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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Pawla Koniecznego
pt.: ,,Rola kinazy aktywowanej AMP (AMPK)

w regulacji procesu przerzutowania komérek nowotworowych”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Marcina Majki
w Zakladzie Transplantologii
Katedry Immunologii Klinicznej i Transplantologii,

Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

Rak szyjki macicy to jeden z najczescie] wystepujacych nowotwordw u kobiet na
Swiecie. Niestety Polska ma jeden z najwyzszych wskaznikéw zachorowalnosci
1 umieralnosci w Europie. Przyczyna wysokiej $miertelnosci tkwi przede wszystkim w zbyt
poznej diagnozie, gdy choroba nowotworowa jest bardzo zaawansowana. Z tego powodu
istnieje pilna potrzeba zardwno poprawienia efektywnosci dziatan profilaktycznych,
jak i opracowania terapii skutecznych w zaawansowanych stadiach choroby.

W dobie niezwykle intensywnego testowania zaréwno przez firmy farmaceutyczne jak
i osrodki akademickie nowych czasteczek o potencjalnych  wlasciwosciach
przeciwnowotworowych potrzebne sg nie tylko nowe pomysty na strukture chemiczng tych
zwigzkow, ale przede wszystkim nowe cele terapeutyczne. Przedtozona mi do oceny praca
doskonale odpowiada na t¢ potrzebe, bo pomimo intensywnych badan w ostatnich latach, rola
kinazy aktywowanej AMP (AMPK) w funkcjonowaniu komérek nowotworowych, nadal
pozostaje zagadka. Sam Autor trafnie okresla AMPK jako ,,miecz obosieczny” — z jednej

strony wiadomo, ze aktywacja tej kinazy hamuje glowne procesy anaboliczne, ktore



utrzymuja proliferacje i wzrost komérek nowotworowych, ale z drugiej strony moze im nadaé
plastyczno$¢ umozliwiajaca przetrwanie w warunkach stresu metabolicznego, takiego jak
niedotlenienie i niedobér glukozy, ktore sg powszechnie obserwowane w szybko rosnacych
guzach. W niniejszej pracy Doktorant zgtebia zagadnienia zwigzane z rola AMPK w procesie
progresji nowotworu, co jest wazne z punktu widzenia opracowywania nowych, bardziej
skutecznych terapii zaawansowanych stadiéw raka szyjki macicy.

Opracowanie ma uklad typowy dla eksperymentalnych prac doktorskich i sktada sie
z szesciu glownych rozdziatéw: Wstep, Cele projektu, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja
oraz Wnioski. W pracy zawarto réwniez wykaz cytowanego pismiennictwa, streszczenie w

jezyku polskim i angielskim, a takze wykaz stosowanych skrotéw.

Wstep

Wstep pracy nie jest zbyt obszerny, ale biorge pod uwage zlozong tematyke nalezy
postrzega¢ to jako zalete - w zwiezly i zrozumialy sposéb Doktorant przedstawil
w nim kluczowe informacje niezbedne do zrozumienia celu pracy jak réwniez zastosowanego
modelu i metod badawczych. W tej czesci Doktorant przedstawil najwazniejsze informacje
dotyczace zaburzen metabolicznych w procesie kancerogenezy, dosy¢ szczegélowo
przedstawit histori¢ badan nad AMPK, budowe, mechanizmy regulujgce aktywno$¢ AMPK
oraz rolg tej kinazy w komérkach réznych rodzajéw nowotworéw. W ostatniej czesci wstepu
Autor przedstawil najwazniejsze z punktu widzenia tematyki pracy, informacje dotyczace
molekularnych mechanizméw przerzutowania. To czego w mojej ocenie zabraklo we wstepie
tej pracy to informacje nt. aktualnego stanu wiedzy o roli AMPK w komoérkach raka szyjki
macicy. Brak takich informacji moze sugerowaé, ze tego typu badania nie bylty dotychczas
prowadzone, natomiast juz pobiezna analiza publikacji w bazie PubMed wskazuje,
ze w ostatnich latach ten temat byl podejmowany. Utrudnia to nieco ocen¢ poziomu
nowatorskosci niniejszej pracy doktorskiej.

Druga uwaga dotycz Ryciny 2-2 ktéra przedstawia ,»,Umiejscowienie AMPK
W wewnatrzkomorkowej sieci szlakéw metabolicznych™ i jest niezwykle cenna dla
zrozumienia prezentowanych tresci, jednak w jej podpisie powinno znalez¢ si¢ odniesienie
do pracy przegladowej ,Recent advances in the role of AMP-activated protein kinase
in metabolic reprogramming of metastatic cancer cells: targeting cellular bioenergetics and
biosynthetic pathways for anti-tumor treatment” w Journal of Physiology and Pharmacology,

gdzie w niemal niezmienionej formie zostata wykorzystana juz wczesniej. Nawet jezeli



Doktorant jest wspofautorem tej publikacji, to prawa autorskie z wysokim

prawdopodobienstwem zostaly przekazane wydawnictwu.

Cel pracy

Cel pracy okreslony jest precyzyjnie, w skoncentrowanej formie jasno przedstawia

koncepcje pracy i uzasadnia wykorzystane modele badawcze.

Materialy i metody

Na uwage zastuguje mnogos¢ wykorzystanych technik, w wielu przypadkach bardzo
ztozonych, tak jak te z zakresu modyfikacji genetycznych linii komoérkowych. Swiadczy to
niewgtpliwie o bogatym warsztacie naukowym pana mgr inz. Pawla Koniecznego.

Paradoksalnie jednak to wtasnie do tego rozdziatu mam najwiecej uwag:

- molm najpowazniejszym zarzutem jest to, ze cze$¢ metod zastosowanych do uzyskania
zaprezentowanych dalej wynikéw badan nie zostala opisana W rozdziale Materiaty i metody
zupeinie pominigto metody takie jak: ocena proliferacji zmodyfikowanych genetycznie
komoérek metoda MTS, oznaczenie wskaznikéw zuzycia tlenu przez komorki,
cytofluorymetryczna ocena indukcji apoptozy, badania wykonane na modelu mysim NOD-
SCID oraz materiale klinicznym. W mojej ocenie braki sa na tyle powazne, ze uniemozliwiajg
ostateczng oceng przediozonej pracy. Szczegoélnie ubolewam nad brakiem opisu metody
pomiaru zuzycia tlenu. Jak wynika z podpisu ryciny obrazujacej wyniki, oznaczenie bylo
wykonane na aparacie Seahores, a jest to nowoczesne urzadzenie, ktorym niewiele polskich
laboratoriéw moze si¢ pochwali¢, niezwykle cenne w badaniach zmian metabolizmu komérek
nowotworowych. Jesli chodzi o badania na modelu mysim oraz na materiale klinicznym
oprocz opisu metodyki brakuje informacji nt zgody odpowiednich komisji bioetycznych na
przeprowadzenie tych badan. Pozwole sobie réwniez skomentowa¢ wybér metody do oceny
proliferacji komdrek. Jest to metoda oparta na redukcji zwiazkow tetrazoliowych i choé
rzeczywiscie wielu autoréw, a nawet producentéw testéw, opisuje tego typu metody jako test
na proliferacjg, warto popatrze¢ na to nieco krytycznie. Jest szereg innych metod
bezposrednio oceniajgcych proliferacje komorek (np. metody wykorzystujace inkorporacje
znakowanych nukleotydow). Test MTS to w rzeczywistosci ocena aktywnosci komérkowych
dehydrogenaz NADPH-zaleznych i dlatego raczej powinno sie go uzywaé do oceny

zywotnosci komorek, a nie proliferacii.



- ocena ekspresji gendw przy uzyciu PCR w czasie rzeczywistym — jest to metoda bardzo
powszechna i niezwykle cenna, ale podstawowym warunkiem uzyskania wiarygodnych
wynikow jest rzetelny wybér genu referencyjnego. Kluczowa z definicji jest niezmienna w
warunkach doswiadczenia ekspresja tego genu. Wybér genu dla enzymu glikolitycznego
(GAPDH) w doswiadczeniu ktore bazuje m.in. na deregulacji szlakéw metabolicznych, na
pierwszy rzut oka wydaje si¢ nieuzasadniony. Nie podwazam tutaj mozliwosci zastosowania
GAPDH jako genu referencyjnego w ogdle, ale wybér ten powinien byé potwierdzony
empirycznie, a w opisie metodyki powinno sie znalezé uzasadnienie dla jego wyboru. W
ostatnich latach pojawia si¢ coraz wiecej doniesieni, ze stosowane dotychczas bezkrytycznie
geny (w tym geny metabolizmu podstawowego) czesto nie spetniaja definicji referencyjnosci.
Dlatego w kazdym do$wiadczeniu gen referencyjny nalezy wybraé na podstawie rzetelnych
badan wiasnych, bo od tego zalezy wiarygodnos¢ analizy PCR w czasie rzeczywistym. Co

wiecej aktualnie rekomendowane jest uzywanie co najmniej dwoch genéw referencyjnych.

- pomiar stgzenia biatka — faktem jest, ze metoda Bradforda ze wzgledu na swoja
powszechnos¢ nie wymaga szczegdlowego opisu, ale stwierdzenie, ze metoda ta polega na
»0dczycie absorbancji przy dlugosci fali 595 nm” to zbyt duze jak na prace naukowa

uproszczenie.

- ostatnia uwaga z zakresu metodyki pracy dotyczy obliczen statystycznych. Z wyjatkiem
badan na modelu mysim, Doktorant podaje jedynie informacje, ze analizowano wyniki z
dwoch niezaleznych powtorzen. Mozna odnie$¢ wrazenie, ze analizy byty prowadzone na
dwoch wynikach w poroéwnywanych grupach. Brakuje jasnej informacji dotyczacej
wykonanej liczby powtérzen oznaczen w poréwnywanych grupach (liczba n). W tym miejscu
pozwole sobie réwniez skomentowa¢ material kliniczny, w ktérym Doktorant oznaczal
ekspresj¢ AMPKal — to bardzo cenne, e probki z guza pierwotnego oraz przerzutu do wezta
chlonnego pochodzily od tej samej pacjentki, ale trudno jest wyciagaé wiarygodne wnioski

jezeli przeanalizowano materiat pochodzacy tylko od 3 pacjentek.

Wyniki

Pomimo zlozonosci zastosowanych modeli badawczych i mnogosci technik, opis
wynikow jest spdjny i jasny. Doktorant zilustrowal wyniki szeregiem wykreséw, rycin
i mikrofotografii, ktore zdecydowanie ulatwiaja lekture tego rozdziatu i zrozumienie

uzyskanych rezultatow. Moje krytyczne uwagi dotyczg technicznych aspektéw niektérych



mikrofotografii, ktére moga by¢ istotne przy publikacji wynikéw pracy doktorskiej. Na
zdjgciach obrazu mikroskopowego brakuje skali. Na rycinie 5-3, fotografie komérek
w jasnym polu sa bardzo zlej jakoici, a na fotografiach komérek barwionych
immunofluorescencyjnie pojawia sie zielona poswiata ktéra moze by¢ wynikiem m.in. zbyt
dlugiego czasu ekspozycji, albo niedostatecznego odplukania barwnika. Podobne uwagi mam
do zdje¢ zielonej fluorescencji na ryc. 5-22. W opisie wynikéw prezentowanych na rycinie
5-3 Doktorant stwierdza ze ,uzyskane zdjecia pozwalaja doszukiwaé si¢ wyzszej ekspresji
GLUT-1 w linii HTB-35 — wyzsza jasno$¢ zielonej fluorescenciji”. ,,Doszukiwanie sig¢” to
dosy¢ mato naukowe stwierdzenie, a w mojej ocenie wyzsza jasnos¢ fluorescencji jest raczej
wynikiem niedostatecznej jakosci zdjecia.

Dodatkowo Doktorant nie wyjasnia dlaczego na ryc. 5-4, na zdjeciu membrany
Western Blot widoczny jest podwdjny prazek dla transportera GLUT-1 i jaki miato to wplyw
na sposéb pomiaru densytometrycznego. Zauwazytam réwniez, pewien brak konsekwencji
jesli chodzi o prezentacj¢ wynikow analizy PCR. W opisie metod zawarta jest informacja, ze
relatywng ekspresje genow obliczano przy uzyciu metody ,,AACt”, natomiast na wykresach
obrazujgcych wyniki na osi y zamiast wartosci RQ widzimy stosunek genu badanego do

referencyjnego.

Dyskusja

Ten rozdziat podsumowuje catos¢ pracy od jej zalozen badawczych poprzez uzyskane
wyniki, az do omé6wienia i interpretacji uzyskanych danych. Trzeba przyznaé, ze Doktorant
sprawnie porusza si¢ po gaszczu uzyskanych wynikéw, a dyskusja jest logiczna i spdjna.
Niemniej jednak, podobnie jak we wstepie zabrakto w mojej ocenie dyskusji z wynikami
innych osrodkéw dotyczacymi konkretnie raka szyjki macicy. Doktorant powoluje sie
w zasadzie tylko na jedng prace (Wingo i wsp.), a wedhug mojej analizy pismiennictwa takich
prac jest zdecydowanie wiecej.

W ostatnim akapicie dyskusji Doktorant stwierdza, ze ,,AMPK mozna zdecydowanie
postrzegac jako marker prognostyczny”. Mam pewna watpliwos¢, czy zastosowane w pracy
modele uprawniajg do tak kategorycznego wniosku. Natomiast cenne na pewno byloby
odwolanie si¢ w tym miejscu do prac innych autoréw, ktérzy oceniali warto§é
ekspresji/aktywnosci AMPK jako markera prognostycznego w raku szyjki macicy na

obszernym materiale klinicznym (Choi i wsp. 2015).



Zarébwno we wstgpie jak i w dyskusji Autor zwraca uwage na rézna, czesto
przeciwstawng role AMKP w komorkach réznych typéw nowotworéw. Doskonale wiadomo,
ze nowotwory zlosliwe to niezwykle heterogenny zbiér réznych jednostek chorobowych
i najczedciej nie jest mozliwe formulowanie uniwersalnych stwierdzen prawdziwych dla
wszystkich nowotworéw. Z tego wzgledu uwazam, ze w tytule pracy doktorskiej Autor

powinien uwzgledni¢, Ze badania dotycza konkretnie raka szyjki macicy

Whnioski

Podsumowanie uzyskanych wynikéw Doktorant przedstawit w postaci 10 wnioskow.
Moja watpliwos¢ budzi jedynie wniosek 9 dotyczacy roli AMPK jako potencjalnego markera
prognostycznego, co zostalo oméwione powyzej. Pozostale wnioski znajduja

odzwierciedlenie w uzyskanych wynikach.

Pismiennictwo

Prac¢ zamyka pismiennictwo, zawierajace 159 pozycji. Pismiennictwo, prawie

wylacznie anglojezyczne, jest aktualne i prawidlowo uporzadkowane.

Na koniec zwracam uwage na drobne niedociagniecia edytorskie, ktére zostaly juz
wychwycone, by¢ moze przez samego Doktoranta, poniewaz wigkszo$¢ z nich zostala
zaznaczona otéwkiem w kopii pracy przedlozonej mi do oceny. Przed publikacja wynikow
badar nalezy poprawi¢ brak indekséw gérnych w pisowni wyktadnikéw poteg przy liczbie
wysiewanych komérek czy zapisie 2%, Chcialam réwniez zwrécic uwage na btad
W ostatnim akapicie wstepu pracy doktorskiej, w ktérym Doktorant pisze ze najbardziej
onkogenne typy wirusa HPV to typ 16 i 17 — w tym przypadku btad, najprawdopodobniej
edytorski, stat si¢ bledem merytorycznym.

Wigkszos¢ powyzszych uwag nie umniejsza jakosci i wartosci poznawczej niniejsze;
pracy 1 mogg by¢ one przedmiotem dyskusji podczas publicznej obrony. Doktorant
przeprowadzil oryginalne badania i zrealizowal postawione cele w bardzo pozadanym
obszarze wiedzy i z pewnoscig podejmie probe publikacji uzyskanych wynikéw. Niemniej
jednak bioragc pod uwage omoéwione wyzej powazne braki w opisie metodyki badan,
w oparciu o rozporzgdzenie MNiSW z dnia 19 stycznia 2018 1. w sprawie szczegdlowego
trybu 1 warunkéw przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim (Dz. U. 2018, poz.

261) wnoszg o uzupehienie rozprawy doktorskiej w takim zakresie, ktéry umozliwi



sformutowanie konkluzji recenzji i pozwoli stwierdzié, ze praca doktorska pana mgr inz.
Pawla Koniecznego w pelni odpowiada wymaganiom ustawy z dnia 14 marca 2003r
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.

2017, poz. 1789)
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