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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Potosak pt. ,0ddzialywanie
transportera aminokwasow SLC6A14 /ATB?* z biatkami szoku cieplnego - rola w

przezywalnosci komorek raka piersi

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pani Karoliny Potosak zostata zrealizowana
w Pracowni Procesé6w Transportu w Btonach Biologicznych Instytutu Biologii

Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, pod kierunkiem prof. dr hab. Katarzyny Natecz.

Nowotwory zto$liwe sa powaznym, globalnym problemem wspoétczesnej medycyny.
Pomimo stosowania zaawansowanych technik terapeutycznych z dziedziny
chemioterapii, radioterapii i chirurgii onkologicznej, leczenie chor6b nowotworowych
wcigz stanowi ogromne wyzwanie dla wspdiczesnej nauki. Dlatego poszukiwanie
nowych, bezpiecznych i skutecznych rozwigzan terapeutycznych jest konieczne i
rzeczywiscie znajduje sie w centrum zainteresowan wielu lekarzy i naukowcoéw rdznej

specjalnosci na calym Swiecie.

Duzy postep w poznaniu biologii komdrek nowotworowych przyczynit sie do rozwoju
wielu nowych i obiecujacych nurtéw w terapii nowotworéw, wsrdd ktorych nalezy
wymieni¢ immunoterapie oraz spersonalizowang terapie celujaca w metabolizm
komorek nowotworowych. Istotnymi cechami komoérek nowotworowych - ktére moga
zarazem stanowi¢ inspiracje do zaprojektowania skutecznej terapii, jest np. unikanie
nadzoru immunologicznego lub ich odmienny metabolizm. Wspomniane cechy
przyczyniaja sie do niekontrolowanej proliferacji, wzrostu i przerzutowania komorek
nowotworowych. Ta ostatnia cecha komoérek nowotworowych, wynikajagca m.in. ze
wzrostu ekspresji transporteréw substancji odzywczych do komorki, zar6wno w ujeciu
poznawczym jak i aplikacyjnym, od wielu lat lezy w centrum zainteresowan naukowych

zespotu Pani prof. Katarzyny Natecz i Pani mgr Karoliny Potosak - autorki ocenianej
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dysertacji. Uwazam, Ze problematyka badawcza podjeta przez Doktorantke jest jak
najbardziej zasadna i wypisuje sie w ogdélnoSwiatowe trendy w dziedzinie biologii
molekularnej i biologii medycznej zmierzajace do opracowania skutecznych terapii
choréb nowotworowych.

Zasadniczym celem rozprawy doktorskiej Pani Potosak byto okreslenie roli
cytoplazmatycznych biatek szoku termicznego (Hsp) Hsp90-beta i HSPA14, nalezacych
odpowiednio do rodziny Hsp90 oraz Hsp70, w transporcie z siateczki
$rddplazmatycznej do btony komoérkowej jednego z istotnych w kontekscie Zzywotnosci i
proliferacji komérek nowotworach btonowego transportera wiekszosci aminokwasow -
SLC6A14 (ATB%*). Kolejnym celem jaki postawita sobie Doktorantka byto okreslenie roli
biatka Hsp90-beta oraz transportera SLC6A14 w rozwoju raka piersi, z wykorzystaniem

inhibitor6w wspomnianych biatek i odpowiednich linii komé6rkowych.

Uktad redakcyjny tej tradycyjnie przygotowanej rozprawy doktorskiej jest
typowy. Praca podzielona jest na sze$¢ gtéwnych rozdziatow (Wstep, Zatozenia i Cel
pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i Wnioski). Na poczatku
pracy zostalo umieszczone Streszczenie/Abstrakt, ktére w wyczerpujacym zakresie
informuje czytelnika o istotnych aspektach rozprawy, szczegétowo rozwinietych w
kolejnych rozdziatach.

W obszernym Wstepie (liczacym 40 stron), Doktorantka w interesujacy i
wyczerpujacy sposéb wprowadza czytelnika w tematyke pracy omawiajac istotne dla
zrozumienia dalszych rozdziatow pracy zagadnienia, skupiajac sie m.in. na cechach
charakterystycznych nowotworéw i omawia typy transporteréw aminokwasoéw z
rodziny SLC, skupiajac sie szczegdlnie na roli transportera SLC6A14. Nastepnie w pracy
zostata umieszczona aktualna klasyfikacja i rola biatek Hsp w funkcjonowaniu komorki
eukariotycznej, ze szczegdlnym uwzglednieniem rodziny Hsp90 w kancerogenezie.
Ponadto Autorka prezentuje najnowsze osiagniecia na temat udziatu transporterow z
rodziny SLC w procesie wzrostu i przezywalnosci komérek nowotworowych oraz dane
zmierzajace do opracowania nowych strategii terapeutycznych, polegajacych m.in. na

zastosowaniu inhibitoréw btonowych transporter6w aminokwaséw. Wspomina réwniez
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o potencjalnej roli omawianych transporteréw w przenikaniu lekow do komorek
nowotworowych.

Moja drobna wuwaga do tego rozdziatlu dotyczy rozbieznosci w
charakteryzowanych przez Autorke biatek z rodziny Hsp90 w zwijaniu polipeptydow.
Na str. 45, w Tabeli 1.4. Autorka opisuje funkcje Hsp90 jako; ,Foldazy dla biatek
syntetyzowanych de novo...”, a nastepnie na stronie 48 sugeruje, ze rodzina tych biatek
nie bierze udziatu w fatdowaniu nowopowstatych biatek. Jaki jest zatem aktualny stan
wiedzy w tym temacie?

Z uwagi na metodyczny charakter pracy doktorskiej, Autorka precyzyjnie
przedstawia materiaty oraz szczegélowo opisuje wykorzystane w pracy techniki
badawcze dotyczace hodowli komdrkowych, charakteryzuje wykorzystane w pracy linie
komorkowe, i opisuje systemy ekspresyjne do nadprodukcji transportera SLC6A14 w
transferowanych komorkach. Nastepnie przedstawia zaawansowane techniki
zmierzajace do weryfikacji hipotezy badawczej zwigzanej m.in. z funkcjonalng interakcja
biatek Hsp z transporterem SLC6A14. Na koniec, Doktorantka prezentuje metodyke
dotyczaca analizy toksycznosci stosowanych inhibitoréw Hsp oraz SLC6A14 na wybrane
nowotworowe linie komérkowe. W omawianym rozdziale, Doktorantka przedstawia
réwniez metode dot. pomiaréw aktywnos$ci chaperonowej Hsp90-beta. Nie moge jednak
odnalez¢ informacji w jaki sposéb pozyskano rekombinowane biatko Hsp90-beta do
analiz. W pracy zabraklo rdéwniez w mojej ocenie informacji dotyczacej
wykorzystywanej techniki do analizy proteomu wykazujacej interakcje SLC6A14 z
biatkami Hsp. Prosze zatem Doktorantke o ustosunkowanie sie do powyzszych uwag.

Pierwszym etapem pracy eksperymentalnej byto potwierdzenie faktycznego
odzialywania wybranych biatek Hsp z nadprodukowanym w komoérkach linii HEK293
transporterem SLC6A14 z wykorzystaniem immunoprecypitacji, —mikroskopii
immunofluorescencyjnej, czy testu ligacji zblizeniowej. Na podstawie ww. rzetelnie
przeprowadzonych analiz, Doktorantka udowodnita istnienie takiej interakcji. Dalej
wykazata, Ze ta interakcja jest zalezna od aktywnoSci chaperonowej Hsp70 oraz Hsp90
stosujac odpowiednio inhibitor VER155008 oraz radicicol. W pracy Autorka wykazata

réwniez, ze stosowane inhibitory w sposéb istotny wplywajg na ilo$¢ oraz transport
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SLC6A14 do btony komodrkowej. Ponadto udowodnita, ze zahamowanie aktywnosci
opiekunczej omawianych biatek Hsp prowadzi do proteasomalnej degradacji SLC6A14.
Doktorantka w swojej pracy podjeta sie rowniez trudnego zadania polegajacego na
okresleniu stopnia modyfikacji aktywnosci Hsp90-beta w interakcji z SLC6A14. W tym
celu wykorzystano kilka fragmentéw peptydow homologicznych do wybranych
sekwencji aa. SLC6A14. Na podstawie analiz wykazano, ze zlokalizowane w C-
terminalnej domenie fragmenty biatka SLC6A14 moga pozytywnie lub negatywnie
modulowac¢ aktywno$¢ Hsp90-beta. Omawiana interakcja zostata rowniez potwierdzona
z wykorzystaniem termoforezy mikroskalowej. W analogiczny sposob, z
wykorzystaniem technik mikroskopii immunofluorescencyjnej, Doktorantka wykazata
interakcje SLC6A14 z biatkami Hsp w nieco bardziej fizjologicznych warunkach, tj. bez

nadprodukcji tego pierwszego.

W drugie cze$ci pracy, Autorka postanowita zweryfikowac¢ hipoteze dotyczaca
udziatu biatek Hsp lub biatka SLC6A14 w przezywalnos$ci komoérek nowotworowych.
Pierwszym etapem byto potwierdzenie podwyzZszonej ekspresji biatka Hsp90-beta w
analizowanych liniach nowotworowych, z wykorzystaniem immunoblotingu. Autorka
potwierdzata rowniez interakcje pomiedzy Hsp90-beta a biatkiem SLC6A14 w uktadzie
in vivo w komoérkach nowotworowych (ER-alpha+) z wykorzystaniem testu ligacji
zblizeniowej. Co ciekawe zahamowanie aktywno$ci Hsp90-beta przerywato te interakcje
i prowadzito do spadku ilo$ci SLC6A14 na powierzchni traktowanych komérek oraz jego
aktywnosci.

Ostatnim etapem prac byta analiza wptywu inhibitoréw Hsp90, SLC6A14 oraz ich
kombinacji na przezywalnosci komoérek nowotworowych. Analiza z wykorzystaniem
testu CellTox Green wykazata, ze kombinacja inhibitorow Hsp90 i SLC6A14 dziala
synergistycznie na zywotno$¢ analizowanych komoérek. W tym miejscu nalezy
zaznaczy¢, ze toksyczno$¢ analizowanych inhibitoréw byta réwniez obserwowana w
wariacie kontrolnym, tj. w hodowli linii komérek prawidtowych (MCF 10A). Zatem mam
pytanie do Doktorantki, czy istniejg nizsze, ale wcigz toksyczne wobec linii komoérek

nowotworowych, stezenia analizowanych inhibitoréw, ktore nie sg toksyczne dla linii
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prawidtowej? Ponadto pragne zauwazy¢, ze o ile Autorka korzystajac z bardzo bogatego
warsztatu badawczego udowodnita fizyczne oraz funkcjonalne odziatywanie biatka
Hsp90-beta z SLC6A14 w uktadzie in vitro oraz in vivo, to zastosowanie inhibitora
radicicol, moze nie dawac petnego (w ostatnim uktadzie doswiadczalnym) obrazu dot.
roli Hsp90-beta jako celu terapeutycznego. Jest on bowiem inhibitorem, ktéry hamuje
aktywno$¢ wszystkich czterech homologéw Hsp90, a nie tylko Hsp90-beta. Poza tym,
dlaczego Doktorantka nie zdecydowata sie na analogiczne dos$wiadczenia z

wykorzystaniem inhibitora Hsp707?

W rozdziale Dyskusja, Doktorantka w sposéb wyczerpujacy konfrontuje wyniki
uzyskane w trakcie swojej pracy eksperymentalnej z opublikowanymi danymi z
ostatnich lat. Autorka w tym rozdziale skupia sie gtdwnie na istocie podjetego problemu
badawczego dotyczacego udziatu biatek szoku termicznego w kontroli jakoS$ci
transporteré6w btonowych z rodziny SLC oraz modyfikacji aktywnos$ci Hsps i
wspomnianych transporteréw w konteks$cie terapii chor6b nowotworowych. Uwazam
za niezwykle cenne i w petni uprawnione zaprezentowanie graficznych schematow i
umieszczenie ich w rozdziale Dyskusja (Ryc. 5.1 oraz 5.), ktéore dotycza (i)
wspotdziatania biatek Hsp90 i Hsp70 w transporcie SLC6A14 =z siateczki
Srddplazmatycznej do aparatu Golgiego lub (ii) wskazuja na synergistyczne dziatanie
inhibitora Hsp90 oraz SLC6A14 na przezywalno$¢ komoérek nowotworowych. Na koncu,
pracy Autorka przedstawia osiem uprawnionych wnioskéw klarownie sformutowanych
w oparciu o uzyskane wyniki badan, zalagcza pokazna, bowiem liczaca az 333 pozycji
literaturowych bibliografie oraz wskazuje na dwie pozycje wtasne, w ktorych
opublikowano wyniki szczegétowo przedstawione w ocenianej dysertacji.

Nie mam do pracy doktorskiej uwag natury edytorskiej. Praca napisana jest
klarownym stylistycznie i poprawnym naukowo jezykiem. Eksperymenty zostaty
logicznie zaplanowane i starannie przeprowadzone, a zaprezentowane i
przedyskutowane wyniki potwierdzajg wysoki poziom specjalistycznej wiedzy Pani mgr
Potosak. Rozprawa doktorska niewatpliwie wskazuje na umiejetnos¢ samodzielnego

prowadzenia badan przez Doktorantke i stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
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naukowego. Uwazam, Ze praca doktorska jest zZréodlem wiedzy, ktéra w niedalekiej

przysztosci moze zosta¢ wykorzystana w praktyce.

W podsumowaniu stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z poz. zm). W zwigzku z
powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr Karoliny Potosak do dalszych etap6w postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednocze$nie z uwagi na ogrom starannie wykonanej pracy doswiadczalnej i
uzyskanie wynikéw o wysokich walorach naukowych oraz silnym potencjale
aplikacyjnym, jak réwniez ze wzgledu na wiodacy udziat Doktorantki w powstaniu
artykuléow prezentujacych te wyniki - opublikowanych w wysoko notowanych
czasopismach naukowych, wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN o stosowane wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Karoliny

Polosak.

Prof. Stefan Tukaj

—
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Karoliny Potosak

pt. ,,Oddzialywanie transportera aminokwaséw SLC6A 14/ATB®" z biatkami szoku cieplnego —
rola w przezywalno$ci komorek raka piersi.”

OCENA FORMALNA I MERYTORYCZNA ROZPRAWY

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Potosak zostata wykonana w Pracowni Proceséw Transportu
w Btlonach Biologicznych Instytutu Biologii Do§wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie. Funkcj¢ promotora rozprawy powierzono Pani prof. dr hab.
Katarzynie Nalecz.

Celem przedlozonej do recenzji rozprawy bylo wykazanie interakcji miedzy transporterem
aminokwasoéw SLC6A14/ATB®%" i biatkami szoku cieplnego oraz zweryfikowanie ich roli w
regulacji aktywnosci transportera SLC6A 14 w wybranych liniach komérkowych raka piersi.

Podje¢ta tematyka jest naturalng konsekwencjg badan prowadzonych przez Panig prof. Nalecz i
wyptywa z wieloletnich zainteresowan naukowych Pani Promotor, skupiajgcych sie
konsekwentnie na molekularnych mechanizmach regulacji transporteréw biony plazmatycznej i
transportu. Wybér tematu rozprawy jest aktualny, oryginalny i wazny poznawczo, a podjete przez
Doktorantke zagadnienia uzasadnione. Uzyskane przez Doktorantke wyniki stanowig istotny
element poznawczy w danym obszarze nauki.

Wyniki badan bedacych podstawa pracy doktorskiej mgr Potosak zostaly sfinansowane ze
srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach realizacji projektu nr 2015/19/B/NZ3/00049
pozyskanego przez Panig Promotor w konkursie OPUS 15.

Rozprawa doktorska posiada klasyczny uktad, typowy dla prac doktorskich sktadanych w postaci
tradycyjnej monografii; poszczegolne czgsci rozprawy tj.: strona tytutowa, spis tresci, informacja
o zrodle finansowania badafi, wykaz stosowanych skrotow, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wstep, zatozenia i cel pracy, opis stosowanych metod, oméwienie wynikow,
dyskusja, podsumowanie i wnioski, bibliografia oraz lista publikacji, w ktoérych zostaty
opublikowane wyniki, zostaly przedstawione na 141 stronach maszynopisu. Tytul pracy
odzwierciedla jej tres¢. Wszystkie czgsci rozprawy zostalty poprawnie przygotowane, pewne
zastrzezenia mam do sekcji Wyniki i do tej czgsci rozprawy bardziej szczegétowo odniose sie w
dalszej czgSci recenzji. PiSmiennictwo, bardzo obszerne, liczace 333 pozycje, zostato
prawidtowo dobrane, réwniez z uwzglednieniem aktualnych pozycji literaturowych.

Podziat tresci pomigdzy poszczegélne rozdziaty nie jest rownomierny. Wstep, liczacy 37 stron
Jest wyjatkowo obszerny, i obejmuje szczegotowe informacje wprowadzajace i charakteryzujace
m.in. proces nowotworzenia, charakterystyke transporterow aminokwasowych zwigzanych z
nowotworami, w tym: szczegbtowa charakterystyke rodziny transporteréw SLC6 i obiekt
zainteresowan Doktorantki: biatko SLC6A14/ ATB®*. Sekcja ta zawiera rowniez opis i
charakterystyke rodzin biatek szoku cieplnego, ze zwroceniem uwagi na biatka rodziny HSP90,
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1 ich rol¢ w procesie nowotworzenia. Ten dhugi 1 szczegdtowy tekst zostal wzbogacony
zapozyczonymi, nieco zmodyfikowanymi ilustracjami; natomiast cz¢$¢ informacji zostala
przedstawiona w formie tabelarycznej, co czgsciowo ulatwito przekaz 1 przyswojenie informac;ji.

W tym miejscu mam komentarz, ktéry nasunat si¢ w trakcie czytania. Zastgpienie obszernej, a w
konteks$cie tematu rozprawy, raczej niewiele wnoszacej Tabeli 1.2., dotyczacej opisanych w
literaturze korelacji mi¢dzy poszczegdlnymi transporterami nalezacymi do rodziny SLC6, a
réznymi chorobami wystepujacymi u ludzi, tabelg zawierajacg wybrane informacje dotyczace
zwiazku miedzy badanym transporterem SLC6A14 i chorobami wystepujagcymi u ludzi, w
szczegllnosci za§, z nowotworami, byloby bardziej wartoSciowe 1 pomocne w szybszej
weryfikacji tresci. Dodatkowo, w pracy kilkukrotnie przewija si¢ informacja, ze zwigkszona ilo$¢
transportera SLC6A14 nie wystepuje we wszystkich typach nowotworéw, co dodatkowo
wzbudza zainteresowanie czytajgcego mechanizmem indukcji i ogblnego znaczenia transportera
dla przebiegu procesu nowotworowego.

Sekcja Materiaty i Metody zawiera niezbedne informacje, ktére umozliwiajg zapoznanie si¢ z
zastosowanymi technikami i pozwalajg na powtérzenie doswiadczen. W tej czesci rozprawy
Doktorantka wyczerpujaco opisata wykorzystane modele badawcze (hodowla linii komoérek
HEK 293; linie komorek raka piersi, jak rowniez odpowiednie linie kontrolne) oraz stosowane
techniki 1 procedury badawcze, ktérymi si¢ postugiwata. Zamieszczono informacje o
pochodzeniu linii nowotworowych i potwierdzeniu ich tozsamo$ci (ATTC® grudzien 2019 rok).
W formie tabelarycznej skrupulatnie przedstawiono wykorzystane materialy zuzywalne,
odczynniki, przejrzy$cie dzielac i opisujac sktad roztwordw, buforow, czy liste przeciwciat, z
uwzglednieniem ich pochodzenia.

Rozdziat wyniki podzielono na jedenascie podrozdziatéw i jest to obszerna dokumentacja badan,
poparta szesnastoma ztozonymi rycinami. Zamieszczone ryciny, tabele i zdjecia sg odpowiedniej
jakosci i rozdzielczos$ci nie budzacej zastrzezen. Autorka stosuje w tej sekcji jezyk do$¢ opisowy,
dodatkowo wyjasniajac cel kazdego przeprowadzonego eksperymentu, wprowadza fragmenty
teoretyczne, jak rowniez odnoszace si¢ bezposrednio do zastosowanej metodyki (np.: str. 73,
pierwszy akapit; str. 77, linia 24-25; str. 81). Przyjeta forma jest oczywiscie dopuszczalna,
chociaz momentami sprawia wrazenie przekazu do$¢ uogdlnionego.

Do najwazniejszych osiggni¢¢ uzyskanych przez Doktorantke zamieszczonych w dysertacji
nalezy zaliczy¢:

1. Zweryfikowanie oddziatywania biatka ATB®" z bialkami szoku cieplnego HSP90-beta i
HSPA14 w komoérkach HEK293 poddanych stabilnej transfekcji wektorami p3xFLAG-
CMV14 lub p3xFLAG-CMV14/B* (z wykazaniem bezposredniego oddziatywania C-
kofica biatka SLC6A14 z HSP90-beta) oraz w liniach komoérkowych z ekspresja
receptora estrogenowego alfa (ER"): MCF7 (metoda immunofluorescencji i test ligacji
zblizeniowej) oraz BT-474 i T-47D (test ligacji zblizeniowej) (Potosak i wsp., 2022).

2. Wykazanie, ze zastosowanie inhibitorow HSP zmniejszyto ilo§¢ SLC6A14 w blonie
komoérkowej komoérek HEK293 w warunkach nad-ekspresji biatka oraz w liniach
komoérkowych ER": MCF7 (inhibitory: radicicol i VER155008) oraz T-47D, BT-474
(radicicol) (Rogala-Koziarska i wsp., 2019).

3. Wykazanie, ze w procesie kontroli faldowania biatka SLC6A 14 w komoérkach HEK293
w warunkach nad-ekspresji badanego biatka, biorg udziat HSP, kierujac nieprawidlowo
sfaldowane biatka na szlak degradacji (Rogala-Koziarska i wsp., 2019).




4. Wykazanie silnego cytotoksycznego efektu synergistycznego dziatania inhibitorow
transportera SLC6A 14 1 HSP90-beta w komorkach wszystkich badanych linii (Polosak 1
wsp., 2022).

Wyniki odnosza si¢ do postawionych w zatozeniach dysertacji celow, ktore jak juz wspomniano,
stanowily podstawe do opublikowania dwoch prac oryginalnych: Rogala-Koziarska 1 wsp.,
(2019) Biochim Biophys Acta Mol Cell Res 1866(10):1544-1555 oraz Polosak i wsp., (2022)
Biochem Biophys Res Commun 614:41-46. W obu wymienionych pracach Doktorantka jest
pierwszym autorem; w jednej pracy pelni rownolegle z pozostalymi autorami rol¢ autora do
korespondencji. Warto nadmienié, iz w przypadku zadan badawczych wykonanych przez innych
autoréw, odpowiednia informacja znalazla si¢ rowniez w tekscie.

W dyskusji, objetosciowo skromniejszej, mieszczacej si¢ na 10 stronach, Autorka odnosi wyniki
swoich badan do wiedzy literaturowej, w tym zardwno wczesniejszych badan zespotu, jak i prac
badawczych innych zespotéw, w wigkszosci aktualnych. Do drobnych niedociagnieé w tej czgsci
nalezy zaliczy¢ powtarzanie pewnych informacji i interpretacji. Bibliografia jak wspomniatam
jest bardzo obszerna, sugeruje, ze Doktorantka swobodnie porusza si¢ w swojej tematyce i $ledzi
najnowsze doniesienia literaturowe. Pomocna dla podsumowania wynikéw pracy jest rycina
przedstawiajagca schematycznie udzial biatek HSP w regulacji transportera SLC6A14
pochodzaca z publikacji Rogala-Koziarska i wsp., (2019), ktéra stanowi dobra ilustracje
omawianych procesow.

Mam komentarz do sekcji 6 (Podsumowanie i wnioski), ktorej w mojej opinii Doktorantka nie
poswiecila wystarczajacej uwagi. W sekcji nie ma caloSciowego podsumowania, a niektore
punkty sa sformulowane zbyt ogdlnikowo. Wyszczegélnione 8 punktow nie tworza
harmonijnego przekazu i cato§ciowego wniosku podkreslajacego i odpowiadajagcemu wykonane;j
pracy i konkludujacego realizacj¢ postawionych zatozen. W punkcie pierwszym czytamy: cyt.:
Proteom transportera aminokwasow SLC6A14 zawiera biatka szoku cieplnego (HSP). Zadanie
to w $wietle zawartych w dysertacji informacji nie zostat wykonany przez Kandydatke. Tabela
1.3. wykrytych w proteomie SLC6A14 biatek HSP zostala przedstawiona na stronie 44 Wstepu,
a co wynika z podpisu pod Tabela, analiza proteomiczna zostata wykonana przez dr Lukasza
Samluka. Pomimo faktu, iz wyniki te stanowia cze$¢ pracy oryginalnej autorstwa Rogala-
Koziarska i wsp., (2019), nie widz¢ podstaw do umieszczenia tego punktu jako wniosku
plynacego z zamieszczonych w dysertacji wynikéw. Brak precyzji odnajduj¢ w punkcie piatym
1 sio6dmym: cyt. odpowiednio: Proces fatdowania biatek blony plazmatycznej moze byc
kontrolowany nie tylko przez chaperony siateczki srodplazmatycznej, ale takze te zlokalizowane
w cytoplazmie; Synteza transportera jest nizsza w kontrolnych liniach nienowotworowych, a
znacznie wyzsza w nowotworowych liniach ER-o". Wniosek pierwszy mozna z powodzeniem
przypisa¢ innym tego typu pracom, za§ w odniesieniu do punktu sidédmego, skoro Doktorantka
nie analizowala syntezy biatka, moze o tym wnioskowac jedynie posrednio.

W omawianej czgéci dotyczacej podsumowania i wnioskow badan, wydaje sig, ze wlasciwsza
bytaby sprawdzona formuta edytorska bezposrednio odnoszaca si¢ do postawionych w formie
punktow Celéw badan. Dodatkowo, Doktorantka unika jakiejkolwiek chronologii w
przedstawieniu wnioskow, chociazby zbieznej z kolejnoscig zamieszczonych w dysertacji
wynikow, jak rowniez pomija szczegoly dotyczace warunkéw doswiadczenia (np. nad-ekspresja
w HEK293 czy linie komdrkowe raka piersi). Sposéb przedstawienia tej sekcji dalece utrudnia
potraktowanie wynikow catosciowo i konkluzywnie.




Nasuwajace si¢ uwagi i komentarze:

1. Wstep (str. 27), proszg¢ o doprecyzowanie i wyjasnienie informacji dotyczacej ,,sprzg¢zenia
transporterow” - w szczegdlnoéci sprzezenia transporterow xCT oraz badanego ATB*" - w
zdaniu: cyt.: Dodatkowo, transportery (chodzi tu o transportery LATI, xCT, ASCT2, ATB*") sq
Sfunkcjonalnie sprzgzone, co maksymalizuje ich funkcje takie jak zdolnosé do proliferacji i
chemioopornosci komorek nowotworowych. Doktorantka stworzyla czytajagcemu pewng
niekonsekwencj¢ w odniesieniu do akapitu zamieszczonego powyzej cyt. ...tak wigc rozne
nowotwory polegajg na innym zestawie transporterow aminokwasow.

2. Wstep (str. 29); podwyzszong ekspresja transportera xCT obserwuje si¢ w réznego typu
komorkach nowotworowych, co utatwia syntezg GSH, réwnolegle biorac udziat w mechanizmie
opornosci komorek na stosowang farmakoterapi¢. Poniewaz zahamowanie aktywnosci xCT
powoduje w komoérkach nowotworowych zmiany metaboliczne oraz indukcjg stresu
oksydacyjnego, istotna jest ocena potencjatlu stosowanej ingerencji wiedzac, ze komorki
nowotworowe posiadaja mozliwosci adaptacyjne do warunkoéw stresowych, prowadzac do
pojawienia si¢ bardziej zlosliwego fenotypu. Prositabym o ewentualne rozwinigcie tematu
odnoszac si¢ do zdobytego doswiadczenia i wiedzy w zakresie znaczenia obserwacji dotyczacych
biatka xCT.

3. Skoro wzrost poziomu transportera SLC6A14 nie jest zjawiskiem powszechnym i nie
wystepuje we wszystkich nowotworach, a obserwowany jest w przypadku kilku nowotworow
pochodzenia nablonkowego (tj.: raku okreznicy, raku szyjki macicy, niektérych podtypach raka
piersi, raku trzustki) prositabym o komentarz i odniesienie si¢ do kwestii co dodatkowo moze
determinowac te obserwacje.

4. Oddzialywanie migdzy HSP90-beta i SLC6A14 Autorka wykazala rowniez w
nienowotworowych komoérkach kontrolnych linii MCF10A, wraz z hamujgcym efektem 40 pM
radicicolu. Istotnie, znormalizowana do liczby jader intensywno$¢ fluorescencji sygnatu PLA
linii MCF10A jest na poziomie ~40, za§ w liniach T-47D i BT-474 na poziomie ~60-70 (Ryc.
4.13). Skoro roznicujacy efekt radicicolu w odniesieniu do ilosci biatka SLC6A14 na
powierzchni komoérek obserwowano przy 40 uM stezeniu inhibitora (komorki kontrolne nie
reagowaly, komoérki nowotworowe reagowaty, natomiast w stezeniu 60 pM reagowaty wszystkie
typy komorek; Ryc. 4.14), prositabym o rozwinigcie i wyjasnienie znaczenia obserwowanego
efektu w komorkach kontrolnych linii MCF10A.

5. Doktorantka wnioskuje, ze cyt.: interakcja HSP90-beta/SLC6A14 moze odgrywac istotng rolg
w transporcie L-leucyny w komorkach raka piersi (str. 97, ostatnie zdanie), prosze o komentarz
jakie moze by¢ znaczenie wykazanej w tescie PLA interakcji tych biatek (Ryc. 4.13) w
komorkach kontrolnych MCF10A, w ktorych nie obserwowano istotnie znamiennej akumulacji
L-leucyny.

6. Uwagi redakcyjne i jezykowe:

-Kandydatka nie ustrzegla si¢ kolokwializméw i stosowania malo precyzyjnego jezyka;
informacje czasami przedstawione sg bardzo ogolnie, a forma zawartych tre$ci nie ma charakteru
jezyka naukowego. Przyktady: str. 77: inhibitory nie wptywaja na test sam w sobie; str. 77:
stezenia odpowiednie do zahamowania HSP90 i HSPA14; str. 93: interakcje te obserwowano na
wyzszym poziomie w liniach komérek nowotworowych; str. 51: ztosliwe procesy; str. 88, 97:
gwiazdki wskazuja znaczaca zmiang; str. 101: jezyk biologii raka; str. 107: badania
ksenograficzne.




-Brakuje konsekwencji w stosowaniu skrotow.

-Nieprecyzyjny podpis Ryc. 4.4. ,traktowano tam gdzie zaznaczono” — prawdopodobnie
chodzito o ”zwigzkiem ktéry zaznaczono”’; rOwniez nieprecyzyjne stwierdzenie w podpisie Ryc.
4.5. ,,GAPDH stanowi kontrole czystosci frakcji biotynylowanej”; w zapisie liczcbowym w
Jezyku polskim stosujemy przecinki, nie kropki.

-Tytul podrozdzialu 4.8. w sekcji Wyniki jest niewtasciwy; Doktorantka nie prowadzita badan in
Vivo.

PODSUMOWANIE

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska prezentuje og6lng wiedze teoretyczng Kandydatki
w dyscyplinie nauki biologiczne, i stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego poznawczo i
wymagajacego metodycznie problemu naukowego. WiaSciwie zaplanowane i rzetelnie
przeprowadzone badania, z zastosowaniem ztozonego warsztatu metodycznego i odpowiednich
kontroli, pozwolily na zweryfikowanie interakcji miedzy transporterem SLC6A14 a bialkami
HSP w procesie eksportu biatka z siateczki $srodplazmatycznej oraz wskazania roli biatka HSP90-
beta w regulacji aktywnosci badanego transportera w wybranych liniach komérkowych raka
piersi. Uzyskane wyniki majg nowatorski i oryginalny charakter o duzym potencjale
poznawczym, wskazujagcym na mozliwo$¢ ich terapeutycznego rozwinigcia w przysztosci.

Doktorantka sprawnie postuguje si¢ réznymi technikami biologicznymi i wykorzystuje je do
rozwigzywania stawianych probleméw naukowych. Potrafi jasno przedstawi¢ wyniki badan i
interpretowac ich znaczenie w odniesieniu do istniejgcej literatury. Pani mgr Karolina Potosak
wykazata si¢ rozlegly wiedza, samodzielno$cia, a takze zdolno$cig krytycznej analizy danych,
co umozliwia podejmowanie wymagajacych wyzwan naukowych w przysztoéci, a przedstawiona
rozprawa doktorska dowodzi umiej¢tnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
Rozprawa doktorska ma charakter oryginalnej pracy do$wiadczalnej, ktorej jako$¢ zostata
potwierdzona opublikowaniem wynikdw w czasopismach o miedzynarodowym zasiegu.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.). W zwigzku z powyzszym
wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej o dopuszczenie mgr Karoliny
Potosak do dalszych etapo6w postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Prof. dr hab. n. med. Magdalena Zielinska
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Krakow, 31 sierpnia 2024

Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Potosak pt.
"Oddzialywanie transportera aminokwaséw SLC6A14/ATB"™ z  yniwersytet Jagiellonski
bialkami szoku cieplnego — rola w przezywalnosci komorek raka w Krakowie

I
PIETSE Wydzial Biocherni, Biofizyki

i Biotechnologii
Choroba nowotworowa pozostaje 1 w najblizszej przysztosci pozostawac bedzie
istotnym problemem klinicznym i spolecznym wspolczesnego swiata. Na jej prof. dr hab.
. . ; . g : il Jarostaw Czyz
etiopatogeneze sklada si¢ wiele procesow, ktére prowadza do dlugotrwatlej
mikroewolucji genetycznej i epigenetycznej komorek, i nabywania przez nie
nowych cech ulatwiajacych ich ekspansj¢ i kolonizacj¢ sasiednich tkanek.
Wsrod nich na pierwszy plan wysuwa sie¢ zdolnos¢ do uporczywej proliferacji,
ktora wymyka si¢ klasycznym mechanizmom tkankowym regulujgcym ten
proces w komorkach ,,zdrowych”. Proces ten wymaga jednak energii i budulca,
a do tego z kolei jest niezbedne ukonstytuowanie wydajnych systemow
transportujacych aminokwasy, nukleotydy, cukry i kwasy tluszczowe przez
blony biologiczne, w szczegdlnosci btone komdrkowa. Systemy tego typu sg
nadaktywne w wielu nowotworach, a jednym z ich kluczowych sktadnikoéw
pozostaje biatkko ATB®", ktére jest transblonowym transporterem
aminokwasow, kodowanym przez gen SLC6A14. Poniewaz transporter ten
charakteryzuje si¢ szeroka specyficznoscia substratowa, jego aktywnos¢ wydaje
si¢  by¢ kluczowa dla rozwoju stanéw wywolujacych zwiekszone el +48(12) 664 614
zapotrzebowanie komorek na aminokwasy, w tym nowotworéw. Rzeczywiscie  fay +45(12) 664 62 02
poziomy ATB"" (SLC6A14) sa czesto podniesione w komoérkach budujacych
nowotwory, w tym nowotwory piersi, co czyni to biatko potencjalnie
uzytecznym przy opracowywaniu nowych strategii leczenia tego nowotworu,
tym bardziej, ze zaobserwowano roéwniez jego zaangazowanie w transblonowy
transport lekow. Przedstawiona do oceny rozprawa wpisuje si¢ w badania nad
potencjalem tego transportera, poniewaz jej celem bylo okreslenie roli
oddzialywan miedzy transporterem ATB®* a biatkami HSP w regulacji jego
funkcji. W szczegélnosci w jej ramach przeprowadzono identyfikacje
mechanizméw odpowiedzialnych za interakcje transportera ATB®* z biatkami
szoku cieplnego HSP70 i HSP90beta, analizy ich roli w regulacji funkcji tego
transportera oraz ich znaczenia dla fizjologii komorek raka piersi. Powigzania
miedzy aktywnoscia transporterow blonowych a rozwojem nowotworow, a
takze mechanizmy regulacji ich funkcji i ich loséw w komorce, oraz
mozliwosci wykorzystania tych powigzan w terapii nowotworow stanowi
nierozwigzany problem badawczy. Dlatego podjecie tej tematyki uwazam za w
pelni uzasadnione. Wraz 2z faktem opublikowania cze¢sci wynikow
zamieszczonych w rozprawie w czasopismach o uznanej miedzynarodowej
renomie (Biochimica et Biophysica Acta (Mol. Cell. Res.), 2019 i Bioch.
Bioph. Res. Comm., 2022), przelozylo sie to na jednoznacznie pozytywnag
oceng¢ calej rozprawy, niezaleznie od kilku uwag i pytan, ktére postawitem w
dalszej czesci recenzji.
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Rozprawa zostata skonstruowana w sposob typowy dla tego typu prac: sktada
si¢ na nig obszerny Wstep, rozdzialy opisujace Materialy i Metody, oraz
Wyniki, a takze ich Dyskusja. Dobrze skompilowane streszczenia rozprawy w
jezyku polskim i1 angielskim w syntetyczny sposob oddaja jej tres¢ 1 przestanie,
a lista skrotow ulatwia lekture pracy (cho¢ umieszczenie na niej niektérych z
nich, np. BSA, DMEM czy PBS, wydato mi si¢ ,,nadmiarowe™). Calo$¢ konczy
Podsumowanie i bardzo obszerna bibliografia, ktora liczy ponad 330 pozycji
(zarowno oryginalnych prac doswiadczalnych, jak i artykuléw przegladowych).
Objetos¢ pracy pozostaje w dobrej proporcji do ilosci opisanych danych: liczy
ona 141 stron, 29 rycin, w tym 16 zlozonych rycin ilustrujacych uzyskane
wyniki, oraz szereg tabel (ktore przede wszystkim wyszczegdlniaja
wykorzystane w pracy odczynniki i plazmidy). Pod wzgledem edytorskim
rozprawa zostala przygotowana poprawnie. W czasie jej lektury natknatem sie
w prawdzie na niedociagnigcia stylistyczne i leksykalne; wpisane sa one jednak
w przygotowanie duzych monografii i pozostaja bez wplywu na ogélng oceng
rozprawy.

Przedmiot badan opisanych w rozprawie zostal wszechstronnie oméwiony w
38-stronnicowym Wstepie, gdzie Autorka po pierwsze w syntetyczny sposob
skompilowata aktualny stan wiedzy na temat mechanistycznych podstaw
rozwoju nowotworow, po czym na tym tle rozrysowala obraz wiedzy na temat
transporterow blonowych i ich roli w rozwoju nowotworé6w. W oparciu o
zestaw cech kluczowych dla tego procesu oryginalnie zdefiniowanych przez
Hanahana i Weinberga (2000), kolejno omowita ona systemy lezace u podstaw
deregulacji proliferacji i apoptozy komorek nowotworowych, nabywania przez
nie ,niesmiertelnosci” i niezaleznosci od czynnikow wzrostowych, oraz
rozwoju ich inwazyjnosci i1 plastycznosci metabolicznej. W dalszej kolejnosci
Autorka przeszta do opisu transporterow blonowych, ich znaczenia dla
funkcjonowania komorek i regulacji ich funkcji. Ta cze$¢ zostala spuentowana
doglebnym opisem wilasciwosci transportera ATB%', a w szczegolnosci jego
budowy i specyfiki, i mechanizméw warunkujacych jego funkcje. Wreszcie
Autorka skoncentrowala sie na biatkach chaperonowych i ich znaczeniu dla
dobrostanu komoérek. Cho¢ zabrakto mi choéby krotkiego nawiazania do roli
cytoszkieletu w wewnatrzkomorkowym transporcie 1 kompartmentacji
transporterow i bialek opiekunczych. calo$¢ ma wymiar nieledwie epicki. Te
czg$¢ rozprawy czyta si¢ plynnie, a styl i rozlozenie akcentow wskazuje na
dobra orientacj¢ Autorki w tematyce zwigzanej z rozprawa. Ilustracje
wplecione w tekst Wstgpu wspomagajg percepcje jego tresci, a calosé po
niewielkich w sumie korektach mogtaby stanowi¢ podstawe poczytnego
artykulu przegladowego. Reasumujgc Wstep prezentuje ogdlng wiedze
teoretyczng Autorki, w tym wiedze zwigzang z tematem rozprawy i dobrze
wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy.

Réwniez rozdzial, w ktorym opisane zostaty Cele pracy, zostat sformutowany
w klarowny sposob. Uznano za nie: weryfikacje roli interakcji miedzy
transporterem ATB®" a HSP70 i HSP90beta w procesach eksportu tego
transportera z siateczki $rodplazmatycznej do btony komorkowej oraz roli
biatka HSP90beta w regulacji jego aktywnosci (w szczegolnosci w komorkach
nowotworowych). Cho¢ brakuje explicite wyrazonej hipotezy roboczej, taki
obraz celow pracy w spdjny sposéb ilustruje oryginalny problem naukowy i
wspolgra z brzmieniem krétkiego podsumowania tla opisanych w rozprawie
badan, réwniez zawartym w tym rozdziale. Z obowiazku recenzenta musze
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jednak zwrdci¢ uwage na pewna niescisto$¢ w opisie powiazan miedzy
szybkoscia proliferacji komoérek a lokalng podaza aminokwasow. Szybka
proliferacja wzmaga popyt (!) komorek na aminokwasy, a dopiero to powoduje
konieczno$¢ utrzymania ich wysokiej podazy w niszach nowotworowych.

Zarowno wachlarz jak i opis zastosowanych w pracy metod zastuguje na
uznanie. W analizach interakcji transportera z biatkami HSP90 i HSP70
wykorzystano model badawczy oparty na stabilnej transfekcji komorek linii
HEK293 genem kodujacym ometkowang forme ATB®*, a do$wiadczenia
dotyczace roli tego transportera w rozwoju nowotwordw piersi przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawu linii komorek tego nowotworu rézniacych sie
pochodzeniem i potencjalem inwazyjnym. Z kolei do analiz funkcjonalnych
Autorka, oprocz technik edycji genomu, wykorzystala zestaw zaawansowanych
technik biologii molekularnej, w tym: ko-immunoprecypitacje, analizy
biotynylacji bialek powierzchniowych, analizy aktywnosci ATPaz, termoforezeg
mikroskalowa, immunocytochemie, technike ligacji zblizeniowej i analizy
transportu znakowanej izotopowo leucyny. Wsparte one zostaly technikami
wizualizacji  struktur sub-komorkowych z  wykorzystaniem mikroskopii
fluorescencyjnej (w tym konfokalnej), a takze technikg hybrydyzacji typu
western 1 testem zywotnosci komorek. Zastosowane w pracy techniki
doswiadczalne sa wzgledem siebie komplementarne a ich opis jest w
wigkszosci precyzyjny (byé moze z wyjatkiem opisu zasady testu ligacji
zblizeniowej) i stwarza mozliwo$é powtdrzenia opisywanych doswiadczen,
oczywiscie przez osobe dysponujaca odpowiednia wiedza i sprzetem.

Czgs$¢ doswiadezalna recenzowanej pracy przedstawiona zostala w Sposob z
jednej strony zwigzly, a z drugiej przystepny: latwo byto uchwycic¢ ciagi
przyczynowo-skutkowe, ktorymi kierowata si¢ Autorka wykonujac kolejne
doswiadczenia. W pierwszej czesci pracy, zajela si¢ ona interakcjami receptora
ATB®* z innymi biatkami z wykorzystaniem modelu do$wiadczalnego opartego
na indukcji ekspresji jego ometkowanej formy w komorkach HEK293.
Interakcje receptora z biatkami szoku cieplnego zostaly wykazane z
wykorzystaniem immunoprecypitacji i immunofluorescencji, a bezposrednie
oddziatywanie tych biatek ostatecznie potwierdzono testem termoforezy
mikroskalowej i ligacji zblizeniowej. Z kolei technika biotynylacji biatek
powierzchniowych potwierdzita powierzchniowa lokalizacje transportera.
Wreszcie zastosowanie chemicznych inhibitorow HSP90beta (radicicolu) i
HSP70 (VER155008) pozwolito wykaza¢ role obu tych bialek w regulacji
konformacji i transportu transportera. Prezentacja tej czesci wynikéw i ich
wstepna interpretacja jest spojna i logiczna, a same wyniki nie wzbudzaja
watpliwosci.

W drugiej czesci pracy zanalizowano rolg interakcji miedzy transporterem
ATB"" a biatkiem HSP90 w regulacji aktywnosci ATPazy podjednostki beta
tego biatka w ukladzie in vitro. Mierzono ja z wykorzystaniem zlozonego
modelu  doswiadczalnego opartego na pomiarach aktywnosci ATPazy
HSP90beta w obecnosci wybranych fragmentéw N- i C-kofica transportera
ATB™. Na podstawie tych analiz wytypowano dwa fragmenty C-konca
zlokalizowanego w okolicy 12 domeny transblonowej transportera, ktére w
przeciwstawny sposéb modulowaly te aktywno$¢. Uzyskane wyniki pokazaly
zaangazowanie C-koncowego fragmentu transportera w regulacje aktywnosci
HSP90beta. Na tej podstawie rzeczywiscie mozna wnioskowaé o roli tego
fragmentu nie tylko w transporcie biatka do blony plazmatycznej, ale i w
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prawidlowym faldowaniu transportera ATB’". Trudno jednak nie zapytaé, czy
réwniez w natywnej czasteczce ATB*" oba fragmenty moga zachowaé swoje
przeciwstawne aktywnosci, a jesli tak, to jakie mogloby by¢ znaczenie
biologiczne takiego stanu rzeczy.

W ostatniej czesci swojej rozprawy, Autorka skoncentrowala sie na
biologicznych konsekwencjach interakcji miedzy ATB®* i HSP90beta w
komorkach nowotworowych raka piersi roznych typow. Analizy te pozwolity
wykaza¢, ze HSP90beta peini role regulatora funkcji endogennego transportera
ATB** w tych komorkach. Bezposrednie oddziatywanie transportera z
HSP90beta potwierdzone w tescie ligacji zblizeniowej pozostawato na znacznie
wyzszym  poziomie w liniach nowotworowych. Roéwniez wychwyt
radioaktywnej leucyny (substratu dla badanego transportera) spadal po
traktowaniu inhibitorem HSP90beta w komorkach raka piersi z obecnym
receptorem estrogenowym (ERa"). Radicicol istotnie zmniejszal wydajnosé
interakcji miedzy transporterem ATB%" i HSP90beta, co potwierdza
zaangazowanie HSP90 w regulacje aktywnosci tego transportera. Wysoka
smiertelnos¢ komorek po traktowaniu a-metylotryptofanem i radicicolem, i
synergia ich dzialania w niskim stezeniu z kolei potwierdza znaczenie
biologiczne tych interakcji. Warto jednak zadaé¢ pytanie, dlaczego plastyczne ze
swej natury komorki nowotworowe tak gwaltownie (wzrostem $miertelnosci)
reaguja na deficyt leucyny.

Wyniki uzyskane w ramach rozprawy pozwolity Autorce na postawienie kilku
podstawowych wnioskéw. Po pierwsze, oddzialywania transportera ATB®* z
biatkami HSP kontroluja poprawne faldowanie i eksport transportera miedzy
przedziatami komérkowymi. W przypadku HSP90 oddziatywania te zalezne sa
od C-koncowej domeny transportera, ktéra reguluje aktywnosé ATPazy biatka
HSP90beta, a zahamowanie aktywnosci tego biatka przektada si¢ na
uposledzenie funkeji transporterowej ATB®*. Zjawisko to i jego skutki sa
szezegblnie widoczne w komorkach nowotworowych, co moze wynikaé z ich
wigkszego zapotrzebowania na aminokwasy oraz wskazuje na mozliwosé
wykorzystania tych interakcji przy opracowywaniu nowych strategii leczenia
nowotworow. — Omoéwienie  tych kwestii znalazto sie w  dobrze
ustrukturalizowanej Dyskusji uzyskanych wynikéw. Oparta ona zostala na
aktualnie dostgpnych danych literaturowych, w tym na weczesniejszych
wynikach dotyczacych tego i innych transporteréw z rodziny SLC uzyskanych
przez zespot prof. Katarzyny Nalecz. Konkluzje wynikajace z uzyskanych w
ramach rozprawy danych sa przekonujace a calosé Dyskusji, wraz z wachlarzem
metod wykorzystanych w pracy i uzyskanymi wynikami, potwierdza ogdlna
wiedzg Autorki i wykazuje jej umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Przy lekturze tej czedci pracy, nasuneto mi si¢ jednak kilka pytan:

- ¢czy potencjal blonowy wplywa na dziatanie transportera ATB%" w sposob
niezalezny od transblonowych gradientéw Na* i CI-?

- jakie moga by¢ dtugofalowe konsekwencje hamowania aktywnosci ATB* i
HSP90beta dla fenotypu komérek nowotworowych? Innymi stowy: czy mozna
sobie wyobrazi¢ mikroewolucje ich opornosci na inhibitory tego biatka i jaki
ewentualnie mégtby by¢ mechanizm, lezacy u podstaw takiej opornosci?

- 0 ile mozna przyjg¢, ze zapotrzebowanie na wydajny transport aminokwasow
moze zaleze¢ od szybkosci proliferacji komorek (przyrostu ich masy), to jak
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wyglgda ta zaleznos¢ u komorek z wyciszong proliferacjg (np. komorek
macierzystych)?

Niezaleznie od tych pytan, wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng rozprawy
doktorskiej Pani mgr Karoliny Polosak. Praca opisuje mechanizm lezacy u
podstaw powigzan migdzy transporterami aminokwasow (w tym przypadku
ATB"") a biatkami opiekunczymi (w szczegdlnosci HSP90beta), potencjalny
ich udzial w rozwoju nowotworéw (w szczegdélnosci raka piersi) oraz ich
potencjalne ~ wykorzystanie przy  opracowywaniu nowych  strategii
terapeutycznych. Stanowi ona wigc rozwiazanie oryginalnego problemu
badawczego. Podsumowujac, w mojej ocenie przedstawiona do oceny praca
spetnia warunki okreslone w Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z pozn. zm.). Biorac pod uwage powyzsze,
przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr
Karoliny Polosak do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia
doktora. Ze wzgledu na wszechstronno$¢ wykorzystanych technik
doswiadczalnych, a takze na potencjalne znaczenie aplikacyjne uzyskanych
wynikow i bogaty dorobek naukowy Doktorantki, wnosze réwniez o
wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

(Jarostaw Czyz)
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