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Badania roli, jaka w procesie transformacji nowotworowej odgrywaja uszkodzenia w
genach, ktorych produkty uczestnicza w kontroli podstawowego metabolizmu komorki to
obecnie jeden z najbardziej intensywnie eksplorowanych obszaréw nauki. Cho¢ tego typu
badania prowadzone juz byty w latach dwudziestych XX wieku przez Otto Warburga to
ciagle nasza wiedza na ten temat jest co najwyzej szczatkowa. Dopiero pod koniec XX
wieku zostat zidentyfikowany enzym bedacy gtéwnym regulatorem homeostazy
energetycznej komérki. Enzym ten, nazwany kinazg aktywowang przez AMP (AMPK), jest
kompleksem utworzonym przez trzy rozne podjednostki zwane AMPKo, B i Y. Podjednostka
o jest podjednostka katalityczna, podjednostki B i Y pelnig funkcje regulatorowsa.
Podjednostka o wystepuje w dwoch izoformach al i 02, podjednostka B posiada rowniez
dwie izoformy, a podjednostka Y posiada trzy izoformy i dodatkowo izoformy Y2 i Y'3 maja
dwa warianty splicingowe. W sumie oznacza to, ze AMPK moze posiada¢ az 12 r6znych
konfiguracji. W wigkszosci tkanek AMPK wystepuje jako heterotrimer al f1 lub 21 Y1
lub 2. Aktywno$¢ tego enzymu nie jest tatwa do przewidzenia, gdyz w znacznej czgsci zalezy
od kontekstu metabolicznego komorki. Dlatego badania regulatorowej funkcji kinazy AMPK
sa trudne, a ich wyniki sg czesto rozbiezne. Ze wzgledu na role jakg enzym ten odgrywa w

utrzymywaniu homeostazy energetycznej wydaje sig, ze powinien on stanowi¢ doskonaty cel



terapeutyczny. Weiaz jednak brak jest jednoznacznej odpowiedzi czy korzystniejsza jest
aktywacja AMPK czy raczej jej zahamowanie. Przedstawiona mi do recenzji praca jest proba
odpowiedzi na to pytanie.
Rozprawa doktorska, wlacznie ze spisem literatury liczy 110 stron tekstu. Ma uktad

typowy dla rozpraw na stopien doktora. Sktada si¢ ze Streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, Wstepu, Celu pracy, Materialéw 1 Metod, Wynikéw i Dyskusji. Calo$¢ pracy
zamknieta jest 10 wnioskami. Wykaz pismiennictwa liczy 159 pozycji.

Gtéwnym celem tej pracy byta proba wyjasnienia roli jaka w procesie przerzutowania
w raku szyjki macicy odgrywa kinaza AMPK. Zdaniem autora na tak postawione pytanie
mozna odpowiedzie¢ tworzac odpowiedni model oparty na trzech liniach raka szyjki macicy,
w ktorych dzigki genetycznym manipulacjom dokonano zmiany w poziomie ekspresji
poszczegdlnych podjednostek AMPK, w tym szczegélnie jednostki katalitycznej jak rowniez
przesledzi¢ role tej podjednostki w procesie przerzutowania czy indukcji transformacji
epitelialno-mezenchymalnej (EMT).

Model badawczy oparty zostat na trzech ludzkich liniach komérek raka szyjki macicy
o réznym stopniu zaawansowania. Charakterystyka molekularna ludzkiej linii C-41 byta
zblizona do charakterystyki komérek guza na wezesnym stopniu zaawansowania, gdy
komorki guza wykazywaty cechy fenotypu epitelialnego. Linia HTB-35 odpowiadata
charakterystyce guza, w ktorym komorki uzyskujg zdolnos¢ do przerzutowania, a wigc ich
fenotyp jest juz czesciowo mezenchymalny. Linia HTB-34 wywodzila si¢ z przerzutu.
Komorki tej linii cechowaty zmiany molekularne charakterystyczne dla przejscia
mezenchymalno-epitelialnego. Innymi stowy skladajacy si¢ z trzech linii raka szyjki macicy
model pozwalal na: z jednej strony sledzenie zmian jakie wystepujg w trakcie przejscia
epitelialno-mezenchymalnego (czyli inaczej procesu tworzenia przerzutu), z drugiej strony na
skorelowanie tych zmian z zmianami aktywnosci kinazy AMPK. Obecnie wszelkie prace

wykonywane na liniach komérkowych musza by¢ opatrzone informacja o weryfikacji linii



komorkowych dokonywanej przez sprzedawce. Niestety nie znalaztem tej informacji w
recenzowanej pracy (a jest to rOwniez warunkiem przyjecia pracy do druku). Nie znalaziem
tez informacji czy wszystkie trzy linie odpowiadaly temu samemu typowi raka szyjki macicy.

Rozdziat Materiaty i Metody opisany jest dosy¢ doktadnie, cho¢ moim zdaniem trudno
by na jego podstawie wykona¢ wszystkie przeprowadzone, i doda¢ musz¢ skomplikowane,
procedury.

Wyniki tej pracy mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze czgsci. Pierwsza to manipulacje
genetyczne prowadzace do otrzymania stabilnych linii komdrkowych z nadekspresja
podjednostki katalitycznej AMPK al lub z jej wyciszeniem. Otrzymanie takich linii
pozwalato na wzbogacenie badanego modelu o mozliwos$¢ zbadania zalezno$ci pomig¢dzy
poziomem aktywnosci AMPK, a procesem transformacji epitelialno-mezenchymalnej. We
wszystkich analizowanych liniach oceniono poziom ekspresji podjednostki katalityczne;j
AMPKal. Najwyzszy poziom ekspresji podj ednostki katalitycznej zaobserwowano w linii C-
41, czyli w linii o najbardziej epitelialnym fenotypie i najnizszym stopniu zaawansowania.
Poziom ekspresji AMPKal w dwdch pozostatych liniach byt odpowiednio nizszy i zalezat od
przypisanego liniom stanu przejscia EMT i stopnia zaawansowania raka. Poziomy ekspresji
pozostatych jednostek AMPK czyli AMPKB1 i AMPKY'1 w analizowanych liniach HTB-35 i
HTB-34 byty podobne. Podobna analiza przeprowadzona zostata na materiale klinicznym
pochodzacym od chorych na raka szyjki macicy, ktory stanowity probki guza pierwotnego i
materiat pochodzacy z przerzutu do wezta chtonnego. Kazda para probek pochodzita od tej
samej pacjentki. Otrzymany wynik potwierdzil nizszy poziom ekspresji AMPKal w
przerzucie w pordwnaniu z guzem pierwotnym.

Kolejnym krokiem byto przygotowanie linii z nadekspresja podjednostki katalitycznej
AMPKal oraz linii z obnizonym poziomem ekspresji tej podjednostki (linia z wyciszeniem
podjednostki katalitycznej). Do konstrukcji linii z nadekspresja podjednostki katalityczne;j

wykorzystano lini¢ HTB-35 wykazujaca naturalne obnizenie poziomu ekspresji tej
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podjednostki. Pobrano z repozytorium plazmid zawierajacy sekwencj¢ podjednostki
katalitycznej (PRKAAI) i po potwierdzeniu poprawnosci sekwencji potaczono ja z sekwencja
GFP-P2A. Otrzymany konstrukt GFP-P2A-AMPKal zawieral dodatkowo biatko GFP, co
pozwalato w sposob jednoznaczny oceni¢ poziom podjednostki katalitycznej. Obecnosé
prawidlowej sekwencji podjednostki katalitycznej potwierdzono poprzez sekwencjonowanie.
Okazato si¢ jednak, ze otrzymany konstrukt zawiera substytucje w pozycji 928 (G>T). Aby
usunac¢ biad autor zastosowat technik¢ mutagenezy miejscowo-specyficznej. Powtdrne
sekwencjonowanie potwierdzilo przywrdcenie prawidtowej sekwencji. Oznaczalo to
mozliwos¢ dalszej konstrukcji plazmidu ekspresyjnego niezbednego do produkcji lentiwirusa
modyfikujacego komorki linii HTB-35. Weryfikacja funkcjonalna potwierdzita prawidtowos¢
utworzonego konstruktu. Poziom ekspresji mierzony poziomem fluorescencji $wiadczyt o
nadekspres;ji podjednostki katalitycznej w poréwnaniu do kontroli. W wyniku transdukcji linii
HTB-35 wyprodukowanymi wirusami otrzymano dwie zmodyfikowane linie komdrkowe.
Dzieki obecnosci GFP mozliwe stato si¢ wzbogacenie populacji komdorek HTB-35
wykazujacych nadekspresj¢ podjednostki katalitycznej AMPKal.

Linie z obnizong ekspresja podjednostki katalitycznej AMPK uzyskano w wyniku
wprowadzenia sekwencji ShRNA dla podjednostki AMPKal do wirusa i infekeji tym
wirusem linii C-41. Ze wzgledu na ponad 80% podobienstwo obu podjednostek
katalitycznych wyciszeniu ulegly obie izoformy, ale wyciszenie podjednostki AMPKal bylo
Znaczaco wWyzsze.

Autor nie stwierdzit istotnych statystycznie zmian w proliferacji genetycznie
zmodyfikowanych komorek linii C-41 1 HTB-35. Jednak badanie wskaznika zuzycia tlenu
wykazywalo wyzsze zuzycie przez inwazyjng lini¢ HTB-35 wzgledem linii C-41.

Druga cze$¢é pracy to analiza wptywu genetycznej manipulacji dokonanej w liniach
C-411 HTB-35. Wzrost poziomu ekspresji podjednostki katalitycznej AMPKal w linii

HTB-35 prowadzit do zmian morfologicznych, gléwnie w oddzialywaniach



migdzykomorkowych. W linii o zwigkszonej ekspresji podjednostki katalitycznej AMPKal
autor potwierdzit widoczne w mikroskopie zmiany wykazujac wzrost w poziomie ekspresji
niektorych biatek adhezyjnych, w tym rowniez kadheryny E,

W kolejnym etapie autor wykorzystat utworzony przez siebie model genetycznie
zmodyfikowanych linii RSM do $ledzenia zmian w poziomie ekspresji genéw zwiazanych z
przejsciem epitelialno-mezenchymalnym. Analizowano zmiany w poziomie mRNA takich
genow jak SNAIL, SLUG, ZEB-1 i wimentyna zwigzanych z EMT oraz niektorych
metaloproteinaz zwigzanych z trawieniem macierzy zewnatrzkomérkowej i blony podstawne;j
w tym MMP-1, MMP2 i MMP13. W linii C-4I shAMPKa1 poziom ekspresji markerow
EMT byt wyzszy niz w linii niezmodyfikowanej. Natomiast w linii HBT-35 GFP-2PA-
AMPK obserwowany efekt byt doktadnie odwrotny. Wzrost poziomu ekspresji podjednostki
katalitycznej AMPKal w tej linii prowadzit do spadku poziomu wimentyny, co oznacza iz
komorki te cechowat bardziej epitelialny charakter. Zmiany w poziomie ekspresji
metaloproteinaz nie byly jednoznaczne.

Stymulacja transformacji EMT przez odpowiednie czynniki wzrostu (HGF lub SDF-1)
lub przez czynniki farmakologiczne takie jak metformina i AICAR potwierdzily uprzednio
opisane wyniki. Chociaz w tym przypadku nie obserwowano w obu modyfikowanych liniach
znaczgcych réznic w ilosci podjednostki katalitycznej AMPKo.1 to mozna byto zaobserwowaé
zmiany w jej aktywnosci. Diugotrwata stymulacja AMPK prowadzita jednak do spadku
zywotnosci 1 indukcji apoptozy w stymulowanych liniach.

Waznym elementem tej pracy s3 badania nad zdolnoscig genetycznie
zmodyfikowanych linii RSM do tworzenia guzéw i przerzutowania przeprowadzone na
mysim modelu NOD-SCID. Linia C-4I, w ktérej obnizono poziom podjednostki katalitycznej
po podsk6érnym podaniu indukowata guzy, ktérych masa byla istotnie wigksza, ale ktore nie
wykazywaty zdolnosci do przerzutowania. Heteroprzeszczepy wyprowadzone z genetycznie

zmodyfikowanej linii HTB-35, w ktorej poziom AMPKo. byl istotnie zwiekszony



charakteryzowaty si¢ szybkim wzrostem i niewielka zdolnos$cig do przerzutowania,
szczegolnie do ptuc.

Dyskusja w tej pracy jest bardzo dobrze poprowadzona. Wida¢, ze autor bardzo
doktadnie przemyslat swoje wyniki i poréwnat je z podobnymi wynikami otrzymanymi przez
innych autoréw. W wielu przypadkach obserwowane zmiany byty zgodne z opisanymi w
literaturze. Jednak w tych eksperymentach, w ktorych wyniki réznily si¢ od wynikow
opisanych przez innych autoréw lub nawet dane literaturowe byty rozbiezne autor starat si¢
zaproponowa¢ wlasne rozwiazania. Takie podejscie $wiadczy o duzej samodzielnosci 1
dojrzato$ci naukowej kandydata. Cato$¢ pracy konczy 10 wnioskéw, z ktérych przynajmniej
dwa ostatnie nie wydajg sie jednak na obecnym etapie do realizacji.

Podsumowujac, doktorant wykazat odwrotng zaleznos¢ pomigdzy poziomem
aktywno$ci AMPK a agresywnoscia guza i zdolnoscia do przerzutowania. Z jednej strony
obnizenie poziomu ekspresji podjednostki katalitycznej AMPK obniza zdolnos¢ do
proliferacji, ale z drugiej ten spadek wigze si¢ z agresywnoscig nowotworu i zwigkszong
zdolnoscia do przerzutowania. Jak si¢ wydaje agresywnos¢ raka szyjki macicy zwigzana jest
ze spadkiem aktywno$ci AMPK. Podobnie, wzrost ekspresji AMPK hamuje proces
transformacji i przesuwa rownowage w kierunku bardziej epitelialnego fenotypu. Zarowno
spadek poziomu ekspresji podjednostki katalitycznej w komorkach C-41 jak i wzrost poziomu
ekspresji tej podjednostki w linii HTB-35 promuje przezycie komorek, co na pierwszy rzut
oka wydaje sie by¢ sprzeczne i sugeruje iz funkcja AMPK w znaczacy sposob zalezy od
kontekstu molekularnego i roli jakg ten enzym odgrywa w utrzymaniu homeostazy
energetycznej komorki. Diugotrwata stymulacja czynnikiem wzrostu genetycznie
zmodyfikowanej linii C-41 prowadzi do aktywacji procesu przejscia EMT, podczas gdy
podobna stymulacja genetycznie zmodyfikowanej linii HTB-35 przesuwa ten proces w

kierunku fenotypu epitelialnego, czyli prowadzi do obnizenia zdolnosci do przerzutowania. W



tych warunkach wykorzystanie regulacji aktywnosci AMPK, jako miejsca uchwytu dla terapii
celowanej wydaje si¢ by¢ niezwykle trudne.

Te wszystkie dane wskazujg, ze nie ma prostej drogi do sterowania AMPK i
wykorzystania tego enzymu jako bezposredniego celu w terapii kierowanej. Wydaje sig, ze na
obecnym etapie badan nalezy przede wszystkim zdoby¢ jak najwigcej informacji o procesach,
ktorymi AMPK steruje lub moze nawet bardziej ogolniej, ktére procesy biologiczne (czytaj
metaboliczne) sg z nig zwigzane.

Z przedstawionych danych nie wynika jednoznacznie mozliwos¢ wykorzystania
aktywnosci kinazy AMPK jako mechanizmu spowalaniajgcego wzrost guza nowotworowego
i obnizania jego zdolnosci do tworzenia przerzutow. Pytanie: jak to jednak zrobic, ciggle
pozostaje bez odpowiedzi. Mimo wszystko uwazam, ze doktorant uzyskal odpowiedzi na
wiele stawianych w celu pracy pytan. Do obowiazkéw recenzenta nalezy wytapanie
wszystkich bledow i niedociagnig¢ w pracy. Jest ich sporo - ciezki styl, duzo blgdow
gramatycznych i literowek, brak przypisania rycin do tekstu i mato czytelne podpisy w
rycinach (zbyt male litery) utrudniajg czytanie tej pracy. Jednak mimo tych wszystkich
niedociagnie¢ uwazam, ze warto te prace wyrdzni¢. Jest ona bowiem przyktadem naprawde
dobrze przemyslanej i wykonanej pracy doktorskiej.

Dlatego wnioskuje do Rady Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie autora pracy — mgr inz. Pawla Koniecznego do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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