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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Agaty Poswiaty pt. ,, The interactome of AXL receptor
provides insights into its biological roles and intracellular trafficking ”

Wedlug najbardziej klasycznej definicji endocytoza to proces wprowadzania do wngtrza
komorki ze srodowiska zewngtrznego réznych substancji przez wpuklenie blony komoérkowej
i utworzenie pgcherzykéw zwanych endosomami. Poniewaz jednak proces ten dotyczy
roéwniez wprowadzania do komorki aktywowanych zwigzaniem odpowiedniego liganda
receptoréw blonowych odpowiedzialnych za przebieg roznych proceséw komorkowych,
zaczeto wigzac endocytoze z sygnalizacja komoérkows. Poczatkowo zaktadano, ze zwigzek
ten polega¢ moze gldwnie na usuwaniu aktywowanych receptorow z btony komorkowe;j i
zakonczenie przesylania sygnatu przez degradacje kompleksu receptor-ligand. Szybko jednak
okazalo sie, ze sprawa jest znacznie bardziej ztozona poniewaz czasami receptor nie ulega
degradacji a w zamian nastepuje jego recykling do btony komérkowej. Co wigeej stwierdzono
réwniez, ze rozpoczete w blonie komérkowej procesy przesylania sygnatu sa kontynuowane
takze po internalizacji kompleksu ligand-receptor w procesie endocytozy. Odkrycia te byty
bardzo interesujace poniewaz rzucaty nowe $wiatto na znane zjawisko wielkiej réznorodnosci
w przebiegu sygnalizacji od tego samego typu receptora w zaleznosci od rodzaju komorki
oraz jej stanu fizjologicznego. Mechanizm taki stwarzal bowiem mozliwos$¢ dodatkowej
regulacji przesylania sygnatu poprzez chociazby wydtuzenie czasu jego trwania oraz poprzez
wplyw na umiejscowienie sygnatu w komorce. Z tego wzgledu badania dotyczace
mechanizméw endocytozy receptorow btonowych wydaja si¢ by¢ niezwykle istotne. Jedng z
receptorowych kinaz tyrozynowych, o ktorej mechanizmach endocytozy niewiele wiadomo
jest kinaza AXL. Dodatkowo niewiele wiadomo na temat biatek oddziatywujacych z kinazg
AXL. Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy wiasnie identyfikacji biatek
oddziatywujacych z AXL oraz scharakteryzowania mechanizmow endocytozy tego receptora.
Temat pracy wydaje si¢ bardzo interesujgcy od strony naukowej i jego podjecie jest jak
najbardziej uzasadnione. Dodatkowo nalezy wspomnie¢, ze praca zostata wykonana w

Zespole majacym olbrzymie do$wiadczenie w tego rodzaju badaniach.
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Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata napisana w jezyku angielskim i liczy
127 stron maszynopisu. W tekscie zamieszczono 40 rycin, 15 tabel i cytowano 431 pozycji
literaturowych. Rozprawa doktorska Pani Agaty Poswiaty ma typowy dla tego typu
opracowan uklad i sklada si¢ z nastepujacych rozdziatow: spis uzywanych skrotow,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstgp, cele pracy, materiaty, metody, wyniki,
dyskusja, wnioski, perspektywy na przysztos¢, literatura, lista publikacji Doktorantki oraz
materialy dodatkowe na ptycie CD. W zwigztym 19 stronicowym wstepie Autorka
przedstawila starannie przygotowany zestaw informacji ulatwiajacy czytelnikowi zrozumienie
catosci pracy. W pierwszej czesci wstgpu Doktorantka omawia rodzing receptorowych kinaz
tyrozynowych TAM, ze szczegdlnym uwzglednieniem kinazy AXL. Druga czgs¢ stanowi
oméwienie najwazniejszych informacji dotyczacych procesu endocytozy a zwlaszeza jej roli
w regulacji przesylania sygnahu od receptoréw o aktywnosci kinazy tyrozynowej i roli tych
procesdw w powstawaniu nowotworéw. Wstep napisany jest przejrzyscie i dobrze
wprowadza czytelnika do zagadnien bgdacych przedmiotem pracy doktorskiej. Na
podkreslenie zastuguje staranny dobér najwazniejszych informacji bez przetadowania
zbednymi szczegdtami co powoduje, ze tekst czyta si¢ bardzo dobrze i jasno prowadzi on do
przedstawienia szczeg6towych celéw pracy. Prositbym jednak o odniesienie sie Doktorantki
do dwoch kwestii. Na samym poczatku wstepu (str. 15) Autorka pisze, Zze nadekspresja kinaz
TAM nie wykazuje potencjatu onkogennego. Jednak kilka linijek dalej podaje informacje, ze
jeden z przedstawicieli tej rodziny, AXL, wykazuje aktywnos¢ transformujgca w odniesieniu
do komérek NIH3T3. Jak nalezy rozumie¢ te rozbiezno$¢? Interesujgce réwniez byloby dla
mnie rozwiniecie tematyki wptywu AXL na aktywnos¢ migracyjna komorek a szczegolnie
rola tego receptora w bezposredniej aktywacji maszynerii molekularnej komorki
odpowiedzialnej ze generowanie ruchu, np. kluczowych w tym procesie matych bialek G z
rodziny Rho. Jak to wydaje si¢ wynika¢ z tekstu, obserwowany efekt jest raczej wynikiem
dziatan posrednich jak np. indukcja EMT. Informacje te bylyby bardzo interesujace w
szczeg6lnosci w kontekscie innej pracy Zespotu (PNAS, 2021), ktorej wspotautorkg jest
Doktorantka, a o ktorej wspomniane jest wiecej dopiero w dyskusji i rozdziale poswigconym

dalszym planom i perspektywom na przyszlosc.

W rozdziatach opisujacych stosowane materialy i metody Autorka zawiera
wyczerpujace informacje dotyczace stosowanych metod eksperymentalnych oraz

wykorzystanego materiatu biologicznego. W swoich badaniach Doktorantka wykorzystala
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szereg metod biochemicznych, biologii molekularnej i biologii komorki, ktére sa bez
watpienia wlasciwe do rozwigzania problemu bedacego przedmiotem rozprawy doktorskiej.
Opis stosowanych metod jest jasny i dokladny, stwarzajgcy mozliwos$¢ powtdrzenia

opisywanych do$wiadczen.

W rozdziale ,, Wyniki” Autorka przedstawita gtéwne osiagnigcia swoich badan.
Najwazniejsze obserwacje poczynione przez Autorke to przede wszystkim identyfikacja,
dzigki zastosowaniu metody BiolD, szeregu biatlek wchodzacych w interakcjg z receptorem
AXL, odpowiedzialnych m.in. za regulacje cytoszkieletu aktynowego, aksonogenezg,
organizacj¢ potaczen migdzykomodrkowych, przekazywanie sygnatu oraz zaangazowanych w
proces endocytozy. Ta ostatnia obserwacja, wskazujaca na istotng role endocytozy dla
funkcjonowania receptora AXL, byla podstawg dalszych badan charakteryzujacych
endocytoze indukowang aktywacjg receptora AXL. W szeregu bardzo dobrze zaplanowanych
eksperymentéw Autorka wykazata, ze stymulacja komorek ligandem receptora AXL,
bialkiem GAS6, indukuje szybkie pobieranie kompleksu ligand/receptor przez komorki na
drodze endocytozy zarowno zaleznej jak i niezaleznej od klatryny. Jednakze indywidulane
hamowanie poszczegélnych $ciezek endocytarnych nie prowadzito do catkowitego
zahamowania endocytozy. Jedynie zablokowanie 2 $ciezek powodowalo czgsciowe
zmniejszenie pobierania kompleksow GAS6-AXL. Co ciekawe, catkowite zahamowanie
procesu endocytozy mozna bylo uzyskac jedynie poprzez zahamowanie aktywnosci
kinazowej receptora AXL. Do najciekawszych obserwacji dokonanych w pracy mozna
niewatpliwie zaliczyé stwierdzenie, ze internalizacja receptora AXL zachodzi znacznie
szybciej niz takich receptoréw jak EGFR czy PDGFR] i internalizowany AXL nie jest
degradowany lecz prawdopodobnie ulega procesowy recyklingu do blony komoérkowej co

moze byé jedng z przyczyn obserwowanej przedtuzonej sygnalizacji aktywowanego receptora
AXL.

Reasumujac, Autorka otrzymata oryginalne, interesujace i spojne wyniki
jednoznacznie identyfikujgce biatka wspoldziatajace z aktywowanym receptorem AXL oraz
opisala po raz pierwszy mechanizmy endocytozy tego receptora i przedstawita przestanki

wskazujgce na znaczenie tego procesu w sygnalizacji od tego receptora.
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Lektura tej bardzo interesujacej czesci pracy nasuneta mi kilka uwag i pytan o
ustosunkowanie si¢ do ktérych chciatbym prosi¢ Doktorantke:

1/ Czy mozliwe jest precyzyjniejsze zdefiniowanie terminéw ,,proximal protein” i
,distal protein” w metodzie BiolD?

2/ Aktywno$¢ biologiczna biatka GAS6 okreslana przez fosforylacje AXL (Fig. 4.2)
byla zauwazalna przy stezeniu 100 ng/ml. O ile dobrze si¢ doczytalem w wiekszosci
doswiadczen stosowano stezenie GAS6 w wysokosci 400 ng/ml. Jakie jest stezenie biatka
GAS6 w surowicy i jaki jest zakres stezen tego biatka stosowany w r6znych badaniach in
vitro?

3/ Autorka shusznie podkresla duze podobienstwo w funkcjach biologicznych
zidentyfikowanych biatek wchodzacych w interakcje z aktywowanym receptorem AXL
pomiedzy komorkami LN229 i HEK293. Pewne roznice jednak istnieja. Czy mozna pokusic¢
si¢ 0 probe powiazania tych roznic z pochodzeniem/funkcjami tych réznych komorek?

4/ Czy w badaniach innych zespolow stwierdzajacych, ze GAS6 moze wigzac si¢ ze
wszystkimi receptorami TAM, stwierdzono jaka$ aktywnos¢ biologiczng w wyniku aktywacji
receptora czy wykazywano jedynie fizyczne wigzanie liganda do receptorow?

5/'W wynikach przedstawionych na rycinie 4.16 wyraznie wida¢ spadek poziomu
endocytozy po 30 min od stymulacji. Czy wiadomo po jakim czasie system powraca do stanu
wyjsciowego, tzn. stanu w ktérym mozna po stymulacji zaobserwowac¢ indukcje endocytozy
po 5 min? Dodatkowo bylbym zainteresowany opinig Doktorantki dotyczacg biologicznego
znaczenia obserwowanych roznic w Kinetyce przebiegu endocytozy w czasie stymulacji
komorek réznymi czynnikami.

6/ Na rycinie 4.20 przedstawiono wyniki kolokalizacji receptora AXL i bialek CLC
lub PICALM w 1 i 5 min od stymulacji. Jaki byl wynik tego eksperymentu po 10 min od
stymulacji? Poniewaz rejestracja byta wykonywana przez 10 min takie dane powinny by¢

dostgpne.

Calos$¢ pracy pod wzgledem sposobu prezentacji wynikéw jest bardzo dobrze
przemyslana i utatwia czytelnikowi zrozumienie prowadzonych badan. Z jednym wyjatkiem.
Wydaje mi si¢, ze wielko$¢ prezentowanych zdje¢ mikroskopowych powinna by¢
zdecydowanie wieksza. O ile male rozmiary rycin sg zrozumiate w pracach w czasopismach
naukowych gdzie konieczne jest ograniczenie miejsca, o tyle w przypadku pracy doktorskiej

takiego ograniczenia nie ma. Oczywiscie korzystajac z wersji elektronicznej mozna sobie
WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYKI | BIOTECHNOLOGII U]

4



dowolnie powicksza¢ zdjecia jednak przy wersji drukowanej jest to pewien klopot. Tym
bardziej, ze akurat dokumentacja fotograficzna jest na bardzo dobrym poziomie i pigknie

potwierdza wnioski ptynace z innych doswiadczen.

W 10 stronicowym rozdziale ,,Dyskusja” Autorka krytycznie i ostroznie ocenia
wiasne wyniki na tle danych literaturowych. W rozdziale ,,Wnioski” przedstawiono gtowne
osiggniecia badawcze i konkluzje plynace z przeprowadzonych badan. Rozprawe konczy

krotki rozdziat, w ktorym Autorka opisuje mozliwe kierunki rozwoju rozpoczgtych badan.

Przedstawione tutaj uwagi i pytania w zadnym stopniu nie wptywaja na jak
najbardziej pozytywna ocene catej pracy doktorskiej. Wrecz przeciwnie, Swiadcza o tym, ze
prace czyta si¢ z duzym zainteresowaniem a otrzymane wyniki sg zacheta do stawiania wielu
nowych pytan. Pani mgr Agata Poswiata jest ponadto wspotautorka 3 prac eksperymentalnych
opublikowanych w wy$mienitych czasopismach (PNAS, Molecular Cancer Research i
Cellular and Molecular Life Sciences). W czesci tych publikacji wykorzystano wyniki
prezentowane w ocenianej pracy doktorskiej. Prace te chociaz opublikowane w okresie

ostatniego roku byly juz 7-krotnie cytowane w literaturze Swiatowej.

Podsumowujgc, zaréwno dorobek naukowy jak i rozprawg doktorska Pani mgr Agaty
Poswiaty oceniam bardzo wysoko. W moim przekonaniu Autorka uzyskata wartosciowe,
stanowigce nowo$¢ naukowa wyniki, ktore otwierajg szerokie perspektywy badawcze na
przyszlos¢. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630).
Wnosze zatem o dopuszczenie Pani mgr Agaty Poswiaty przez Wysokg Rad¢ Naukowsg
Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie zwracam si¢ do Wysokiej Rady z wnioskiem o

rozwazenie mozliwosci wyrdznienia ocenianej pracy.

9/7/’

(Zbigniew Madeja)
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Dr hab. Joanna Kaminska
Pracownia Genetyki i Biologii Molekularnej Drozdzy
Instytut Biochemii i Biofizyki PAN
02-106 Warszawa; ul. Pawinskiego Sa
Warszawa, 30.06.2022

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr. Agaty Poswiaty zatytulowanej: ,, The
interactome of AXL receptor provides insights into its biological roles and intracellular
trafficking.”

Przedstawiona do recenzji praca wykonana zostala w Pracowni Biologii Komorki
Migdzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komorkowej. Promotorem pracy jest
Pani prof. dr hab. Marta Migczyniska, a promotorem pomocniczym Pani dr Daria Zdzalik-
Bielecka.

Pracownia prof. Migczynskiej od lat zajmuje sie procesami transportu
wewngtrzkomorkowego, — szczegolnie  za§  opisywaniem  wplywu endocytozy na
wewngtrzkomorkows transdukcje sygnatu z receptoréw blony komorkowej. Przez dtugi czas
endocytoza byla postrzegana jako mechanizm zakonczenia przekazywania sygnatu przez
redukcje poziomu receptoréw na powierzchni komérki i ich degradacje. Natomiast dane,
uzyskane, rowniez w pracowni Prof. Migczynskiej, wykazaty, ze endocytoza nie zakancza
transdukcji sygnatu i kolejne przedzialy komérkowe, endosomy, réwniez odgrywajg wazna role
w przekazywaniu sygnatéw wplywajac na transport kompleksow ligand-receptor i na
aktywnos¢ receptorow wewnatrz komérki. Rozprawa doktorska Pani mgr Agaty Poswiaty
dotyczy charakterystyki receptorowej kinazy tyrozynowej, biatka Axl nalezacego do rodziny
TAM (od pierwszych liter nazw receptoréw z tej rodziny TYRO3, Axl, Mer). Dziatanie
receptorow TAM rézni si¢ od dziatania innych receptorowych kinaz. Jak wykazaly badania na
myszach nie odgrywaja one istotnej roli na wczesnych, embrionalnych etapach roZwoju
organizmu, natomiast sg potrzebne w zréznicowanych juz tkankach. Dane literaturowe opisuja
ich udzial min. w usuwaniu komérek obumarlych na drodze apoptozy, ktére majg ha swojej
blonie komorkowej fosfatydyloseryng. Obecnodé receptorow TAM jest wigc potrzebna do
utrzymania homeostazy tkankowej, szczegélnie ich rola uwidacznia sie w ukladzie
rozrodezym, nerwowym i immunologicznym. Najwiecej danych dotyczacych receptora Axl
Jest w odniesieniu do jego udzialu w progresji réznych typéw nowotworéw, we wnikaniu
wirusow i w powigzaniu z chorobami autoimmunologicznymi. Ze wzgledu na zwigkszong
aktywnos¢ receptora Axl w wielu typach nowotworéw istotnym jest poznanie mechanizméw
prowadzacych do jego aktywacji i inaktywacji. W zwiazku z tym Pani mgr Agata Poswiata
podjeta si¢ identyfikacji bialek oddzialujacych z receptorem Axl, ocenila jego udzial w
wychwycie biatka GAS6, liganda dla receptoréw z rodziny TAM, ocenila udziat aktywnosci
domeny kinazowej receptora Axl w jego endocytozie indukowanej ligandem,




scharakteryzowala kinetyke internalizacji kompleksu ligand-receptor (GAS6-Axl) oraz
zidentyfikowata szlaki endocytarne uczestniczace w internalizacji kompleksow GAS6-Axl.

Czgs¢ eksperymentalng Doktorantka poprzedzila wstepem zwigzanym z tematyka pracy
i obejmujacym dwa zagadnienia. Pierwsza czgS¢ to charakterystyka rodziny receptorowych
kinaz tyrozynowych TAM z rozbudowanym fragmentem dotyczycacym kinazy Axl. Druga
czgscig jest opis procesu endocytozy, réznych sciezek molekularnych tego procesu {j.
endocytozy zaleznej od klatryny i réznych typow od niej niezaleznych. Ukazane zostato
znaczenie endocytozy w procesie regulacji przekazywania sygnatu przez receptorowe kinazy
tyrozynowe, a takze jej udziat w karcynogenezie. Do tej czgsei rozprawy mam niewiele uwag,
Dotyczg one rozdziatu 1.4.1.2.6 z opisem endocytozy zaleznej od endofilin w ktérym pojawia
si¢ duzo szczegolow, a ktore nie zostaty dobrze wprowadzone jak GSK3B i CDKS5 oraz $ciezka
SLIT-ROBO.

Drugi  rozdzial przedstawia cel pracy jakim byto zidentyfikowanie biatek
oddziatujacych z receptorem Axl oraz charakterystyka $ciezki endocytozy tego receptora jako
istotnych podstaw do opracowania migdzy innymi terapii nowotworéw, gdyz nadprodukcja
receptora Axl koreluje ze zta prognostyka leczenia, metastazg 1 nabywaniem odpornosci na
chemioterapi¢ przez komoérki rakowe. Do realizacji tego celu zastosowane zostaly réznorodne
metody badawcze od metod inzynierii genetyeznej, przez produkeje rekombinowanych biatek,
analizg¢ Western blot i hodowle komérkowe, metody mikroskopowe, bioinformatyczne,
statystyczne. Zostaly one opisane szczegétowo w kolejnym rozdziale Materiaty i Metody.

Rozdzial 4 zawiera wyniki dotyczace dwoch wspomnianych wczesniej watkow
badawczych. W pierwszej czesci Doktorantka opracowala dwa uktady do$wiadczalne, ktore
pozwolil jej na identyfikacje bialek oddziatujacych z receptorem Axl przed i po indukcji
ligandem GAS6. Ukiady te to dwie linie komérkowe: linia embrionalna HEK293 i linia LN229
z glejaka do ktorych wprowadzita plazmid z genem kodujacym biatko Axl w fuzji z ligazg
biotyny BirA* i epitopem HA. Zidentyfikowane w tych uktadach biatka wigzace si¢ do
receptora Axl zostaly pogrupowane wg. uczestnictwa w procesach lub wg. pelnionej funkc;ji,
co wykazato, ze znaczacy grupa bialek oddziatujgcych z badanym receptorem stanowia m.in.
biatka zaangazowane w endocytoze. Ze wzgledu na fakt, ze nie bylo nic wiadomo o endocytozie
receptora Axl drugg czgs$¢ pracy Doktorantka poswiccila charakterystyce endocytozy tego
receptora w komérkach linii LN229. W tym celu przeprowadzita cykl doswiadezen w ktérych
stwierdzita ze:

1) inkubacja komérek z biatkiem GAS6 indukuje endocytoze Axli GAS6

2) internalizacja GAS6 jest zalezna od obecnosci receptora Axl, ale nic TYRO3,
innego receptora z rodziny TAM;

3) kinazowa funkcja receptora Axl jest konieczna do jego internalizacji oraz
internalizacji liganda, biatka GAS6;

4) kinetyka endocytozy Axl ro6zni si¢ od kinetyki endocytozy dwéch innych
receptorow dla epidermalnego czynnika wzrostu i plytkowego czynnika wzrostu,
maximum internalizacji Axl jest obserwowane szybciej;

5) endocytoza Axl zachodzi na kilka sposobow tj. na drodze makropinocytozy, w
sposob zalezny od GTPazy Arf6 oraz na drodze nazwanej w skrocie CLIC/GEEC;




1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

6) po internalizacji tylko czes¢ biatka Axl trafia do wezesnych i poznych
endosoméw/ lizosoméw i w zwigzku z tym znaczaca pula bialka AxI nie ulega
degradacji;

7) brak degradacji receptora Axl prowadzi do dtugotrwatego pobudzenia szlaku
sygnalowego w kiorym dziata kinaza Akt, regulujgca wicle réznych funkeji
komorkowych, w tym proliferacj¢ komorek, przezycie oraz metabolizm.

Wyniki przedstawione w rozprawie zostaly otrzymane w trakcie wielokrotnie
powtorzonych eksperymentow, opracowane statystycznie i tadnie zaprezentowane
graficznie. Cigg tych eksperymentow przedstawiony jest logicznie i prace bardzo
dobrze si¢ czyta.

Do przedstawionych wynikow mam nast¢pujgce uwagi i pytania:

W rozdziale 4.1.1 odwolanie do ryciny 4.2A jest w nieadekwatnym miejscu. Tekst
bezposrednio poprzedzajacy sugeruje, ze we wspomnianym fragmencie ryciny jest
schemat przedstawiajacy plazmid pcDNA3.1-GAS6-Myc-His, w rzeczywistosci
fragment ten przedstawia Western blot.

Przedstawiono na rycinie 4.2D, analize poziomu fosforylacji Axl po dodaniu réznych
ilosci biatka GAS6. Otrzymany wynik podsumowano zwigzle, ze dodanie biatka GAS6
indukuje t¢ fosforylacje. W dalszych eksperymentach uzywano biatka GAS6 do
indukowania kinazowej funkcji receptora AxI, nie podano jednak dlaczego z wszystkich
przetestowanych stezen wybrano stezenie 400 ng/ml. Zabraklo mi tu odniesienia do
relacji miedzy stgzeniem liganda a aktywnoscig receptora i stwierdzenia, ze sposrod
testowanych wybrano najnizsze stgzenie GAS6 skutkujace maksymalng fosforylacja
Axl.

W podrozdziale 4.1.2 nie opisano czgsci ryciny 4.3A. Rycina ta przedstawia
charakterystyke komorek uzywanych linii (HEK293 i LN229) pod wzgledem obecnosci
w nich bialek receptoréw TAM tj. biatek TYRO3, Axl i Mer, natomiast tekst odnosi si¢
tylko do obecnosci lub braku biatka Axl. Dopiero w rozdziale 4.2.2 Doktorantka odnosi
si¢ do wyniku z tej ryciny.

Zauwazytam niejednolity system podpisu niektorych rycin np. 4.3D wraz z 4.31 opis
dotyczacy czasu po dodaniu GAS6 jest w innym stylu niz na rycinach 4.12A i 4.32.
Na rycinie 4.6 A nie ma wstawki z powi¢kszeniem fragmentu zdjecia jak to jest
napisane w podpisie.

W rozdziale 4.1.4 podano w tekscie, ze 64 biatka oddzialywaly z AxI specyficznie w
warunkach stymulacji komérek GAS6, zas na diagramie na rycinie 4.8 jest podane 54.
Co jest prawdg?

Na kolejnych rycinach, poczawszy od ryciny 4.12, na ktorych uwidaczniano lokalizacje
GAS6 uzywajgc przeciwcial anty-myc powinien na zdjeciach z mikroskopu by¢ podpis
GAS6-Myec, a nie samo GAS6.

Rycina 4.13 — w podpisie jest o wyciszeniu z uzyciem gNT#1 i gNT#2, ale brak
przyktadowych zdje¢ mikroskopowych dla jednej z tych préb, jak to ma miejsce dla
komorek zubozonych w AXL i TYRO3.

Nie cale zinternalizowane GAS6 wspotlokalizowalo sie z Axl, tylko ok. 70%. Gdzie
znajduje si¢ pozostate 30% GAS6 — rycina 4.16D?

10) Doktorantka pokazata, ze usunigcie genu AXL skutkuje brakiem internalizacji GAS6.

Wyciggneta z tego wniosek, ze AxI jest podstawowym receptorem dla GAS6. Jest to




zgodne z wynikami zaprezentowanymi w pracy autorstwa Wen-I Tsou i wsp., z 2014
(doi: 10.1074/jbc.M114.569020). Jednak w przytoczonej pracy autorzy pokazali, ze
dodatek GAS6 jezeli towarzyszy mu dodatek liposoméw z fosfatydyloseryna, lub
komoérkami z fosfatydyloseryna na btonie komérkowej to GAS6 aktywuje rowniez dwa
pozostale receptory z rodziny TAM. Zreszta brak mi odniesienia do przytoczonej pracy
rowniez w Dyskusji.

11) Czy na rycinach 4.22 i 4.23 siCLTC#1 i #2 to to co w opisie siCHC#1 1 #27

12) Endocytoza niezalezna od klatryny nazwana w skrocie CLIC/GEEC jest zalezna od
aktyny. Doktorantka zauwaza to i razem ze stwierdzeniem, ze B-aktyna zostala
znaleziona jako biatko oddziatujace z Axl podaje jako jeden z argumentow, za
sprawdzeniem czy endocytoza Axl zachodzi na tej drodze. Jednakze wg danych w tabeli
4.1 po inkubacji komérek linii LN229 z biatkiem GAS6 receptor AxI nie oddziatuje z
B-aktyng.

Kolejny rozdzial 5 to Dyskusja. Autorka oméwila w nim wyniki obu czgéei
cksperymentalnych w odniesieniu do danych literaturowych, czy wynikow zdeponowanych w
dostgpnych bazach danych oraz do wynikow prac badawczych prowadzonych przez innych
czlonkow grupy. W moim odezuciu jest to najstabsza czg$¢ tej rozprawy. W czesci dotyczacej
analizy oddziatywan receptora Axl zawartego w tabeli 4.1, zabrakto mi poréwnania (innego niz
liczbowe) oddziatywan w komoérkach linii LN229 do tych w komorkach linii HEK293,
przykiadowo odpowiedzi na pytanie z czego roznice w opisanych zbiorach moga wynikaé np.
czy biatka, ktore specyficznie oddziatujg w komérkach LN229 ale nic oddzialuja w HEK293,
to takie ktore w linii HEK293 nie powstaja. Przy analizowaniu wspomnianej tabeli uwage moja
zwrocily dwa biatka, B-aktyna i tancuch cigzki kinezyny, biatko KIF5b. Wspomniane biatka
oddziatuja z Ax] w badanych liniach komérkowych doktadnie odwrotnie tak w warunkach
podania jak i bez podania liganda. Czy to moze mieé Jakies znaczenie biologiczne? Mam tez
pytanie do Doktorantki. Bazujac na danych dotyczacych znaczenia receptora Axl w warunkach
fizjologicznych czy potrafi przewidzieé jakie skutki uboczne moze mieé stosowanie
inhibitorow funkcji kinazy receptora Axl w leczeniu nowotwordw, infekcji wirusowych? Takiej
dywagacji zabraklo mi w Dyskusji. Chciatabym sie tez dowiedzieé jak biatko Axl jest
aktywowane w komérkach nowotworowych, szczegoélnie jakie jest powigzanie miedzy
uzyskaniem opornosci na chemioterapie a indukcja receptora Ax.

W rozdziale Wnioski Autorka wypunktowata osiggnigcia swojej pracy, a w kolejnym
przedstawita perspektywy dalszych badan. Do pracy dolaczona jest Bibliografia obejmujgca
imponujacg liste 431 pozycji, spis prac ze wspotautorstwem Doktorantki oraz plyta CD z
dodatkowymi materiatami.

W warstwie edytorskiej praca jest dopracowana. Pojedyncze bledy wspomniane
wezesniej nie zmniejszaja wartosci rozprawy. Pomimo wymienionych uwag krytycznych
uwazam, ze Autorka zaprojektowala i przeprowadzita szereg cennych eksperymentow
poszerzajacych nasza wiedze o regulaci i oddziatywaniach receptorowej kinazy tyrozynowej
AxL. Dowodem na to jest fakt, ze wyniki prac Autorki weszly w skiad trzech prac
eksperymentalnych opublikowanych w 2021 (PNAS) oraz w 2022 (Molecular Cancer Research
1 Cellular and Molecular Life Sciences). Wskazuje to na wysoki poziom prowadzonych przez
Doktorantke prac badawczych i ogrom wlozonej pracy, dlatego uwazam, ze prace mozna uznaé
za wyrdzniajacy sie.




Podsumowujge moja ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Agaty Poswiaty jest
pozytywna. Stwierdzam, Ze Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619,
1630). Sktadam wigc wniosek Radzie Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN o dopuszczenie Pani mgr Agaty Poswiaty do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.
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Recenzja

pracy doktorskiej mgr Agaty Poswiaty p.t.

»The interactome of AXL receptor provides insights into its biological roles and intracellular trafficking”

Z przyjemnoscig podjgtem sie recenzowania pracy doktorskiej mgr Agaty Poswiaty dotyczacej
roli transportu wewnatrzkomaérkowego w funkcji receptorowej kinazy tyrozynowej AXL. Biatko AXL jest
w zaangazowane w fizjologiczne procesy zwigzane z usuwaniem apoptotycznych komdrek w procesie
fagocytozy oraz modulowaniem wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. W wielu nowotworach kinaza
AXL petni role inhibitora apoptozy, stymulatora proliferacji, a takze wspomaga inwazje komadrek
nowotworowych poprzez zwiekszanie przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego (ang. epithelial-
mesenchymal transition; EMT). W zwigzku z tym badania receptora AXL mogg by¢ uzyteczne nie tylko
dla pogtebienia naszej wiedzy na temat receptorowych kinaz tyrozynowych, ale réwniez jako przyczynek
do projektowania nowatorskich terapii przeciwnowotworowych.

Jak wiele receptoréw btonowych, biatko AXL jest pod wptywem stymulacji ligandem internalizowane za
posrednictwem transportu pecherzykowego. W swojej pracy mgr Poswiata podjeta sie zbadania regulacji
receptora AXL w dwdch aspektach. W pierwszej czesci pracy zbadata interaktom AXL uzywajac metody
BiolD i stwierdzita ze wiele biatek oddziatujacych z biatkiem AXL bierze udziat w transporcie
wewnatrzkomoérkowym. W drugiej czesci skupita sie na konkretnych procesach transportowych i ich roli
w internalizacji i funkcji kinazy AXL.

Praca napisana jest w jezyku angielskim i ma typowy uktad charakterystyczny dla rozpraw doktorskich.
We ,Wstepie” doktorantka wyczerpujaco opisuje receptor AXL, jego regulacje, a takze role w warunkach
fizjologicznych i patologicznych. Ponadto przedstawia proces endocytozy w jego réznych odmianach
ktdre zbadata w ramach swojego stazu doktorskiego. Wstep jest napisany logicznie i przejrzyscie i
zawiera wszystkie informacje niezbedne do zrozumienia dalszych czesci pracy. tatwo ze wstepu
wydedukowad przestanki kierujgce doktorantkg przy wyborze przedmiotu badan. Wykazuje on
jednoznacznie szerokg wiedze doktorantki i jej sprawne poruszenie sie w tematyce swojej pracy. Wstep
jest opatrzony atrakcyjnymi wizualnie i klarownymi rycinami.

,Cele pracy” sg jasno opisane i zwiezle uzasadnione. W petni zgadzam sie z doktorantka co do wysokiej



wagi i oryginalnosci przedstawionej problematyki i uwazam, ze szczegétowe cele badawcze ktdre sobie
postawita stanowig dobry przyczynek do zgtebienia tych zagadnien.

W ,,Materiatach i Metodach” doktorantka drobiazgowo opisuje wszystkie metody zastosowane w
ramach jej pracy doktorskiej. Metody sg bardzo bogate, a jednoczes$nie dobrane bardzo dobrze pod
katem celdw pracy. Wsrdd nich znajdujg sie nowoczesne techniki, takie jak BiolD oraz mutageneza
CRISPR/Cas9. Opisy metod sg wystarczajgce do powtdrzenia jej badan przez nawet mato
doswiadczonego naukowca, co powoduje, ze praca doktorska Pani mgr Poswiaty moze stanowi¢ Swietny
zas6b do wprowadzania stazystéw oraz dyplomantéw w metodologie stosowang w laboratorium.

,Wyniki” podzielone sg na dwie gtéwne czesci. W pierwszej, sktadajgcej sie z rozdziatu 4.1, doktorantka
opisuje badania proteomiczne majace na celu okreslenie biatek oraz ich grup funkcjonalnych, ktére
wigzg sie z receptorem AXL zaréwno w komérkach nietraktowanych jak i traktowanych ligandem GAS6.
W drugiej czesci, zawierajacej rozdziaty 4.1-4.5, doktorantka, zainspirowana faktem ze wiele z biatek
oddziatujacych z AXL jest zaangazowanych w transport pecherzykowy, szczegdétowo przyglada sie
endocytozie AXL i jej roli w regulacji sygnalizacji przez ten receptor. Pokazuje, ze AXL po zwigzaniu GAS6
jest szybko internalizowane przy uzyciu kilku drég zaréwno klatryno-zaleznej jak i klatryno-niezaleznych.
Co wiecej, internalizacja tego receptora nie powoduje jego degradacji w lizosomach, a raczej przyczynia
sie do przedtuzonej aktywnosci przektadajgcej sie na aktywacje kinazy AKT. Wyniki opisane s3
przejrzyscie i opatrzone sg wysokiej jakosci rycinami.

W ,,Dyskusji” doktorantka podsumowuje swoje wyniki oraz przedstawia je w szerszym kontekscie badan
opisanych w literaturze. Doktorantka bardzo dobrze porusza sie w tematyce i swobodnie przywotuje
badania innych zespotéw nawigzujgce do Jej wynikéw. Opisuje tez perspektywy praktycznego
zastosowania swoich badan, ze szczegdlnym naciskiem na przedostawanie sie do komérek wiruséw
SARS-CoV-2 i Zika. Bioragc pod uwage olbrzymi koszt spoteczny pandemii COVID-19, badania ktére
przyblizajg nas do wynalezienia metod zablokowania penetracji wirusa SARS-CoV-2 do komarek, takie
jak przedstawiona tu dysertacja, majg olbrzymi potencjat aplikacyjny.

Rozdziat ,Wnioski” zawiera najwazniejsze punkty podsumowujgce wyniki oraz dyskusje. Wnioski sg
prawidtowe i zwiezle opisane. Prace konczy rozdziat , Perspektywy na przysztos¢” (ang. ,Future
prospects”), ktdry nie jest typowaq czescig rozpraw doktorskich, ale moim zdaniem doskonale uzupetnia
,Dyskusje” i ,Wnioski”. Doktorantka przedstawia tam mozliwosci rozwiniecia swoich badan w ciekawych
i obiecujacych kierunkach. Jedyne, czego mi tutaj troche brakuje to propozycja badan aplikacyjnych
ktdre mogtyby przyblizy¢ nas do opanowania epidemii wirusowych.

Zastosowane w doktoracie piSmiennictwo jest niezwykle bogate (ponad 400 pozycji) i zastosowane w
sposéb adekwatny do opisywanych tresci.

W czasie lektury dysertacji nasuneto mi sie kilka pytan i watpliwosci:

1. Rozdziat 4.1 poswiecony jest badaniu ,interaktomu” kinazy AXL metodg BiolD. Badania te sq w
wiekszosci opisane w pracy Zdzalik-Bielecka i wsp., 2021. Poniewaz doktorantka nie znajduje sie
w tej pracy wsrdd autorow ktérych wktad polegat na projektowaniu badan, nasuwa sie pytanie o



indywidualny wktad intelektualny doktorantki w wyniki zawarte w tym rozdziale.

2. Narycinie 4.15 autorka przedstawia badania sugerujace, ze aktywnos$¢ domeny kinazowej AXL
jest niezbedna do jej internalizacji. W tym celu wykorzystuje inhibitory AXL. Dlaczego nie jest tu
zastosowana bardziej celowana metoda zaburzenia aktywnosci kinazy AXL taka, jak np.
punktowa mutageneza , kinase dead” albo usuniecie domeny kinazowej? Inhibitory czesto majg
niespecyficzny wptyw na komérki, co moze utrudnic¢ interpretacje badan.

3. Narycinie 4.20 przedstawione sg wyniki badania kolokalizacji markeréw endocytozy
klatrynozaleznej CLC i PICALM z AXL w komdrkach traktowanych ligandem GAS6. Trudno te
wyniki zinterpretowac, poniewaz brakuje w nich statystycznego opracowania. Autorka wybiera
pojedyncze komérki i bardzo waskie obszary do badania, co wzbudza podejrzenie, ze wyniki te
mogty by¢ dzietem przypadku a nie powtarzalnym zjawiskiem. Co wiecej, badania kolokalizacji
zawsze obarczone sg duzym btedem ze wzgledu na ograniczong rozdzielczos¢ metod
mikroskopowych. Rygorystyczne opracowanie statystyczne tych wynikéw zdecydowanie
poprawito by ich wartos¢ poznawczg. Podobne zastrzezenie mozna mie¢ np. do ryciny 4.24.

4. Na rycinie 4.24 przedstawiona jest kolokalizacja markeréw makropinocytozy z AXL. Poza
przedstawionymi powyzej watpliwosciami dotyczgcymi braku opracowania statystycznego,
zastanawia mnie dlaczego doktorantka nie prébowata zablokowa¢ makropinocytozy i sprawdzi¢
wpltyw takiej utraty funkcji na recykling AXL.

5. W podrozdziale 4.5.1 doktorantka stawia teze, ze ,,wiekszo$¢” receptora AXL podlega
endocytozie w sposdb niezalezny od kompartmentu EEA1-pozytywnego. Teze tg opiera na
statycznym badaniu kolokalizacji EEA1 z AXL. Wydaje sig, ze jest to zbyt daleko posuniety
whniosek. Receptory AXL mogg nawet w 100% przechodzi¢ przez kompartment endosomoéw
EEA1-pozytywnych, ale spedza¢ w tym kompartmencie mato czasu, przez co statycznie
obserwowana kolokalizacja AXL i EEA1 moze by¢ jedynie cze$ciowa, podczas gdy np. receptory
EGFR mogg po prostu dtuzej pozostawaé w tym typie endosomow, przez co ich kolokalizacja
moze by¢ na statycznym obrazie wyzsza.

Powyzej wymienione watpliwosci nie umniejszajg jednak w moim odczuciu jakosci i wagi
dokonanych przez doktorantke odkryé. Pani mgr Poswiata podjeta sie zbadania niezwykle ciekawych
zjawisk nowoczesnymi metodami. Jej badania byty przedmiotem trzech publikacji, w tym jednej
pierwszoautorskiej, a opracowanie ich wynikéw w niniejszej dysertacji dowodzi, ze Pani mgr Poswiata
jest dojrzatym naukowcem o szerokiej wiedzy i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan. Biorgc
powyisze pod uwage stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Agaty Poswiaty spetnia
warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) i stawiam wniosek o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie jej do publicznej obrony. Wnioskuje réowniez o wyrdznienie
rozprawy.

Pawet Niewiadomski
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