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Recenzja rozprawy doktorskiej Miriam Hippner-Kunickiej : ,, Wplyw ekspresji alfa-
enolazy (ENO1) i jej izoformy MBP1 na metabolizm glukozy i tempo proliferacji
wybranych linii komérkowych ludzkiego czerniaka skory”

Promotorzy rozprawy: dr hab. n. med. Piotr Dionizy, prof. UMW
prof. dr hab. Arkadiusz Migzek

Nowotwory sg gléwnym problemem wspotczesnej medycyny. Od szeregu lat obserwuje sie wzrost
zachorowalnosci w populacjach ludzkich co zwiazane jest ze zmiang nawykow zywieniowych i jakoscig
produktéw spozywczych, ekspozycja na karcynogeny i promieniowanie UV, a takze wirusami
onkogennymi, ktérych rozprzeszczenianie si¢ zwigksza si¢ wraz zageszczaniem populacji. Jednym z
najbardziej niebezpiecznych nowotwordéw jest czerniak dla ktérego réwniez obserwuje si¢ rosngca
zachorowalnos¢ wywotana zwigkszong ekspozycjg na ultrafiolet z powodu obecnosci dziury i opalania si¢
w salonach kosmetycznych. Z tego powodu od szeregu lat poszukuje sie skutecznych metod leczenia tego
smiertelnego nowotworu. Mimo powierzchniowego wystepowania bywa on przeoczany a chirurgiczne
wycigcie nawet niewielkich zmian nie zapewnia wyleczenia. W ostatnich latach poszukiwane sg catkowicie
nowe podejscia do leczenia tego nowotworu. Poza inhibitorami $ciezek sygnalnych, przeciwciatami
monoklonalnymi i immunoterapiami liczne grupy badawcze zainteresowaly sie dzialaniem na metabolizm
komoérek nowotworowych jako jedng z najbardziej obiecujacych drég prowadzacych do zahamowania ich
wzrostu. W aspekt prac nad nowymi terapiami czerniaka wpisuje sie bardzo interesujaca rozprawa
doktorska mgr Miriam-Hippner-Kunickiej w ktérej doktorantka zajeta sie znaczeniem alfa enolazy, jednego
z enzymow glikolitycznych w rozwdju tego nowotworu. Nalezy pamigtaé, ze bardzo wiele komérkowych
szlakéw sygnalnych ma liczne obejécia, biatka powierzchniowe wystepujace na powierzchni komérek
nowotworowych rzadko wystepuja w cafej ich populacji, natomiast takie procesy metaboliczne jak
glikoliza, cykl Krebsa czy fanicuch oddechowy nie posiadajg drog alternatywnych a komorki nowotworowe
uzywaja tych szlakéw jako (najczesciej) jedynej drogi pozyskiwania energii co czyni dziatanie na
metabolizm komorek nowotworu bardzo obiecujgcym.

Recenzowana rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze Patologii Klinicznej i
Doswiadczalnej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

pod kierunkiem dr. hab. n. med. Piotra Dionizego, prof. UMW oraz w Katedrze Biochemii i Biologii




Molekularnej Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu pod
Kierunkiem prof. dr. hab. Arkadiusza Miazka. Praca sktada sie z cyklu dwoch monotematycznych prac
poswigconych znaczeniu alfa enolazy lub jej izoformy MBP-1 w rozwoju i przerzutowaniu czerniaka. Obie
publikacje to ciekawe z poznawczego punktu widzenia prace eksperymentalne. Sumaryczny wspotczynnik
oddziatywania publikacji (IF) stanowiacych dokonanie naukowe doktorantki to 6,427 i odpowiednio 140
punktow MNiSW. W obu pracach doktorantka jest pierwszym autorem. Deklarowany udziat w publikacjach
doktorantki mozna uzna¢ za dominujacy.

Cykl publikacji opatrzony jest krétkim wprowadzeniem pozwalajacym rozeznaé si¢ w tematyce raka
skory oraz ENOL i jej wersji pozbawionej N-koficowego fragmentu, czyli biatka MBP-1 wiazacego si¢ z
czynnikiem transkrypcyjnym ¢-MYC, dalej znajduje si¢ wyraznie zdefiniowany Cel pracy oraz rozdzialy
Streszczen poprzedzajacych zataczone publikacje, w ktorym doktorantka wylicza najwazniejsze wyniki
uzyskane w poszczegdlnych pracach. Te rozdziaty pozwalaja przygotowaé sie na lekture poszczegdlnych
publikacji oraz podaja najwazniejsze osiagniecia. Dalej znajduja sie krotki rozdziat Podsumowanie oraz
Whnioski w ktérym wymienia najwazniejsze obserwacje plynace z wykonanych badan. Na koncu znajduja
si¢ oswiadczenia wszystkich autoréw prac oraz Opinia Komisji Bioetycznej.

W pracy nr I: ,, Alpha-Enolase (ENO1) Cerrelates with Invasiveness of Cutaneus Melanoma — An In
Vitro and Clinical Study” poddano analizie dane pochodzace od 112 pacjentéw u ktérych badano ekspresije
alfa-enolazy metoda immunohistochemiczng i korelowano je z danymi klinicznymi i histopatologicznymi.
Alfa-enolaza jest jednym z enzyméw szlaku glikolitycznego ktéry jest atrakcyjnym celem dla terapii
przeciwnowotworowych gdyz poza znaczaco wptywa na procesy nowotworowe. Jej zahamowanie moze
wplywaé na ograniczenie tempa rozwoju nowotworéw oraz ich przerzutowania. Co ciekawe, generalnie
opisywana jako biatko cytoplazmatyczne wykazuje zdolno$é do tworzenia komplekséw z biatkami
cytoszkieletu i mitochondriow. Jej zwigkszona ekspresja jest obserwowana w licznych nowotworach co
swiadezy 0 znaczeniu tego enzymu w podtrzymywaniu procesu nowotworowego. Zwiekszona ekspresja tego
enzymu jest takze obserwowana w innych chorobach takich jak reumatoidalne zapalenia stawéw, toczen
rumieniowaty, twardzina uktadowa a takze choroba Alzheimera. Podwyzszony poziom tego enzymu promuje
proliferacj¢, migracj¢ oraz inwazyjnos¢ komoérek nowotworowych, przy czym ma réwniez wplyw na
podtrzymywanie efektu Warburga, tak przeciez istotnego dla wiekszosci komérek nowotworowych.

W przypadku analizy probek od pacjentéw zaobserwowano istotng korelacje pomiedzy nadekspresija
ENOLI a gruboscig nacieku nowotworu wedtug skali Breslowa i Clarka, zwiekszong aktywnoscig mitotyczna
i obecnoscia owrzodzenia. Dodatkowo podwyzszona ekspresja ENO1 korelowata z wigksza inwazyjnoscia
komorek (badania na liniach in vitro) oraz gorszym rokowaniem pacjentéw. W tej pracy prowadzono réwniez
badania in vitro na wybranych liniach komérkowych czerniaka pochodzacych z guza pierwotnego (A375,
WMI1341D) jak i linii przerzutowych do weztéw chtonnych (WM9 i Hs294T) we celu okreslenia ekspresji
oraz aktywnosci ENOI. Podczas tych badan doktorantka wykorzystata techniki Western blot, i
immunofluorescencji. Dodatkowo w niektorych eksperymentach korelowano ekspresje i aktywnosé
enzymatyczng w warunkach hipoksji i normoksji. Wszystkie wyniki wskazuja na podwyzszona ekspresje i
aktywnos¢ enzymu w wybranych liniach komérkowych i wycinkach pobranych od pacjentow wskazujac na
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znaczenie tego enzymu dla komérek czerniakéw. W przypadku badania linii pobranych z przerzutéw do
weztdw chtonnych doktorantka zauwazyla znaczaco wyzszy poziom aktywnosci ENO1 dla komérek
hodowanych w warunkach hipoksji co moze $wiadczy¢ o tym, ze zwigkszona ekspresja a tym samym i
aktywnos¢ ENO1 ma wplyw na przystosowanie si¢ komorek czerniaka do warunkéw beztlenowych w
wezfach chtonnych, ktére stanowig jedna z gldwnych drég ich migracji. Bez tego przystosowania komérek
przerzutowanie nie bytoby skuteczne. Niestety z naszego pﬁnktu widzenia jest to niekorzystna cecha tych
komoérek. Ta praca zastuguje na wyréznienie z uwagi na bogatg statystycznie probke tkanek pacjentow. 112
wycinkéw umozliwia uzyskanie reprezentatywnych wynikéw i pozwala na wyciagniecie wiazacych
wnioskéw. Powstaje zatem pytanie, w jaki sposob obnizy¢ selektywnie ekspresje tego enzymu w komorkach
nowotworowych? Jednym z czynnikéw ktére potencjalnie jest celem jest nie sam enzym, wazny przeciez w
erytrocytach - co stusznie zauwaza doktoranta - ale na przyktad HIF-1a, ktérego aktywnos$¢ spowodowana
warunkami hipoksji prowadzi miedzy innymi do zwiekszonej ekspresji ENO1.

Sposobem odpowiedzi na pytanie w jaki sposob wykorzysta¢ ENO1 (lub jej forme alternatywnego
wycinania) w terapii czerniaka jest publikacja nr II o tytule: ,,Overexpression of c-MYC Promoter Binding
Protein-1 Enhances Proliferation and Glucose Metabolism of Melanoma Cells Lines™ ktéra traktuje o biatku
MBP-1 bedacym produktem alternatywnej translacji mRNA kodujagcego ENOI. Biatko MBP-1 w
przeciwienstwie do enolazy lokalizuje si¢ w jadrze komorkowym gdyz wykazuje powinowactwo do szeregu
genow dziatajac jako represor transkrypcji, w tym genu c-MYC prowadzac do zmniejszenia proliferacji i
wzrostu komorek nowotworowych. Z tego powodu doktorantka zdecydowata si¢ wykorzysta¢ nie sama
ENOI ale jej wariant alternatywnej translacji jako czynnik, ktory moze hamowaé rozwoj czerniakow.

Z komorek dwoch linii czerniaka ludzkiego A375 oraz WM9 uzyskano szes$¢ stabilnych transfektantow
wykorzystujac czastki lentiwirusa jako czynniki transfekcyjne, pozwalajacych na nadekspresje biatka MBP-
1 oraz jego mutanta z C-koficowa delacja czesci aminokwaséw (MBP-1AC). Przygotowano takze wektory
kontrolne wymagane do oceny wplywu samej modyfikacji genetycznej. Doktorantka postuzyla si¢ metodg
Western blot oraz immunofluorescencji do wykrycia znacznika HA-tag zwigzanego z Kkofcem
nadekspresjonowanych biatek. Aby oceni¢ wptyw wplywu nadekspresji biatka MBP-1 na transkrypcje c-
MYC postuzyta si¢ natomiast Metodg PCR w czasie rzeczywistym. Wykonala takze test wigczania 5-
etynylo-2’-dezoksyurydyny do rosngcego tancucha DNA. Mialo to pomdc oceni¢ tempo proliferacji
komoérek. W celu oceny tempa glikolizy w warunkach normoksji i hipoksji zmierzyta takze ilo$¢
wydzielanego przez komoérki mleczanu dostgpnym komercyjnie zestawem. Testem rysy oceniata
inwazyjnos¢ komorek.

W tym przypadku uzyskane wyniki sg nieco niejednoznaczne gdyz zaobserwowano wplyw same;j
transdukcji na szybkos¢ proliferacji oraz ilos¢ wydzielanego mleczanu w warunkach hipoksji. Metoda
innofluorescencji udato si¢ doktorantce zlokalizowa¢ w komérkach nadekspresjonowane biatka — przy czym
byla to lokalizacja gtéwnie cytoplazmatyczna a nie jadrowa jak zaktadano (takze dla transfekowanej linii
prawidiowej HEK293T). Przetozylo si¢ to na tylko minimalne ograniczenie ekspresji mRNA pochodzacego
z genu ¢-MYC, a komorki transdukowane MBP-1wykazywaly zwigkszong szybkos¢ proliferacji oraz

wydzielania mleczanu w poréwnaniu do komoérek transdukowanych pustym wektorem. Transdukcja MBP-
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I spowodowata jednak zmniejszenie zdolnosci do migracji komérek WM9 podczas gdy nie miata znaczenia
w przypadku linii A375. Inng obserwacja byta taka, Ze domena C-koricowa biatka MBP-1 jest niezbedna do
promowania proliferacji i migracji komorek ale tylko dla lini.i WM9 transdukowanej genem biatka MBP-1.
Uzyskane wyniki nie potwierdzity zatozen, jak to jest w wielu badaniach naukowych, natomiast sg cenne z
poznawczego punktu widzenia poniewaz pozwalajg zadawag kolejne pytania o mechanizm transportu biatka
MBP-1 do jadra, wptyw transdukcji na szlaki metaboliczne komérek i wiele innych.

Podsumowujac obie publikacje oceniam je bardzo wysoko, badania zostaty poprawnie zaplanowane i
wykonane. Warsztat doktorantki nie budzi zastrzezeni, w pracy postuzono si¢ szeregiem technik stosowanych
w biologii molekularnej a doktorantka biegle si¢ nimi postuguje. Tutaj nalezy réwniez zaznaczyC, ze mgr
Miriam-Hippner-Kunicka potrafi planowa¢, wykonywaé, ocenia¢ przeprowadzone eksperymenty oraz
dyskutowa¢ ptyngce z nich wnioski. Dyskusja wynikéw w publikacjach jest poprawna a wyciagnigte wnioski
koficowe uzasadnione i odpowiadajgce wynikom.

Publikacje zataczone w rozprawie zostaty poddane procesowi recenzji i nie mam do nich uwag. Z racji
funkcji recenzenta mam natomiast kilka drobnych uwag i pytan do tekstu rozdziatu Wprowadzenie oraz
Streszczenie publikacji I. Tak wigc we Wprowadzeniu w drugim akapicie dotyczacym promieniowania UV
doktorantka napisata: ,,Promieniowanie UV-B (280-315) jest absorbowane przez warstwe 0zonow3 i stanowi
Jjedynie 5% catkowitego $wiatla stonecznego docierajacego na ziemie, odpowiadajac za najbardziej
karcinogenne dlugosci fal. Natomiast promieniowanie UV-A (315-400 nm) reprezentuje pozostate 95%
ekspozycji ...” Zdania te sugerujg, ze calos¢ promieniowania UV-B jest absorbowana przez warstwe
ozonowa — nalezato napisa¢ w wigkszosci, oraz to ze pozostata czgs¢ $wiatla stonecznego docierajacego do
ziemi (95%) to $wiatlo UV-A. Rozumiem co doktorantka chciata napisaé¢ ale moim zdaniem te dwa zdania
sa niejasne. Kolejna uwaga dotyczy ostatniego zdania pierwszej strony Streszczenia publikaciji 1. Czy
hipoksja to to samo co stres oksydacyjny? Wedlug mnie zdanie to to wtasnie sugeruje.

Mam takze uwage do interpretacji wynikow plynacych z uzycia metody oznaczania mleczanu
zastosowanej w publikacji II. W przypadku komérek hodowanych w warunkach hipoksji i normoksji
mierzono poziom mleczanu wydzielanego do podloza, zakladajac, ze jego ilos¢ odpowiada
wydajnosci/szybkosci procesu glikolizy. Jednakze zaklada si¢ tu brak aktywnosci taficucha oddechowego
(bardzo wysoki poziom efektu Warburga). Czy mozliwe jest, ze dla danej linii komérkowej w warunkach
normosji czgs¢ pirogronianu powstatego w procesie glikolizy nie byta jednak redukowana do mleczanu i
trafiata do cyklu Krebsa a dalej do tancucha oddechowego zamiast do ptynu hodowlanego? Miatoby wplyw
na ilos¢ mleczanu w pozywce a nie koniecznie bylo zwigzane z szybkoscia czy intensywnoscig procesu
glikolizy. Prosz¢ o krétka dyskusje podczas odnoszenia si¢ do uwag do doktoratu po prezentacji. Uwazam,

ze to ciekawa kwestia.

Podsumowujac wykonane badania wnosza znaczacy wkiad do wiedzy zwigzanej z wplywem alfa-
enolazy oraz jej alternatywnej formy pozbawionej aktywnosci enzymatycznej na los pacjentéw z

czerniakiem oraz zachowanie komoérek czerniaka. Badania zostaly starannie zaplanowane i wykonane.




Wktad doktorantki w prace jest dominujacy a wyniki przekonywujace, takze wspotczynnik oddziatywania

prac jest wystarczajacy.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska speinia warunki okreslone w art. Art. 187. ust. 1-4 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. 22018, poz. 1668), dlatego wnioskuje¢
do wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie

Pani mgr Miriam-Hippner-Kunickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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