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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Soni Elzbiety Trojan
pt.: ,,Znaczenie nowotworowo specyficznych izoenzyméw fosfofruktokinazy II w progresji
czerniaka zlosliwego z uwzglednieniem roli niskotlenowego $rodowiska rozwoju guza."
(;,The role of cancer-specific izoenzymes of phosphofructokinase II in the progression of

malignant melanoma including the role of low-oxygen environment of tumor development ")

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Soni Elzbiety Trojan zostala wykonana w
Katedrze Biochemii Lekarskiej Wydzialu Lekarskiego Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego pod kierunkiem prof. dr. hab. Piotra Laidlera. Promotorem pomocniczym pracy

jest pani dr Kinga Kocemba-Pilarczyk.

Wartos¢ rozprawy podnosi fakt, iz badania zostaly wykonane w ramach projektu badawczego
finansowanego przez NCN, ktérego kierownikiem byla mgr Sonia Trojan. Ponadto nalezy
podkreéli¢, ze przedstawione w rozprawie wyniki zostala juz opublikowane w trzech
oryginalnych pracach, ktore ukazaty si¢ w impaktowanych czasopismach: International Journal
of Molecular Sciences (IF 5,9 punktacja MNiSW 140); Cancer Cell International (IF 4,1
punktacja MNiSW 100) oraz Anticancer Research (IF 1,9 punktacja MNiSW 70). Pani mgr
Trojan jest pierwszym autorem we wszystkich tych pracach. A zatem, zaré6wno sama tematyka
badan, jak tez wyniki badan zaprezentowane w rozprawie zostaly pozytywnie ocenione przez

niezaleznych recenzentéw tych publikacji.

Gléwnym celem badan zaprezentowanych w ramach rozprawy doktorskiej bylo okreslenie
znaczenia nowotworowo specyficznych izoenzym6w PFK-II (kodowanych przez geny

PFKFB3 i PFKFB4) w progresji czerniaka zlosliwego z uwzglednieniem roli niskotlenowego
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srodowiska rozwoju guza oraz préba zrozumienia znaczenia ich ko-ekspresji dla celow

terapeutycznych.

Nowotworzenie jest zlozonym zaburzeniem zaleznym od wielu  czynnikow
wewnatrzkomérkowych jak i mikrosrodowiskowych regulujgcych wazrost, inwazje 1
przerzutowanie. Mikrosrodowisko raka jest wysoce niejednorodne i charakteryzuje si¢ zardwno
hipoksija, jak i fizjoksja. Dlatego teoria ,,plastycznosci metaboliczne;j”, ktora glosi, ze komorki
nowotworowe posiadajg w pelni funkcjonalng maszyneri¢ w postaci fosforylacji oksydacyjne;j
i w miare potrzeb moga przelaczaé si¢ migdzy OXPHOS, a glikolizg tlenows, a nawet
prowadzi¢ je jednoczesnie, moze thumaczy¢ zdolnosci adaptacyjne do réznych mikrosrodowisk
i promowanie chemoopornodci. Zjawisko hipoksji jest szczegolnie istotne w przypadku
czerniaka, poniewaz w przeciwienstwie do innych guzéw litych, gdzie niedotlenienie pojawia
sie dopiero przy intensywnym rozroscie guza, w skorze hipoksja jest zjawiskiem naturalnym.
Ponadto ponad polowa przypadk6éw czerniaka charakteryzuje si¢ obszarami glebokiej hipoksji
lub wrecz anoksji. W warunkach niedotlenienia czynnik transkrypeyjny HIF-la stuzy jako
kluczowy czujnik tlenu i gtéwny regulator odpowiedzi komérkowej na hipoksj¢. Komorki
nowotworowe przeprogramowuja metabolizm energetyczny, nasilajac Sciezke glikolizy m. in.
poprzez zwigkszenie transkrypcji lub alternatywnego splicingu genéw glikolitycznych
indukowanych przez HIF-1 takich jak m. in. fosfokruktokinaza II (PFK-II). Dane literaturowe
wskazujg, ze w komorkach nowotworowych nadekspresji ulegaja gltéwnie izoenzymy
fosfokrtuktokinazy II kodowane przez geny PFKFB3 i PFKFB4. Co ciekawe PFKFB3 i
PFKFB4 wplywaja wielokierunkowo na proces nowotworzenia jak i na metabolizm komorek
nowotworowych. Oba izoenzymy posiadaja dwie przeciwstawne domeny katalityczne przez co
w spos6b znaczacy uczestnicza w regulacji metabolizmu glukozy w komérkach
nowotworowych. Ponadto indukcja obu genéw w warunkach hipoksji, moze mie¢ szczeg6lne
znaczenie w adaptacji metabolicznej w warunkach niskotlenowych. Oprocz kluczowej roli w
kierowaniu przeptywem glukozy pomiedzy dwoma szlakami metabolicznymi: glikolizg i
szlakiem pentozofosforanowym: PFKFB3 i PFKFB4 moga regulowac tez proces autofagii oraz
wplywaé na szlaki sygnalizacyjne, kluczowe dla proliferacji komoérek nowotworowych. W
przypadku czerniaka dane literaturowe na temat ekspresji oraz roli izoenzyméw PFKFB3 i
PFKFB4 w progresji tego nowotworu sg ograniczone. W przedstawionej pracy opisano
logicznie zaplanowany i dobrze udokumentowany ciag doswiadczefi, ktdre w znaczacy sposob

przyczyniajg si¢ do lepszego zrozumienia roli izoenzyméw PFKFB3 i PEKFB4 w czerniaku a
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takze w innych typach nowotworéw. W mojej opinii za najwazniejsze osiggniecia tej pracy

nalezy uzna¢:

1. Wykazanie, ze ekspresja nowotworowo specyficznego izoenzymu fosfokruktokinazy
II, kodowanej przez gen PFKFB4 koreluje ze zlym rokowaniem u pacjentow z
czerniakiem zlosliwym i krétszym czasem przezycia wolnym od przerzutéw. Ponadto
powigzanie wysokiej ekspresji tego genu z tempem metabolizmu w czerniaku.

2. Pokazanie, Zze regulacja procesu alternatywnego splicingu genu PFKFB4 moze mieé
istotne znaczenie w regulacji przeciwstawnych aktywnosci kinazowej lub fosfatazowe;j
pozwalajac na dostosowanie przeptywu glukozy przez glikolize oraz szlak
pentozofosforanowy.

3. Analiza wspdtzaleznosci miedzy poziomami ekspresji PFK-II kodowanej przez
izoenzymy PFKFB3 i PFKFB4 w panelu nowotworéw ludzkich, gdzie wykazano, ze
wysoka ekspresja PFKFB3 i/lub PFKFB4 koreluje ze ztym rokowaniem u pacjentéw z
kilkoma typami nowotworéw litych. Natomiast w przypadku nerwiaka zarodkowego

korelacja ekspresji PFKFB4 jest odwrotna.

Wszystkie przedstawione w ocenianej pracy wyniki sg interesujgce i wazne dla okreslenia
znaczenia nowotworowo specyficznych izoenzyméw PFK-II (kodowanych przez geny
PFKFB3 i PFKFB4) w progresji czerniaka ztosliwego oraz innych typach nowotwordw litych.

dlatego warto$¢ naukowsg pracy mgr Soni Trojan oceniam bardzo wysoko.

Cz¢s$¢ przedstawionej rozprawy doktorskiej zostala napisana w jezyku polskim, natomiast
streszczenie i zatgczone publikacje oryginalne sg w jezyku angielskim. Praca ta liczy 97 stron
i obejmuje czternascie rozdziatléw, kolejno: ,,Wykaz stosowanych skrétow", Wykaz prac
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej” ,,Finansowanie badan”, ,,Streszczenie”, Abstract”,
Wstep”, ,,Cel pracy”, ,,Materiaty i metody”, ,,Publikacja nr 17, ,,Publikacja nr 2”, ,,Publikacja

nr 37, ,,Dyskusja", ,,Oswiadczenie wspotautoréw", Literatura”.

Rozdzial zatytulowany ,, Wstep" stanowi bardzo dobre przedstawienie aktualnego stanu wiedzy
na temat metabolizmu, roli hipoksji oraz izoenzyméw fosfofruktokinazy w komorkach
nowotworowych, ze szczegélnym uwzglednieniem czerniaka. Doktorantka bardzo jasno
przedstawia problemy badawcze, zwracajac szczegdlng uwage na te elementy, ktére staly sie

podstawg do sformutowania celéw pracy. Wprowadzenie czytelnika w tematyke pracy byloby



jeszcze latwiejsze, gdyby we wstepie pojawily si¢ schematy lub ryciny. Wstep w logiczny
sposéb prowadzi do kolejnej czgdci rozprawy, czyli zatozen i celéw badawczych. Autorka
sformutowata cel gtéwny polegajacy na okresleniu znaczenia nowotworowo specyficznych
izoenzyméw PFK-II oraz ich ko-ekspresji w progresji czerniaka ztosliwego z uwzglednieniem
roli niskotlenowego $rodowiska rozwoju guza. Nastepnie szczegolowe cele rozprawy autorka
ujeta w 6 kolejnych, dobrze przemyslanych i logicznie zaplanowanych etapach. Kolejny
rozdziat: ,,Materialy i metody” jest stosunkowo krotki, gdyz szczegbtowa metodyka zostata
zawarta w opublikowanych pracach.
W czasie lektury rozprawy nasuneto mi si¢ jedno pytanie dotyczace opisu materialéw i metod
(prosze o udzielenie odpowiedzi w czasie obrony pracy):
1) duza cze$¢é wynikow prezentowana w rozprawie oparta jest na analizach publicznie
dostepnych baz danych. Na ile samodzielnie analizy te byly wykonane przez
Doktorantke?

Kolejne rozdzialy: ,,Publikacja nr 1”, ,,Publikacja nr 27, ,,Publikacja nr 3” stanowig zasadniczg
cze$¢ wynikowg rozprawy. Kazda publikacja jest podsumowana klarownym opisem
najwazniejszych wynik6w i wnioskow. Sformutowane przez Doktorantke wnioski odpowiadajg

ustalonym celom pracy.

W pierwszej publikacji Doktorantka wykazata, ze komorki czerniaka wykazujg wysoki profil
glikolityczny, niezaleznie od warunkéw tlenowych hodowli. Natomiast analiza ekspresji genow
kodujacych enzymy glikolityczne, przeprowadzona w normoksji oraz hipoksji wykazata, ze
jedynym indukowanym genem w komoérkach czerniaka w warunkach niskiego parcjalnego
ci$nienia tlenu jest PFKFB4. Doktorantka wnioskuje, ze indukcja ekspresji genu PFKFB4 moze
by¢ uznana za istotny mechanizm regulujacy metabolizm gluzozy w hipoksycznych komdérkach
czerniaka. Tutaj nasuwa si¢ pytanie, na ktére prosz¢ o udzielenie odpowiedzi w trakcie obrony:
czy na podstawie ekspresji tego genu i jej korelacji z wysokim profilem glikolitycznym, bez
badan funkcjonalnych mozna wysuwa¢ tak daleko idgcy wniosek? Bardzo istotnym aspektem
tej publikacji jest analiza publicznie dostgpnej bazy danych wykazujgca, ze wysoka ekspresja
PFKFB4 przyczynia si¢ do zlego rokowania chorych na czerniaka, co moze by¢ istotne w

rozwoju przysztych terapii.

W drugiej publikacji Doktorantka skupita swoje badania na zwigzku miedzy ekspresja PFKFB3

i PFKFB4 a przezywalnoscig pacjentéw z rédznego typu nowotworami litymi. Tutaj zaskakujaco



wykazano, ze w niektérych nowotworach wysoka ekspresja PFKFB3 i PFKFB4 koreluje z
krotszym catkowitym przezyciem, natomiast w nerwiaku zarodkowym wysoka ekspresja
PFKFB4 koreluje z dtuzszym catkowitym przezyciem. Z przedstawionych badan wynika, ze w
nerwiaku zarodkowym warto$¢ prognostyczna PFK-II moze zaleze¢ od wzajemnej relacji
pomigdzy ekspresja PFKFB3 i PFKFB4 i aktywnosci ich specyficznych domen
funkcjonalnych,

Logiczng konsekwencja wynikéw otrzymanych w publikacji numer 2 sg badania zawarte w
kolejnej, trzeciej publikacji, w ktérej to Doktorantka wykazata, ze kluczowe w zrozumieniu
ekspresji 1 funkcji genu PFKFB4 w adaptacji metabolicznej komoérek czerniaka ztosliwego, jest
okreslenie profilu ekspresji na poziomie poszczegdlnych izoform, gdyz ocena poziomu
sumarycznej ekspresji genu PFKFB4 w warunkach hipoksji, nie odzwierciedla indukcji
ekspresji poszczegolnych izoform. Ponadto analiza na poziomie biatek réwniez pozwolita na
wyselekcjonowanie tych izoform, ktérych walidacje funkcjonalng nalezy przeprowadzi¢, aby
w pehi zrozumie¢ znaczenie ekspresji PFKFB4 w adaptacji metabolicznej komorek czerniaka

ztosliwego.

»Dyskusja" zawiera podsumowanie uzyskanych wynikéw w odniesieniu do danych
literaturowych. Dyskusja jest wszechstronna i wskazuje niewatpliwie, iz Doktorantka posiada
umiejetnos¢ krytycznej i wywazonej oceny uzyskanych wynikéw oraz formutowania
wnioskéw konficowych a takze biegle porusza si¢ w dostepnej w swoim obszarze badafi
literaturze. Zacytowana w pracy bibliografia liczy 200 pozycji obejmujacych wszystkie
aktualne pozycje literaturowe z obszaru wykonywanych badan. Opracowanie pracy jest
staranne, aczkolwiek zdarzajg sie pojedyncze btedy literowe. Dla wygody czytajgcego dobrze
byloby doda¢ kilka schematéw we wstepie. Drobne uchybienia nie wplywaja jednak na moja
wysoka oceng pracy.

Podsumowanie:

Stwierdzam, iz przedstawiona do oceny praca mgr Soni Trojan zatytulowana ,,Znaczenie
nowotworowo specyficznych izoenzyméw fosfofruktokinazy II w progresji czerniaka
ztosliwego z uwzglednieniem roli niskotlenowego srodowiska rozwoju guza" spetnia wszystkie
warunki stawiane pracom doktorskim zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce” (tekst jednolity: Dz. U. 22021 r. poz. 478 z p6:zn. zm.). Praca



stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego zdefiniowanego przez Doktorantke i
przedstawionego w celach pracy. Uzycie wielu metod badawczych, w tym szerokie
wykorzystanie publicznie dostgpnych baz danych wskazuje na umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Doktorantka wykazata si¢ duza wiedzg teoretyczng i

umiejetnoscig analizy i interpretacji otrzymanych danych eksperymentalnych.

Zwracam si¢ zatem do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o
dopuszczenie mgr Soni Trojan do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie
wnioskuje o wyrdznienie ocenianej rozprawy doktorskiej ze wzgledu na wysoka range
przedstawionych wynikow, ktore zostaly juz opublikowane w formie trzech publikacji, jak

réwniez profesjonalny spos6b oméwienia wynikow w rozprawie.
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