia zelatynowa; ©)
badanie rozktadu faz cyklu komorkowego (cytometria przeptywowa); d) analiza zawartosci
lipidéw (metoda spektrofotometryczna); e) analiza kropli lipidowych (barwienie
cytochemiczne i immunocytochemiczne); f) oznaczanie poziomu mleczanu (metoda
enzymatyczna z pomiarem chemiluminescencyjnym). Na wyréznienie zastuguje czytelne
zestawienie uzytych materialow i odczynnikéw w formie tabel.

Najwazniejsze wyniki przeprowadzonych badan wg kolejnosci ich prezentacji W rozprawie
to:

1) .. Tuczenie” ludzkich adipocytow zwigkszato wielko$é kropli lipidowych oraz
ekspresjg transporterow kwasow thuszezowych.

2) ,,Tuczenie” ludzkich adipocytéw nie wplywato istotnie na ekspresj¢ genow
zwigzanych z synteza lipidow, metabolizmem glukozy i glutaminianu, natomiast
obnizato ekspresje niektorych genow zwigzanych z przeksztatcaniem kwasow
thuszczowych i fosforylacje biatka sygnalowego Src.

3) Ko-kultura ludzkich komérek CRC z mysimi adipocytami 3T3-L1 prowadzi do
przeksztatcenia tych drugich w CAA, o czym $wiadezy zmniejszenie zawartosci
lipidow i obnizona ekspresja genow zaangazowanych w synteze lipidow oraz genow
bedacych markerami adipocytow.

4) Ko-kultura ludzkich komérek CRC z mysimi adipocytami 3T3-L1 prowadzi do
zwiekszonego uwalniania mleczanu i metaloproteinazy macierzy 2 (MMP2) w
adipocytach.

5) Ko-kultura ludzkich komérek CRC z mysimi adipocytami 3T3-L1 przeksztalconymi
w CAA prowadzi do wzrostu proliferacji, migracji, inwazyjnosci i zwigkszenia kropli
lipidowych w komorkach CRC.

6) Ko-kultura ludzkich komérek CRC z mysimi adipocytami 3T3-L1 przeksztalconymi
w CAA prowadzi w komoérkach do wzrostu ekspresji transporteréw glukozy i
obnizenia ekspresji transportera mleczanu, a takze powoduje Wyzszg ekspresja
dehydrogenazy mleczanowej A i glutaminazy w komorkach nowotworowych.

Przeprowadzone badania wskazuja na istotny wzajemny wplyw ko-kultury adipocytéw i
komorek CRC na oba typy komorek. Szczegdlnie istotne jest zwiekszenie potencjatu
proliferacji, migracji 1 inwazyjnosci komorek CRC w obecnoéci CAA, co moze by¢
spowodowane podaza metabolitow takich jak lipidy czy mleczan przez CAA. Oznacza to, ze
CAA prawdopodobnie stanowig bardzo wazny element mikroérodowiska CRC, pozwalajgcy
na rozrost guza i tworzenie przerzutow, a tym samyim mogg stanowi¢ potencjalny cel nowych
strategii terapeutycznych. Ponadto przedstawione wyniki wykazaly pewne zmiany



metabolizmu ludzkich adipocytow hodowanych w warunkach imitujacych otylos¢, co moze
czesciowo thumaczy¢ zwiekszone ryzyko zachorowania na CRC u 0sob otylych. Niestety w
dalszych badaniach nad ko-kultura adipocytow i komorek nowotworowych nie uwzglgdniono
wspomnianego modelu _tuczonych adipocytow”.

Badania przedstawione w pracy doktorskiej oceniam jako bardzo aktualne i wazne W
kontekscie poznawania zmienionego metabolizmu nowotwordw. Jak wyzej wspomniatem
mogg si¢ one takze w przyszlosei przyczynic do rozwoju nowych terapii, ktére sa tak
potrzebne w obliczu narastajacego problemu choréb nowotworowych. Jednakze, mam pewne
sastrzezenia do spojnosci badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej, wyboru
metodyki badania ekspresji gendw w poszczegolnych do$wiadczeniach, oraz stwierdzilem
stosunkowo duzg liczbg bledow lub niejasnych badz niefortunnych sformutowan. Problemy te
wymieniam ponizej i proszg doktorantke o ustosunkowanie sig do najwazniejszych z nich w
czasie obrony pracy doktorskiej.

1. Pierwsza moja uwaga dotyczy cze$ei badan, ktorych wyniki zostaly przedstawione W
podrozdziale zatytulowanym ..Charakterystyka adipocytow traktowanych kwasami
thuszczowymi”. W tej czesei pracy doktorskiej opisano wyniki badan wskazujgce na
zmiany metabolizmu ludzkich adipocytow hodowanych w warunkach imitujgcych
otylogé. Ta czgs¢ badah ma oczywiscie ma zwiazek z metabolizmem CRC i moze
mie¢ znaczenie w poszukiwaniu molekularnych powigzan otylodci z ryzykiem CRC,
ale poniewaz w dalszych badaniach nie prowadzono ko-kultury ludzkich adipocytow z
komorkami CRC, uwazam z¢ fa czg$¢ badan jest niespdjna z tematem pracy
doktorskiej. Po przeczytaniu calej pracy doktorskiej odniostem wrazenie, Ze
doktorantka planowata kontynuacje badan na pierwotnych hodowlach komorek
ludzkich w ko-kulturze z komoérkami nowotworowymi, lecz z jaki§ powodow
zrezygnowala z tego planu. Dalsze badania, juz zwigzane Scisle z tematem pracy
prowadzone sa W ko-kulturze ludzkich linii komorek CRC z mysimi adipocytami, a
jak sama doktorantka zauwaza W rozprawie uzycie mysich komérek do kokultury,
mimo ze taki model byl uzywany rowniez przez innych badaczy niewatpliwie jest
ograniczeniem tych badan. Chociazby biatka produkowane i wydzielane przez mysie
adipocyty réznig sig strukturg od biatek ludzkich, i niekoniecznie musza oddziatywac
na receptory ludzkich komorek CRC. Doktrantka w podsumowaniu pierwszej czgsci
wynikow napisata ze ,Z powodu braku znaczacych zmian zachodzacych pod
wplywem traktowania adipocytow solami kwasow thuszczowych, zaniechano tuczenia
adipocytow w kolejnych badaniach”. Jednak juz na kolejnej stronie znajdziemy
podsumowanie wskazujgce na istotne zmiany spowodowane _tuczeniem” adipocytow,
o ktorych pisalem wezesniej. Proszg o wyjasnienie czy byly jeszcze jakie$ inne
powody dla ktérych zrezygnowano w dalszych badaniach z modelu ludzkich
adipocytow, w tym adipocytow poddawanych ,tuczeniu”?

2. Kolejna uwaga dotyczy metody badania ekspresji genow. W pracy badano jg na
poziomie mRNA metoda qRT-PCR i na poziomie biatka metoda western blotting,
jednakze czasem stosowano obie metody a czasem jedna z nich bez uzasadnienia tego
wyboru. Przykladowo w badaniach przedstawionych na rycinie 21 uzyto tylko metody

.

western blotting, na rycinie 22 ¢zgs¢ genow byla analizowana na tylko na poziomie



mRNA, a na rycinie 23 trzy geny na poziomie mRNA a czwarty na poziomie biatka. I
podobnie W dalszych wynikach. Oczywiscie jesli bialka sa regulowane przez
fosforylacj¢ (jak biatka ze szlakow sygnatowych — rye. 25) uzasadniony jest wybor
western blotting. Idealnie jest zbada¢ ekspresjg genow na poziomie mRNA i biatka
lecz jest to bardzo czasochtonne, jesli chodzi o badanie western blotting. Z kolei
analiza poziomu mRNA pozwala szybko oznaczy¢ ekspresjg wielu gendéw, a W
przypadku duzej czesci z nich udokumentowano w piémiennictwie ich regulacjg na
poziomie transkrypcji. Prosz¢ o wyjasnienie na jakiej podstawie wybierano analiz¢ na
poziomie mRNA lub biatka.

. Do badan nad ,tuczeniem adipocytéw” uzyto komorek wyizolowanych z podskornej
tkanki thuszczowej. Czy w kontekscie wplywu adipocytéw na komorki CRC nie lepiej
bylto uzy¢ komorek pochodzacych z tkanki trzewnej? Z tego co wiem roéwniez takie
komorki sa dostepne komercyjnie.

. Na stronie 19 rozprawy z zaskoczeniem przeczytatem, ze Zwigkszone gromadzenie
thuszczu przez hipertroficzne komorki wynika z zaburzonej réwnowagi pomiedzy
lipolizg (procesem rozktadu trojglicerydow do glicerolu i FA), wychwytem i
akumulacja wolnych kwasow thuszezowych w postaci TG w kroplach lipidowych oraz
mitochondrialna lipogeneza de novo (szereg reakcji enzymatycznych prowadzacy do
syntezy FA z weglowodanow)™. Wedtug podrecznikowej wiedzy proces syntezy FA
zachodzi w cytozolu a nie W mitochondriach. Istnieja co prawda doniesienia 0
mitochondrialnej FASN, jednak chyba nie ma ona duzego znaczenia w kontekscie
akumulacji lipidow w adipocytach. Proszg¢ o wyjasnienie czy to blad, czy tez
doktorantka uwaza, ze proces syntezy FA w mitochondriach odgrywa wazng rolg w
rozwoju otylosci?

. Na tej samej stronie napisano, ze nadekspresja CD36 w adipocytach prowadzi do
redukeji otylosci. Jest 1o zaskakujace, skoro biatko CD36 jest odpowiedzialne za
transport FA do adipocytow i wydaje sie, ze zwigkszony transport FA do tych
komérek powinien prowadzi¢ do wigkszego odkladania lipidow w tkance thuszczowe;j.
Proszg o komentarz.

. Na rycinie 3 oraz kolejnych (np. 5 i 8) uzyte sa symbole opisane W legendzie jako
_czasteczki prozapalne”, ,,czasteczki przeciwzapalne” 1 _metabolity”. Wymienione
grupy zwigzkéw sg na tyle obszerne i nicjednorodne jesli chodzi o budowg, ze
nalezatoby choé w tekscie wymieni¢ przyklady. W tekécie dotyczacym ryciny 3
znalaztem tylko wzmiankg o prozapalnych adipokinach.

. Na rycinach 7 i 9 zaznaczono mitochondria i obecny w nich cykl Krebsa (TCA).
Jednak takie procesy jak przemiana pirogronianu W acetylo-CoA czy synteza i rozktad
cial ketonowych ,uciekly” doktorantce z mitochondriow. Czy to blad czy celowe
przedstawienie tych procesOw poza mitochondrium?

 Na stronie 27 przeczytatlem, ze CAA przyczyniaja si¢ do usztywnienia macierzy
pozakomorkowej, przez 10 sprzyjajac ruchliwosei komorek. Proszg o krotkie
wyjasnienie w jaki sposob usztywnienie ECM sprzyja tej ruchliwosci.
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Na stronie 29 doktorantka napisala, ze _obserwuje si¢ zmniejszona aktywno$¢ kinazy
pirogronianowej, wchodzacej w sklad kompleksu taczacego glikolizg 1 cykl kwasow
trojkarboksylowych, powigzang z promocjg Wzrostu guza”. Wydaje mi si¢ ze
powyzszy Opis enzymu bardziej odpowiada dehydrogenazie pirogronianowej. O ktorg
7z aktywnosci tu chodzito?

Na stronie 31 napisane jest, ze LFA sa chetnie wykorzystywane przez komorki
nowotworowe, poniewaz pozwalajg na uzyskanie okoto dwukrotnie wiecej ATP w
poréwnaniu do glukozy”. Przyblizony zysk energetyczny Z utlenienia glukozy to 36-
38 ATP a z utlenienia kwasu palmitynowego to okolo 130 ATP, a wige roznica jest
snacznie wieksza niz dwukrotna. Czy tez autorce chodzilo o roznicg W przeliczeniu na
mase tych zwigzkow?

Na rycinie 13 A jest wzor podpisany ,,s6l sodowa kwasu linolowego™. Moim zdaniem
jest to s6l sodowa kwasu oleinowego.

Na rycinie 15 o tytule ,,Schemat reakcji redukcji soli tetrazolowej do pomaranczowego
formazanu, katalizowanej przez dehydrogenazg bursztynianowg” widac NADH
powstajgcy w wyniku dziatania dehydrogenazy bursztynianowej. Enzym ten jest
flawoproteing i czasie reakceji redukuje FAD do FADH> a nie NAD do NADH. Proszg
o wytlumaczenie na czym dokladnie polegat pomiar proliferacji komorek CRC.

W metodyce na stronie 67 wymienione sg dwa geny referencyjne uzyte w reakcjach
PCR. Brak jest jednak uzasadnienia wyboru akurat tych genow.

W badaniach przedstawionych na rycinie 23 pokazano poziom biatka OSBPL9 jako
zwigzanego z metabolizmem estrow steroli w kroplach lipidowych. Wigkszos¢ tych
estrow to estry cholesterolu. Czy zdaniem doktorantki nie lepszym wyborem byloby w
tej sytuacji zbadanie  acylotransferazy acylo-CoA - cholesterol  (ACAT)
odpowiedzialnej za syntezg estrow cholesterolu?

W podpisie ryciny 23 i w podsumowaniu te] czesci wynikéw na stronie 83 mozna |
przeczyta¢ o poziomie RNA i biatek zwiazanych z metabolizmem FA w tuczonych
adipocytach, natomiast w przedstawionych wynikach znalaztem tylko poziom mRNA
takich biatek.

Dlaczego na rycinach 26 i 27 pokazano pomiar spektrofotometryczny ilosci lipidow
tylko w mono-kulturach adipocytOw a nie ma wynikéw dla ko-kultur?

Na stronie 88 mozna przeczytac, ze .Spadek catkowitej zawartodci obojetnych lipidow
zweryfikowano analizg ilosciowg za pomocg pomiaru spektrofotometrycznego
(Rycina 28B)...". Analiza ilo$ciowa w chemii analitycznej umozliwia poznanie
liczbowej wartosci W odpowiednich jednostkach miary, np. W gramach, molach itp.
Natomiast wynik przedstawiony na rycinie 28B wyrazony jest w % absorbancji
wzgledem kontroli. Moim zdaniem taka jednostka nie pozwala nazwac tej analizy
ilosciowa.



18. Dlaczego na rycinie 32 ekspresja FADSI sostala zaliczona do procesow
wplywajacych na zawartodé lipidow? Gen FADSI koduje enzym desaturazg delta-5,
odpowiedzialng za przemiany wielonienasyconych kwasow tluszczowych, na przyklad
przemang DGLA w ARA., natomiast nie wydaje mi si¢ aby wplywal on catkowitg
zawartos¢ lipidow.

19. Na stronie 124 napisano” Glutaminian moze posredniczy¢ w biosyntezie mleczanu,
gdy jablczan powstajacy w TCA z glutaminy, zostanie utleniony do pirogronianu, a
nastgpnie w reakeji katalizowanej przez LDHA, ulegnie przeksztatceniu w mleczan.”

Glutamina nie jest metabolitem TCA.

20. Na stronie 126 napisano: ,,Brak roznic w opisanych wyzej poziomach genow i biatek
zwiazanych z synteza, modyfikacjami kwasow tluszczowych, a takze ich rozkladem
pociaga za sobg brak zmian w aktywacji szlakow sygnalnych.” Czy czasem nie jest na
odwrét? - Brak zmian w szlakach sygnalizacyjnych powoduje brak zmian ekspresji
genow odpowiedzialnych za syntezg i przemiany FA?

Na drobniejsze uwagi zamieszczone ponizej nie ma potrzeby, aby doktorantka
odpowiadala w czasie obrony pracy doktorskiej. Zamiescilem je w recenzji poniewaz
licze, ze bedg pomocne W przygotowywaniu kolejnych opracowan naukowych przez
doktorantke w przysztosci.

21.Na stronie 16 napisano: .....fundamentalnym komoérkowym  skladnikiem tkanki
ttuszczowej sa adipocyty, ktore przechowujg glownie dlugotaricuchowe kwasy
thuszezowe (ang. fatty acid, FA) w postaci kropli lipidowych (ang. lipid droplets,
LD)”. Nalezaloby sprecyzowac, ze W formie triacylogliceroli.

772 Na stronie 18 doktorantka uzywa samiennie terminu  metaloproteazy i
metaloproteinazy, nawet gdy podaje prawidlowa nazwg W jezyku angielskim np.
_metaloproteazy macierzy (ang. matrix metalloproteinase, MMP) i tkankowe
inhibitory metaloproteinaz (ang. tissue inhibitor of metalloproteinase, TIMP).”
Czesciej uzywana nazwa to metaloproteinazy.

73.Na stronie 21 napisano, ze ,Glukoza, po wniknieciu do komorki, zamiast by¢
metabolizowana w procesie glikolizy, moze ulegac glikoneogenezie 1 zostac
przeksztalcona w glikogen...”. Powinien tu byé¢ uzyty termin glikogenogeneza, lub
synteza glikogenu.

24.Na stronie 24 uzyto karkolomnego terminu: ,lipaza trojglicerydow ttuszczowych
(ATGL)”. TAG ze swojej natury naleza do thuszezy. Proponowatbym nazwe lipaza
triacyloglicerolowa adipocytow. Ponizej znalazlem  termin ,lipaza
monoacyloglicerydowa”. Proponowatbym lipaza monoacyloglicerolowa tak jak w
podanym w nawiasie prawidtowym nazewnictwie anglojgzycznym. Strong dalej na
rycinie 6 znalez¢ mozna troj-, di- i monoglicerydy. Proponowalbym uzywa¢ nazw
monoacyloglicerol, diacyloglicerol i triacyloglicerol. W kazdym razie konsekwentnie
trzymac sig jednej konwencji w calej pracy.



25 Strona 32. Prawidlowa nazwa enzymu to liaza ATP-cytrynianowa a nie liaza
cytrynianowa ATP.

26. Rycina 11 jest niezbyt precyzyjna, poniewaz FASN nie wymaga ATP do reakcji. ATP
jest zuzywane w reakcji katalizowanej przez ACC.

27.W tabeli 11 w pierwszej kolumnie po lewej stronie jest podpis ,startery dla
adipocytow zr6znicowanych”. Nie napisano jednak czy mysich czy ludzkich.
Domyslam si¢ tylko, ze dla mysich bo kolejne startery sa podpisane ,,startery dla
komorek ludzkich™.

78. Rozdzial 3.7 jest zatytulowany ,Pomiar spektrofotometryczny ilosci  kwasow
ttuszczowych w komorkach”, podczas gdy tabela 10 ma tytut: ,,Odczynniki uzyte do
ilosciowego oznaczenia obojetnych lipidow w komoérkach.” Opisana metoda stuzy do
pomiaru lipidow obojetnych glownie TAG i taki powinien by¢ tytul rozdziatu 3.7.,

29.Na stronie 97 napisane jest ,pozywka DMEM pozbawiona surowicy ptodowej”.
Lepiej napisa¢ ,,bez dodatku surowicy ptodowej”, poniewaz pozywka DMEM jako
taka nie zawiera tej SUrowicy.

30. Na stronie 125 napisano: ,,LPCAT biorg udzial w acetylacji fosfatydylocholiny (PC) z
lizo-PC w szlaku nazywanym cyklem Landsa” Powinno by¢ acylacji a nie acetylacji.

Podsumowujac, praca doktorska mgr Joanny Olszanskiej stanowi znaczacy wklad w badania
mikroérodowiska raka jelita grubego i wzajemnych oddziatywan komorek tworzacych to
mikrosrodowisko, i wyznacza dalsze kierunki badaf w tym temacie, ktore moga doprowadzi¢
do praktycznego zastosowania tej wiedzy w leczeniu pacjentow. Cze$¢ wynikow zawartych w
pracy doktorskiej zostata opublikowana w prestizowym czasopismie Cell Communication and
Signaling (Impact Factor = 8.2). Pomimo wymienionych przeze mnie zastrzezen, ktore
obnizaja ogolng oceng pracy, uwazam, ze spelnia ona kryteria stawiane rozprawie doktorskiej
okreslone w aktualnie obowiazujacych regulacjach prawnych i oceniam pracg pozytywnie.
Wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Wydziatu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Joanny Olszanskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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