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Recenzja	rozprawy	doktorskiej	mgr	Karoliny	Połosak	pt.	„Oddziaływanie	

transportera	aminokwasów	SLC6A14/ATB0,+	z	białkami	szoku	cieplnego	–	rola	w	

przeżywalności	komórek	raka	piersi	

	

Przedłożona	do	oceny	rozprawa	doktorska	Pani	Karoliny	Połosak	została	zrealizowana	

w	 Pracowni	 Procesów	 Transportu	 w	 Błonach	 Biologicznych	 Instytutu	 Biologii	

Doświadczalnej	im.	M.	Nenckiego	PAN,	pod	kierunkiem	prof.	dr	hab.	Katarzyny	Nałęcz.	

	

Nowotwory	 złośliwe	 są	 poważnym,	 globalnym	 problemem	 współczesnej	 medycyny.	

Pomimo	 stosowania	 zaawansowanych	 technik	 terapeutycznych	 z	 dziedziny	

chemioterapii,	 radioterapii	 i	 chirurgii	 onkologicznej,	 leczenie	 chorób	 nowotworowych	

wciąż	 stanowi	 ogromne	 wyzwanie	 dla	 współczesnej	 nauki.	 Dlatego	 poszukiwanie	

nowych,	 bezpiecznych	 i	 skutecznych	 rozwiązań	 terapeutycznych	 jest	 konieczne	 i	

rzeczywiście	znajduje	się	w	centrum	zainteresowań	wielu	 lekarzy	 i	naukowców	różnej	

specjalności	na	całym	świecie.		

	

Duży	postęp	w	poznaniu	biologii	 komórek	nowotworowych	przyczynił	 się	do	 rozwoju	

wielu	 nowych	 i	 obiecujących	 nurtów	 w	 terapii	 nowotworów,	 wśród	 których	 należy	

wymienić	 immunoterapię	 oraz	 spersonalizowaną	 terapię	 celującą	 w	 metabolizm	

komórek	nowotworowych.	 Istotnymi	 cechami	komórek	nowotworowych	 -	 które	mogą	

zarazem	 stanowić	 inspirację	 do	 zaprojektowania	 skutecznej	 terapii,	 jest	 np.	 unikanie	

nadzoru	 immunologicznego	 lub	 ich	 odmienny	 metabolizm.	 Wspomniane	 cechy	

przyczyniają	 się	 do	 niekontrolowanej	 proliferacji,	 wzrostu	 i	 przerzutowania	 komórek	

nowotworowych.	 Ta	 ostatnia	 cecha	 komórek	 nowotworowych,	 wynikająca	 m.in.	 ze	

wzrostu	ekspresji	transporterów	substancji	odżywczych	do	komórki,	zarówno	w	ujęciu	

poznawczym	jak	i	aplikacyjnym,	od	wielu	lat	leży	w	centrum	zainteresowań	naukowych	

zespołu	 Pani	 prof.	 Katarzyny	 Nałęcz	 i	 Pani	mgr	 Karoliny	 Połosak	 –	 autorki	 ocenianej	
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dysertacji.	 Uważam,	 że	 problematyka	 badawcza	 podjęta	 przez	 Doktorantkę	 jest	 jak	

najbardziej	 zasadna	 i	 wypisuje	 się	 w	 ogólnoświatowe	 trendy	 w	 dziedzinie	 biologii	

molekularnej	 i	 biologii	 medycznej	 zmierzające	 do	 opracowania	 skutecznych	 terapii	

chorób	nowotworowych.	

Zasadniczym	 celem	 rozprawy	 doktorskiej	 Pani	 Połosak	 było	 określenie	 roli	

cytoplazmatycznych	białek	szoku	termicznego	(Hsp)	Hsp90-beta	 i	HSPA14,	należących	

odpowiednio	 do	 rodziny	 Hsp90	 oraz	 Hsp70,	 w	 transporcie	 z	 siateczki	

śródplazmatycznej	do	błony	komórkowej	jednego	z	istotnych	w	kontekście	żywotności	i	

proliferacji	komórek	nowotworach	błonowego	transportera	większości	aminokwasów	-	

SLC6A14	(ATB0,+).	Kolejnym	celem	jaki	postawiła	sobie	Doktorantka	było	określenie	roli	

białka	Hsp90-beta	oraz	transportera	SLC6A14	w	rozwoju	raka	piersi,	z	wykorzystaniem	

inhibitorów	wspomnianych	białek	i	odpowiednich	linii	komórkowych.	

	

Układ	 redakcyjny	 tej	 tradycyjnie	 przygotowanej	 rozprawy	 doktorskiej	 jest	

typowy.	 Praca	 podzielona	 jest	 na	 sześć	 głównych	 rozdziałów	 (Wstęp,	 Założenia	 i	 Cel	

pracy,	 Materiały	 i	 Metody,	Wyniki,	 Dyskusja,	 Podsumowanie	 i	 Wnioski).	 Na	 początku	

pracy	 zostało	 umieszczone	 Streszczenie/Abstrakt,	 które	 w	 wyczerpującym	 zakresie	

informuje	 czytelnika	 o	 istotnych	 aspektach	 rozprawy,	 szczegółowo	 rozwiniętych	 w	

kolejnych	rozdziałach.		

W	 obszernym	 Wstępie	 (liczącym	 40	 stron),	 Doktorantka	 w	 interesujący	 i	

wyczerpujący	 sposób	wprowadza	 czytelnika	w	 tematykę	 pracy	 omawiając	 istotne	 dla	

zrozumienia	 dalszych	 rozdziałów	 pracy	 zagadnienia,	 skupiając	 się	 m.in.	 na	 cechach	

charakterystycznych	 nowotworów	 i	 omawia	 typy	 transporterów	 aminokwasów	 z	

rodziny	SLC,	skupiając	się	szczególnie	na	roli	transportera	SLC6A14.	Następnie	w	pracy	

została	umieszczona	aktualna	klasyfikacja	i	rola	białek	Hsp	w	funkcjonowaniu	komórki	

eukariotycznej,	 ze	 szczególnym	 uwzględnieniem	 rodziny	 Hsp90	 w	 kancerogenezie.			

Ponadto	 Autorka	 prezentuje	 najnowsze	 osiągnięcia	 na	 temat	 udziału	 transporterów	 z	

rodziny	SLC	w	procesie	wzrostu	i	przeżywalności	komórek	nowotworowych	oraz	dane	

zmierzające	 do	 opracowania	 nowych	 strategii	 terapeutycznych,	 polegających	 m.in.	 na	

zastosowaniu	inhibitorów	błonowych	transporterów	aminokwasów.	Wspomina	również	
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o	 potencjalnej	 roli	 omawianych	 transporterów	 w	 przenikaniu	 leków	 do	 komórek	

nowotworowych.		

Moja	 drobna	 uwaga	 do	 tego	 rozdziału	 dotyczy	 rozbieżności	 w	

charakteryzowanych	 przez	Autorkę	 białek	 z	 rodziny	Hsp90	w	 zwijaniu	 polipeptydów.	

Na	 str.	 45,	 w	 Tabeli	 1.4.	 Autorka	 opisuję	 funkcje	 Hsp90	 jako;	 „Foldazy	 dla	 białek	

syntetyzowanych	de	novo…”,	a	następnie	na	stronie	48	sugeruje,	że	rodzina	tych	białek	

nie	bierze	udziału	w	 fałdowaniu	nowopowstałych	białek.	 Jaki	 jest	zatem	aktualny	stan	

wiedzy	w	tym	temacie?	

	Z	 uwagi	 na	 metodyczny	 charakter	 pracy	 doktorskiej,	 Autorka	 precyzyjnie	

przedstawia	 materiały	 oraz	 szczegółowo	 opisuje	 wykorzystane	 w	 pracy	 techniki	

badawcze	dotyczące	hodowli	komórkowych,	charakteryzuje	wykorzystane	w	pracy	linie	

komórkowe,	 i	 opisuje	 systemy	 ekspresyjne	 do	 nadprodukcji	 transportera	 SLC6A14	w	

transferowanych	 komórkach.	 Następnie	 przedstawia	 zaawansowane	 techniki	

zmierzające	do	weryfikacji	hipotezy	badawczej	związanej	m.in.	z	funkcjonalną	interakcją	

białek	 Hsp	 z	 transporterem	 SLC6A14.	 Na	 koniec,	 Doktorantka	 prezentuje	 metodykę	

dotyczącą	analizy	toksyczności	stosowanych	inhibitorów	Hsp	oraz	SLC6A14	na	wybrane	

nowotworowe	 linie	 komórkowe.	 W	 omawianym	 rozdziale,	 Doktorantka	 przedstawia	

również	metodę	dot.	pomiarów	aktywności	chaperonowej	Hsp90-beta.	Nie	mogę	jednak	

odnaleźć	 informacji	 w	 jaki	 sposób	 pozyskano	 rekombinowane	 białko	 Hsp90-beta	 do	

analiz.	 W	 pracy	 zabrakło	 również	 w	 mojej	 ocenie	 informacji	 dotyczącej	

wykorzystywanej	 techniki	 do	 analizy	 proteomu	 wykazującej	 interakcję	 SLC6A14	 z	

białkami	Hsp.		Proszę	zatem	Doktorantkę	o	ustosunkowanie	się	do	powyższych	uwag.	

Pierwszym	 etapem	 pracy	 eksperymentalnej	 było	 potwierdzenie	 faktycznego	

odziaływania	wybranych	 białek	Hsp	 z	 nadprodukowanym	w	 komórkach	 linii	 HEK293	

transporterem	 SLC6A14	 z	 wykorzystaniem	 immunoprecypitacji,	 mikroskopii	

immunofluorescencyjnej,	 czy	 testu	 ligacji	 zbliżeniowej.	 Na	 podstawie	 ww.	 rzetelnie	

przeprowadzonych	 analiz,	 Doktorantka	 udowodniła	 istnienie	 takiej	 interakcji.	 Dalej	

wykazała,	że	ta	interakcja	jest	zależna	od	aktywności	chaperonowej	Hsp70	oraz	Hsp90	

stosując	 odpowiednio	 inhibitor	VER155008	oraz	 radicicol.	W	pracy	Autorka	wykazała	

również,	 że	 stosowane	 inhibitory	 w	 sposób	 istotny	 wpływają	 na	 ilość	 oraz	 transport	
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SLC6A14	 do	 błony	 komórkowej.	 Ponadto	 udowodniła,	 że	 zahamowanie	 aktywności	

opiekuńczej	omawianych	białek	Hsp	prowadzi	do	proteasomalnej	degradacji	SLC6A14.	

Doktorantka	 w	 swojej	 pracy	 podjęła	 się	 również	 trudnego	 zadania	 polegającego	 na	

określeniu	stopnia	modyfikacji	aktywności	Hsp90-beta	w	 interakcji	z	SLC6A14.	W	tym	

celu	 wykorzystano	 kilka	 fragmentów	 peptydów	 homologicznych	 do	 wybranych	

sekwencji	 aa.	 SLC6A14.	 Na	 podstawie	 analiz	 wykazano,	 że	 zlokalizowane	 w	 C-

terminalnej	 domenie	 fragmenty	 białka	 SLC6A14	 mogą	 pozytywnie	 lub	 negatywnie	

modulować	aktywność	Hsp90-beta.	Omawiana	interakcja	została	również	potwierdzona	

z	 wykorzystaniem	 termoforezy	 mikroskalowej.	 W	 analogiczny	 sposób,	 z	

wykorzystaniem	 technik	 mikroskopii	 immunofluorescencyjnej,	 Doktorantka	 wykazała	

interakcję	SLC6A14	z	białkami	Hsp	w	nieco	bardziej	 fizjologicznych	warunkach,	 tj.	bez	

nadprodukcji	tego	pierwszego.		

	

W	 drugie	 części	 pracy,	 Autorka	 postanowiła	 zweryfikować	 hipotezę	 dotyczącą	

udziału	 białek	Hsp	 lub	 białka	 SLC6A14	 	w	 przeżywalności	 komórek	 nowotworowych.	

Pierwszym	 etapem	 było	 potwierdzenie	 podwyższonej	 ekspresji	 białka	 Hsp90-beta	 w	

analizowanych	 liniach	 nowotworowych,	 z	 wykorzystaniem	 immunoblotingu.	 Autorka	

potwierdzała	również	interakcję	pomiędzy	Hsp90-beta	a	białkiem	SLC6A14	w	układzie	

in	 vivo	 w	 komórkach	 nowotworowych	 (ER-alpha+)	 z	 wykorzystaniem	 testu	 ligacji	

zbliżeniowej.	Co	ciekawe	zahamowanie	aktywności	Hsp90-beta	przerywało	tę	interakcję	

i	prowadziło	do	spadku	ilości	SLC6A14	na	powierzchni	traktowanych	komórek	oraz	jego	

aktywności.	

Ostatnim	etapem	prac	była	analiza	wpływu	inhibitorów	Hsp90,	SLC6A14	oraz	ich	

kombinacji	 na	 przeżywalności	 komórek	 nowotworowych.	 Analiza	 z	 wykorzystaniem	

testu	 CellTox	 Green	 wykazała,	 że	 kombinacja	 inhibitorów	 Hsp90	 i	 SLC6A14	 działa	

synergistycznie	 na	 żywotność	 analizowanych	 komórek.	 W	 tym	 miejscu	 należy	

zaznaczyć,	 że	 toksyczność	 analizowanych	 inhibitorów	 była	 również	 obserwowana	 w	

wariacie	kontrolnym,	tj.	w	hodowli	linii	komórek	prawidłowych	(MCF	10A).	Zatem	mam	

pytanie	 do	 Doktorantki,	 czy	 istnieją	 niższe,	 ale	 wciąż	 toksyczne	 wobec	 linii	 komórek	

nowotworowych,	 stężenia	 analizowanych	 inhibitorów,	 które	 nie	 są	 toksyczne	 dla	 linii	
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prawidłowej?	Ponadto	pragnę	zauważyć,	że	o	ile	Autorka	korzystając	z	bardzo	bogatego	

warsztatu	 badawczego	 udowodniła	 fizyczne	 oraz	 funkcjonalne	 odziaływanie	 białka	

Hsp90-beta	 z	 SLC6A14	 w	 układzie	 in	 vitro	 oraz	 in	 vivo,	 to	 zastosowanie	 inhibitora	

radicicol,	może	nie	dawać	pełnego	 (w	ostatnim	układzie	doświadczalnym)	obrazu	dot.	

roli	Hsp90-beta	 jako	 celu	 terapeutycznego.	 Jest	 on	bowiem	 inhibitorem,	 który	 hamuje	

aktywność	wszystkich	 czterech	 homologów	Hsp90,	 a	 nie	 tylko	 Hsp90-beta.	 Poza	 tym,	

dlaczego	 Doktorantka	 nie	 zdecydowała	 się	 na	 analogiczne	 doświadczenia	 z	

wykorzystaniem	inhibitora	Hsp70?	

	

W	 rozdziale	 Dyskusja,	 Doktorantka	 w	 sposób	 wyczerpujący	 konfrontuje	 wyniki	

uzyskane	 w	 trakcie	 swojej	 pracy	 eksperymentalnej	 z	 opublikowanymi	 danymi	 z	

ostatnich	lat.	Autorka	w	tym	rozdziale	skupia	się	głównie	na	istocie	podjętego	problemu	

badawczego	 dotyczącego	 udziału	 białek	 szoku	 termicznego	 w	 kontroli	 jakości	

transporterów	 błonowych	 z	 rodziny	 SLC	 oraz	 modyfikacji	 aktywności	 Hsps	 i	

wspomnianych	 transporterów	w	 kontekście	 terapii	 chorób	 nowotworowych.	 Uważam	

za	 niezwykle	 cenne	 i	 w	 pełni	 uprawnione	 zaprezentowanie	 graficznych	 schematów	 i	

umieszczenie	 ich	 w	 rozdziale	 Dyskusja	 (Ryc.	 5.1	 oraz	 5.),	 które	 dotyczą	 (i)	

współdziałania	 białek	 Hsp90	 i	 Hsp70	 w	 transporcie	 SLC6A14	 z	 siateczki	

śródplazmatycznej	 do	 aparatu	 Golgiego	 lub	 (ii)	 wskazują	 na	 synergistyczne	 działanie	

inhibitora	Hsp90	oraz	SLC6A14	na	przeżywalność	komórek	nowotworowych.	Na	końcu,	

pracy	Autorka	przedstawia	osiem	uprawnionych	wniosków	klarownie	sformułowanych	

w	 oparciu	 o	 uzyskane	wyniki	 badań,	 załącza	 pokaźną,	 bowiem	 liczącą	 aż	 333	 pozycji	

literaturowych	 bibliografię	 oraz	 wskazuje	 na	 dwie	 pozycje	 własne,	 w	 których	

opublikowano	wyniki	szczegółowo	przedstawione	w	ocenianej	dysertacji.		

Nie	 mam	 do	 pracy	 doktorskiej	 uwag	 natury	 edytorskiej.	 Praca	 napisana	 jest	

klarownym	 stylistycznie	 i	 poprawnym	 naukowo	 językiem.	 Eksperymenty	 zostały	

logicznie	 zaplanowane	 i	 starannie	 przeprowadzone,	 a	 zaprezentowane	 i	

przedyskutowane	wyniki		potwierdzają	wysoki	poziom	specjalistycznej	wiedzy	Pani	mgr	

Połosak.	 Rozprawa	 doktorska	 niewątpliwie	 wskazuje	 na	 umiejętność	 samodzielnego	

prowadzenia	 badań	 przez	 Doktorantkę	 i	 stanowi	 oryginalne	 rozwiązanie	 problemu	
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naukowego.	 Uważam,	 że	 praca	 doktorska	 jest	 źródłem	 wiedzy,	 która	 w	 niedalekiej	

przyszłości	może	zostać	wykorzystana	w	praktyce.	

	

W	 podsumowaniu	 stwierdzam,	 że	 przedstawiona	 mi	 do	 oceny	 rozprawa	

doktorska	spełnia	warunki	określone	w	art.	187	Ustawy	z	dnia	20	lipca	2018	r.		Prawo	o	

szkolnictwie	 wyższym	 i	 nauce	 (Dz.	 U.	 z	 2023	 r.	 poz.	 742	 z	 poź.	 zm).	 W	 związku	 z	

powyższym,	 wnioskuję	 do	 Rady	 Naukowej	 Instytutu	 Biologii	 Doświadczalnej	 im.	 M.	

Nenckiego	PAN	o	dopuszczenie	mgr	Karoliny	Połosak	do	dalszych	etapów	postępowania	

w	sprawie	nadania	stopnia	doktora.			

	

Jednocześnie	 z	 uwagi	 na	 ogrom	 starannie	 wykonanej	 pracy	 doświadczalnej	 i	

uzyskanie	 wyników	 o	 wysokich	 walorach	 naukowych	 oraz	 silnym	 potencjale	

aplikacyjnym,	 jak	 również	 ze	 względu	 na	 wiodący	 udział	 Doktorantki	 w	 powstaniu	

artykułów	 prezentujących	 te	 wyniki	 -	 opublikowanych	 w	 wysoko	 notowanych	

czasopismach	naukowych,	wnoszę	do	Rady	Naukowej	Instytutu	Biologii	Doświadczalnej	

im.	 M.	 Nenckiego	 PAN	 o	 stosowane	 wyróżnienie	 rozprawy	 doktorskiej	 mgr	 Karoliny	

Połosak.	

	

	

Prof.		Stefan	Tukaj	
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