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Recenzja rozprawy doktorskiej mer. Wiolety Banaszuk pt. ..Regulacja metabolizmu
aminokwasOw poprzez aktywno$¢ aparatu Golgiego”

Rozprawa doktorska mgr. Wiolety Banaszuk opisuje badania mechanizméw adaptacyjnych
indukowanych w odpowiedzi na stres osmotyczny. Autorka postuluje istotng rol¢ transportera
aminokwasow SNAT2 w odpowiedzi na stres, analizuje wybrane aspekty modyfikacji
posttranslacyjnych jakim podlega ten transporter w ER i aparacie Golgiego oraz wptyw badanych
procesOw na szlak sygnatowy kinazy ERK1/2.

Rozprawa jest przygotowana w sposob rzetelny, cho¢ zawiera pewne niedociagnigcia
kompozycyjne i interpretacyjne. W swojej recenzji wymieniam jedynie skrotowo osiggniecia
pracy, gdyz te s3 w niej wystarczajagco dobrze opisane. Skupiam si¢ natomiast na krytycznej
dyskusji prezentowanych wynikéw, wnioskow i1 kompozycji pracy. Nie ma to na celu
dyskredytacji badan, ktore w wielu miejscach sg ciekawe. Mam raczej nadzieje¢, iz sktoni to
autorke do dalszych przemyslen, a w przyszto$ci pozwoli ustrzec si¢ cho¢by niektdrych z
niedociaggnig¢. Analizy tej nie nalezy wiec w zadnym razie odczytywac jako wyrazu negatywnej
opinii, a jedynie jako konstruktywng krytyke rozprawy.

Tytut pracy jest stanowczo zbyt szeroki w stosunku do podejmowanej tematyki. Znacznie lepiej
byloby wskaza¢ w tytule, iz praca obejmuje badania roli biatka SNAT2 i szlaku ERK1/2 w
odpowiedzi na stres osmotyczny, co odpowiadaloby wiasciwej tematyce pracy. Podobnie,
czytelno$¢ streszczenia zyskataby znaczaco na skupieniu si¢ na konkretach dotyczacych pracy w
jego wprowadzajacej czg$ci. Streszczenie powinno zawiera¢ wprowadzenie w tematyke
pozwalajace na zrozumienie wagi konkluzji ktore sg nastepnie krotko podsumowane w dalsze;j
cze$ci streszczenia. W przedstawionej pracy pierwszy akapit wprowadza kinazy mTOR i GCN2
ktore nie stanowig bezposrednio tematu pracy. Nastepny z kolei paragraf méwi, ze w pracy
badano biatka SNAT2 i ERK1/2 ktore nie zostaty zupelnie wprowadzone, a ich powigzanie ze
szlakami mTOR 1 GCN2 jest na tym etapie opracowania catkowicie niejasne. Kolejne paragrafy
zawieraja bardzo szczegotowe streszczenie wynikow, ktdre jest rowniez zupetnie niezrozumiate
przed lekturg catosci pracy. Po lekturze catosci pracy stwierdzam, ze streszczenie jest jej
swietnym podsumowaniem, nadajacym si¢ jednak na zakonczenie, a nie na poczatek.
Streszczenie powinno zacheci¢ do lektury pracy zaréwno eksperta jak i laika, a tego nie da si¢
0siggnac przytaczajac szczegoly bez wskazania powigzan migdzy nimi czy gldéwnych konkluzji.
Analogiczne odczucia mam po lekturze wstgpu. Zawiera on bardzo rzetelnie przygotowane
podsumowanie bardzo bogatej literatury, skupia si¢ jednak zbytnio na szczegdtach — czesto
nieistotnych z punktu widzenia badan przedstawionych w pracy, kosztem systematycznego
wprowadzenia. Kilka stron prostego wprowadzenia w tematyke ktére pozwolitoby wiasciwie
umiejscowi¢ nastepujacy potem natlok szczegdtdéw bytoby tutaj bardzo pozadane. Podobnie jak
w przypadku tytutu, we wstepie brakuje jasno nakreslonego kierunku pracy ktory pozwolitby
zrozumie¢ wage przytaczanych informacji przed lekturg czesci wyniki. Prawie cata potrzebna
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informacja znajduje si¢ w opracowaniu, ale grzeznie w ilosci przytaczanych szczegotow z
ktorych wiele, cho¢ ciekawych, jest nieistotnych z punktu widzenia prac opisanych w rozprawie.
Zbyt szeroko sformutowany temat powoduje - na etapie lektury wstepu - brak jasnej koncepcji
kierunku pracy. Kierunek ten staje si¢ jasny dopiero w $rodku czgsci rozdziatu ,,wyniki”, a to
stanowczo za p6zno z punktu widzenia kompozycji rozprawy.

Powyzsze uwagi nie zmieniajg faktu, iz zarowno streszczenie jak 1 wstep sg przygotowane bardzo
rzetelnie. Szczegdlnie wstep daje szeroki i pelny oglad podejmowanych zagadnien przy
cytowaniu imponujgcej ilosci literatury i swobodnie moglby stanowi¢ nieztg pracg przegladowa.
Dla mnie osobis$cie wstep jest jednak zbyt dlugi i zawiera zbyt wiele informacji ktore nie sa
niezbedne do interpretacji wynikow. Jest to jednak kwestia subiektywna i z pewnoscig nie jest to
zarzut ktory dyskredytowalby jako$¢ pracy. Zarzutem jest jednak brak ukierunkowania
podawanej informacji. Autorka powinna na przyszto$¢ rozwazy¢ podawanie skomplikowane;,
wielowatkowej informacji w bardziej ukierunkowanej formie. Wstep do pracy eksperymentalne;j
to nie praca przegladowa. W pierwszym przypadku podaje si¢ tylko informacje niezbgdng, a nie
wszelka dostepna.

Przechodzac do omoéwienia cze$ci wyniki - podstawowym pytaniem na jakie nie znalaztem
odpowiedzi w pracy jest pytanie o fizjologiczne znaczenie stresu osmotycznego. W swoich
badaniach autorka indukuje stres osmotyczny przez przeniesienie komoérek do odpowiedniej
pozywki. W jakiej jednak fizjologicznej sytuacji komorki, takie jak np. fibroblasty lub komorki
nowotworowe, ktére bada autorka, moga by¢ narazone na stres osmotyczny? Bardzo prosze o
odniesienie si¢ do tego kluczowego dla oceny istotnosci podejmowanej tematyki zagadnienia
podczas obrony.

Za mocne strony pracy uwazam:

(1) Wykazanie indukcji ekspresji i1 lokalizacji blonowej transportera SNAT2 w
odpowiedzi na stres osmotyczny

(i)  Wykazanie niezaleznej od ISR indukcji ekspresji GADD34 w odpowiedzi na stres
osmotyczny

(i)  Wykazanie iz efekt (i) 1 (ii) nie jest specyficzny dla pojedynczej linii komérkowej, a
raczej charakterystyczny dla wielu réznorodnych linii

(iv)  Wykazanie roli transportera SANT2 w przeciwdziataniu indukcji apoptozy przez stres
osmotyczny

(v) Scharakteryzowanie zmian komorkowego stezenia aminokwaséw w odpowiedzi na
stres osmotyczny

(vi)  Wykazanie, ze koncowa N-glikozylacja jest niezb¢dna dla dostarczania transportera
SNAT?2 do blony komoérkowe;.

(vil) Wykazanie iz aktywacja MEK/ERK w warunkach stresu jest niezalezna od
czynnikéw wzrostu

Za stabe strony pracy uwazam przede wszystkim:

(1) zbyt szerokie zdefiniowanie tematyki pracy przez co kazdy z poruszanych tematow
jest analizowany powierzchownie podczas gdy sam w sobie mogtby stanowi¢ temat
osobnej pracy lub szeregu prac naukowych (np. Mechanizmy indukcji odpowiedzi na
stres osmotyczny. Wspodtzaleznosci funkcjonalne transporterow aminokwasoéw i
przemian metabolicznych w odpowiedzi na stres osmotyczny. Mechanizmy i
funkcjonalna rola glikozylacji SNAT2. Szlaki aktywacji ERKI1/2 przez stres
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osmotyczny, Rola aktywacji ERKI1/2 w stresie osmotycznym, itd.). Ze zbyt
szerokiego 1 ogoélnego podejscia wynika caty szereg opisanych nizej problemow
szczegdlowych.

(i) W calej pracy autorka ma tendencj¢ do wyciagania definitywnie sformutowanych,
szerokich konkluzji z pojedynczych eksperymentow nie popartych dalsza analizg.
Cho¢ przedstawione pojedyncze eksperymenty zwykle wydaja si¢ przejrzyscie do
formutowanych konkluzji prowadzi¢, to jednak nalezy pamigta¢, iz w tak
skomplikowanym, wielosktadnikowym uktadzie jak analizowany przez autorke
nalezatoby najpierw przeprowadzi¢ znacznie szerzej zakrojone analizy eliminujace
inne mozliwe ewentualno$ci, a nawet wtedy konkluzje nalezaloby formutowaé
ostrozniej. By poda¢ proste przyktady: (strony 100-101) autorka obserwuje trzy
prazki w analizie WB dla biatka SNAT2. Po pierwsze, formalnie nie ma dowodu iz
wszystkie prazki pochodza od biatkka SNAT2, gdyz w analiziec WB czesto
obserwujemy niespecyficzne barwienie bialek trzecich. Nawet jesli zalozy¢, ze
wszystkie prazki pochodza od biatka SNAT2, nie ma bezposredniego dowodu, iz
odpowiadajg one réznie glikozylowanym formom, co autorka kategorycznie sugeruje
w tekscie. Wszystkie eksperymenty biologiczne wymagaja kontroli. Wyciszenie
biatkka SNAT2 stanowiloby dobra kontrol¢ dla specyficznosci przeciwciat (tym
bardziej, ze autorka posiada odpowiednie linie komorkowe); enzymatyczne usunigcie
glikanow mogloby by¢ prostym eksperymentem rozwiewajacym druga watpliwos¢.
Dane takie nie sg jednak przytoczone w pracy. Innym przykiadem niech bedzie
konkluzja przedstawiona na stronie 134: ,spadek poziomu poliamin w komorce
promuje LLPS” - w pracy nie ma zadnych eksperymentow badajacych wptyw
poliamin na LLPS ani wiasciwie w ogole eksperymentow charakteryzujacych LLPS.
Pewne przestanki mozna wynies¢ =z analizy literatury, jednak przed
eksperymentalnym wykazaniem w badanym uktadzie sg to tylko hipotezy. Przypadki
te przytaczam jedynie jako proste przykilady. W sposob istotny ilustrujg one jednak
caly szereg tego typu nadinterpretacji wystgpujacych w pracy na réoznych poziomach
— od analizy poszczego6lnych eksperymentow do szczegdlnie nieuzasadnionych
uogdlnien dotyczacych catych skomplikowanych procesow. W przypadku braku
pewnosci, czym innym jest sugerowanie interpretacji, a czym innym kategoryczne
stwierdzanie nie do konca zweryfikowanych faktow. Odnosi si¢ to w pewnym
wzgledzie do warstwy jezykowej, jednak to jezyk ksztaltuje nasza interpretacje
Swiata, a biolog, pracujacy z niezwykle skomplikowanym uktadem, powinien by¢
zawsze ostrozny w czarno-bialej interpretacji danych 1 wycigganiu zbyt daleko
idacych wnioskéw bez odpowiedniego poparcia eksperymentalnego. Odwazne
hipotezy prowadza do ciekawych badan. Nie potwierdzone eksperymentem wnioski
prowadza na manowce.

Na poczatku swojej pracy autorka przedstawia ogdlng charakterystyke modelu wykazujac
indukcje ekspresji biatka SNAT2 w warunkach stresu osmotycznego (Rys. 20), docelowg
lokalizacj¢ formy w pehni glikozylowanej w btonie komoérkowej (Rys. 23; konkluzje dot. form D
1 ER warto by poprze¢ przez enzymatyczne usunigcie cukrow) i protekcyjng / antyapoptotyczng
role SNAT2 w warunkach tagodnego stresu osmotycznego (Rys. 25). Autorka postuluje tez brak
udziatu zintegrowanej odpowiedzi na stres (ang. ISR) na dowod czego przytacza wyniki
uzyskane dla niefosforylowalnej muteiny elF2a(S51A). Interpretacja tej czgsci wynikdéw nie jest
jednak dla mnie jasna w $wietle informacji przedstawionych we wstepie. W linii komdrkowe;j
MEF S51A autorka wcigz obserwuje indukcje ekspresji GADD34 podczas gdy na stronach 32-
34 wstepu sugeruje, iz ekspresja GADD34 jest zalezna od ATF4, a wiec od indukcji ISR.
Rozumiem, ze niezalezna od fosforylacji elF2a ekspresja GADD34 to nowa obserwacja — efekt
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badan prowadzonych przez autorke. Ta ciekawa obserwacja pozostaje jednak bez dalszego
rozwinigcia czy to w formie eksperymentalnej czy cho¢by spekulacyjnej. Prosze o wyjasnienie
tego zagadnienia podczas obrony ze wskazaniem postulowanych szlakéw indukcji ekspres;ji
GADD34. Niezaleznie od powyzszego pytania, w tej czeSci pracy brakuje mi takze
kompleksowego wykazania braku indukcji ISR przez szersza analiz¢ sktadnikow szlaku
sygnatowego 1 efektorow.

W dalszej cze$ci pracy autorka bada wplyw stresu osmotycznego na globalne zmiany stezenia
aminokwasow w komorce. Rozdziat ten jest rownie ciekawy co, niestety, stabo rozbudowany
eksperymentalnie. Autorka postuguje si¢ cieckawg metoda pozwalajaca na okreslenie poziomu
wszystkich aminokwasow w komorce. Wykazuje, iz stezenia praktycznie wszystkich
aminokwasow ulegaja zmianie w odpowiedzi na stres osmotyczny (na marginesie — istotnos¢
poziomu zmian powinna by¢ przeanalizowana metodami statystycznymi). Nastepnie probuje
interpretowac role poszczego6lnych transporteréw w obserwowanych zmianach, i tutaj niestety
praca staje si¢ mocno spekulacyjna. Autorka sugeruje, ze zmiany stezenia niektorych
aminokwasow sg wynikiem metabolizmu komdrkowego (np. Ala, Pro) gdyz brak ich w pozywce,
a wiec zmiany ich stezenia nie moga by¢ bezposrednio wynikiem importu. Jednoczesnie
wskazuje ze zmiany stezenia innych (np. Ser, Gly) sa efektem importu z pozywki. Brak jednak
na to jednoznacznych dowodow. Aminokwasy te moga by¢ takze pozyskiwane na drodze
anabolicznej w komoérce. Pewne $wiatto na te zagadnienia rzucaja eksperymenty z
wykorzystaniem inhibitoréw transporterow SNAT2 1 LAT]I, jednak eksperymenty te nalezaloby
znaczaco rozbudowa¢ z uwagi na stopien skomplikowania badanych sieci wspotzaleznosci.
Nawet bez znaczacej zmiany stosowanej metodologii mozna sobie tatwo wyobrazi¢ badania na
pozywkach z wyeliminowanymi poszczegdlnymi aminokwasami lub przy ich nadmiarze, co
zapewne datoby dalsze przestanki do weryfikacji stawianych hipotez. Z uwagi na potencjalne
efekty off-target (ang.) w przypadku stosowania inhibitorow nalezatoby przeprowadzi¢
rownolegte eksperymenty na szczepach z inaktywowanymi transporterami (chocby siRNA;
zaskakujgcym jest tutaj fakt iz autorka posiada szczep z usunigtym transporterem SNAT2 i nie
testuje tego szczepu rownolegle z inhibitorem SNAT2, co pozwoliloby ustali¢ stopien
specyficznosci inhibitora — prosz¢ o informacje¢ jaki jest tego powod?). Jak np. mozna wyjasnié
wptyw MeAIB (inhibitora SNAT2) na zmniejszenie stezenia Ala i Pro gdy chwile wczesniej
sugerowano zmiany stezenia tych aminokwasow pochodzg z przemian wewnatrzkomérkowych?
Przemiany metaboliczne wewnatrz komoérki mozna by $ledzi¢ klasyczng metodyka pulse-chase
(ang.) o co az prositoby si¢ w przypadku nietypowego wzrostu st¢zenia Gln, na temat
pochodzenia ktérego mozna jedynie spekulowa¢ na podstawie przedstawionych danych. Itd. W
obecnym stanie, wobec stosunkowo ograniczonego materiatu eksperymentalnego, ta cz¢s¢ pracy
nalezatoby raczej uzna¢ za zbidr ciekawych obserwacji wstepnych, o ktérych hipotetyczng
interpretacje mozna by pokusi¢ si¢ w czesci dyskusja. Interpretacja podana w czgsci wyniki jest
jednym z mozliwych wyjasnien obserwowanych wynikow 1 jako taka mogtaby stanowi¢ swietng
baze do planowania dalszych eksperymentow, nie mozna jej jednak uzna¢ za jednoznaczne
rozwigzanie problemu, co zdaje si¢ sugerowac tekst pracy. Autorka konkluduje np. ,,Uzyskane
dane wskazuja, ze zwigkszona aktywno$¢ transportowa SNAT2 w czasie osmoadaptaciji,
posredniczy w wychwycie wielu aminokwasow...”, zwigkszona aktywnos$¢ transportera nie jest
jednak nigdzie pokazana wprost. Autorka wykazuje nadekspresj¢ transportera, jego lokalizacje
w blonie komdrkowej, zmiany st¢zenia aminokwaséw — jednak nie zwickszong aktywnos$¢
samego transportera. Itd. Ogolnie, ta czg§¢ pracy uwazam za najstabsza z uwagi na bardzo
ograniczong (w stosunku do stopnia skomplikowania badanego zagadnienia) liczbe
przeprowadzonych eksperymentow ktdrych wyniki nie potwierdzaja jednoznacznie konkluzji
jakie stara si¢ wysnu¢ autorka.
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W dalszej czesci pracy autorka, potwierdza wczesniejsze obserwacje dotyczace wptywu stresu
osmotycznego na ekspresje transportera SNAT2 w r6éznych liniach komdrkowych. Podejscie to
uwazam za bardzo warto$ciowe. Wykazanie efektu w szeregu roznorodnych linii komérkowych
wskazuje, iz badany efekt nie jest cechg konkretnych komorek, a raczej procesem ogdlnym, a
tym samym jest interesujacy do dalszej charakterystyki empiryczne;.

Dobrym pomystem jest takze zakonczenie spojnej tematycznie czgsci pracy podrozdzialem
»wnioski”, porzadkujacym gtéwne osiagnigcia. Niestety, tak jak niektore konkluzje zawarte we
wczesniejszym tekScie, niektére z wnioskOw sa znaczaca nadinterpretacja nie znajdujaca
potwierdzenia w materiale eksperymentalnym. Np. strona 99, punkt 1.4 ,,Aktywnos¢ transportera
SNAT2 moduluje aktywno$s¢ mTROCI, poprzez zwigkszenie wewnatrzkomorkowej puli
aminokwasow...” W pracy wykazano zwigkszenie ekspresji transportera SNAT2, wykazano
takze hamowanie mTROCI, jednak zwigzek przyczynowy tych obserwacji nie zostat wykazany.
Nie podjeto nawet prac w tym kierunku.

W kolejnych rozdziatach autorka analizuje rolg glikozylacji w ER 1 Golgi w dostarczaniu SNAT2
do btony komodrkowej. Niewatpliwym osiggni¢ciem tej czgsci pracy jest wykazanie, i1z pézna
modyfikacja glikanu zachodzaca juz po etapie kontroli jakosci w cyklu kalneksyny jest niezb¢dna
do prawidtowej lokalizacji SNAT2 w btonie komorkowej oraz wykazanie roli transportera
SLC35A2 (i w mniejszym stopniu SCL35A4) w tym procesie (Nie zgodze si¢ jednak ze
stwierdzeniem, iz dane przedstawione w pracy wskazuja, iz SLC35A4 pehi ,bardzo wazne
funkcje regulacyjne” (strona 109)). Moje uwagi do tej czesci pracy dotycza takze stosowanej
terminologii. Autorka uzywa pojecia ,dojrzewanie” biatka bez jego odpowiedniego
zdefiniowania co rodzi problem z formutowaniem pewnych konkluzji. W pewnych miejscach
tekstu dojrzewanie dotyczy procesu formowania glikanu, w innych autorka zdaje si¢ sugerowac,
iz formowanie glikanu ma wptyw na fatdowanie biatka. Praca odnosi si¢ jedynie do koncowych
etapow formowania glikanu. Praca nie podaje zadnych przestanek eksperymentalnych by
powiazac ten proces z faldowaniem biatka ani jego aktywnoscia (jak sugerowatby tytut rozdzialu
2, strona 100). Stosowana metodologia badawcza pozwala jedynie stwierdzi¢ dostarczenie
badanego biatka do btony komdrkowej i zdolno$¢ do transportu aminokwasow. Aktywnos¢ jest
w teks$cie pracy utozsamiana z btonowg lokalizacjg. Moze by¢ jednak przeciez tak, iz biatko nie
w pehi glikozylowane jest aktywne (jesli chodzi o zdolno$¢ transportu aminokwaséw) ale jako,
ze nie lokuje si¢ w btonie komorkowej aktywnos¢ ta nie wyraza si¢ w stosowanych testach. Jest
to wtedy defekt transportu, a nie defekt aktywnosci jako takiej. Kwestie te sg o tyle znaczace, iz
proces kontroli jakosci biatek w ER/Golgi stanowi temat zywych badan, a jedng z kluczowych
kwestii jest powigzanie kwestii faldowania bialka z jego glikozylacja, dlatego warto tutaj
stosowac precyzyjng terminologie.

Efekt wytaczenia SLC35A2 1 SLC35A4 na og6lny poziom syntezy bialek opisany w ostatnim
paragrafie na stronie 107 nie jest dla mnie widoczny na rysunku 42. W linii HepG2 widoczne jest
poczatkowe zahamowanie syntezy oraz nastgpnie jej wzrost w czasie. W liniach SLC35A2 i
SLC35A4 synteza biatka w warunkach stresowych jest nizsza niz w kontroli, niemniej we
wszystkich punktach czasowych zdaje si¢ ksztaltowa¢ na poziomie obserwowanym w
komorkach typu dzikiego dopiero po 6 godzinach. Gdyby byta to prawda, interpretacja danych
bylaby inna niz przedstawiona przez autorke (autorka sugeruje iz synteza biatka nie ro$nie po
indukcji stresu w liniach SLC35A2 i SLC35A4, podczas gdy alternatywna interpretacja mowi,
ze synteza nie spada nigdy do tak niskiego poziomu jak w komorkach dzikich i dlatego p6zniej
nie obserwuje si¢ wzrostu). Bez systematycznej analizy densytometrycznej trudno jednak o
wnioski. Podczas obrony, prosze o przedstawienie ilosciowej analizy danych oraz odniesienie si¢
na tej podstawie do powyzszych uwag.
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W dalszej czgsci pracy autorka bada wplyw inhibitorow polimeryzacji tubuliny na aktywnos¢
biatka SNAT2. To jedyna seria eksperymentow w catej pracy dla ktorej nie znajduj¢ dobrego
uzasadnienia merytorycznego — to tak jakby probowa¢ dowiedzie¢ si¢ jak dziata zegarek sypiac
piasek do mechanizmu. Zegarek pelen piasku nie dziala. Podobnie mechanizmy transportu
komodrkowego po zniszczeniu mikrotubul. Jest to konkluzja na tyle oczywista, Zze wg. mnie nie
warta podejmowane]j analizy, w miejsce ktoérej mozna by si¢ skupi¢ np. na wyjasnieniu
mechanizmoéw rozpoznawania prawidlowo glikozylowanych form SNAT2 kierujacych ten
receptor z Golgi do blony komdrkowe;.

Kolejna czes¢ pracy opisuje badania wplywu stresu osmotycznego na aktywacje kinazy ERK1/2.
Autorka w przekonywujacy sposob pokazuje, iz kinaza ta jest przejSciowo fosforylowana w
poczatkowej fazie odpowiedzi na stres (rys. 49) oraz, iz proces ten jest niezalezny od
egzogennych czynnikéw wzrostu (rys. 50) a takze, Ze jest inicjowany przynajmniej na poziomie
kinazy wyzszego rzedu MEK1/2 (rys. 50). Autorka przedstawia przekonujace dane, iz na proces
ten moze wptywaé fosfataza SHP2 1 sugeruje powigzania z separacjag LLPS. W tym drugim
przypadku, wystepowanie procesu LLPS i jego powigzanie z aktywacja ERK1/2 jest znacznie
stabiej poparte eksperymentalnie. Eksperymenty z 1,6-heksanediolem (str. 125) zdaja si¢
potwierdza¢ taka konkluzje jednak charakterystyczny dla catej rozprawy brak szczegdtowego
opracowania tematu i wtasciwych kontroli nie pozwala na jednoznaczne stwierdzenie. Sam fakt
1z inni autorzy opisali antagonistyczny wptyw 1,6-heksanediolu na LLPS nie znaczy, ze taki
wplyw wystepuje w badanym ukladzie. Mozemy wigc jedynie stwierdzi¢ iz traktowanie 1,6-
heksanediolem wptywa na fosforylacje ERK1/2, zwigzek tej zaleznosci z LLPS pozostaje jedynie
hipotetyczny. Poza tym brak informacji w jaki sposob fosfataza SHP2 miataby wyptywaé na
aktywacj¢ ERK1/2?

Na tym etapie pracy autorka probuje wples¢ w narracje biatko SNAT2 (np. str. 126), co jednak
wg. mnie czyi zbyt wczesnie. Na przywolanej stronie autorka stwierdza np. ,,Utrzymujaca si¢
fosforylacja kinazy ERK1/2 przy wyzszej intensywnosci stresu (600mOsm 1 700mOsm) — w
warunkach pozbawionych komponentu adaptacyjnego SNAT2 sugeruje, ze dostarczone do
komorki podczas fazy osmoadaptacji (500 mOsm, warunki indukujagce SNAT2) aminokwasy
mogg stanowi¢ modulatory aktywnosci kinazy ERK1/2.” W stwierdzeniach zawartych w
cytowanym fragmencie nie ma nieprawdy, jednak zawarcie w jednym zdaniu informacji o
aktywacji kinazy ERK1/2 i biatku SNAT2 sugeruje powigzanie funkcjonalne, ktore nie jest w
zaden sposob wykazane w prowadzonych eksperymentach. Rzeczywiscie ,,moze” istnie¢ taki
zwigzek, jednak sugestia ta jest tak spekulatywna na opisywanym etapie prac, ze w moim
odczuciu nieuprawniona w czesci ,, Wyniki”. Powigzanie to mozna by zasugerowac co najwyzej
w ,,dyskusji”. Dopiero w dalszej czesci (str. 129) autorka stawia powyzsze stwierdzenia jako
hipoteze ktérg probuje potwierdzi¢ w badaniach. Stwierdzenie to (tym razem) postawione jako
hipoteza jest jak najbardziej uzasadnione. Konkluzje wynikajace z nastepujacych
eksperymentow (str. 129-133) sg jednak zbyt daleko idgce. Autorka pokazuje, ze zmiany stezenia
poliamin 1 aminokwaséw koreluja ze zmianami w fosforylacji ERK1/2, jednak zwigzek
przyczynowo-skutkowy bedzie mozliwy do wykazania jedynie przez wskazanie konkretnych
mechanizméw czego brak w pracy. Sugerowanie bezposredniego zwigzku przyczynowo-
skutkowego (jak np. na stronie 132: ,,Analiza LC-MS poziomu aminokwaséw (...) wskazuje
specyficzny udziat kilku aminokwaséw w regulacji szlaku sygnalnego kinazy ERK1/2”) jest
zupehie nieuzasadnione eksperymentalnie. Udziat LLPS w catym procesie jest juz catkowicie
hipotetyczny, gdyz wlasciwie wydedukowany jedynie z analizy danych literaturowych
uzyskanych w innych uktadach. W pracy praktycznie brak zaadresowania eksperymentalnego
tematu LLPS.
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Co ciekawe, pomimo szeregu nadinterpretacji w czgsci ,,wyniki”, cze¢$¢ ,,dyskusja” jest
merytorycznie bardziej wywazona. Po usunigciu cze$ci bardziej spekulacyjnych stwierdzen z
rozdzialu dotyczacego wynikoéw, catlo$¢ pracy odpowiadataby znacznie lepiej wzorcom
przyjetym w tego typu opracowaniach.

Podsumowujac, praca dotyka ciekawych zagadnien globalnej regulacji procesow komorkowych
w odpowiedzi na stres osmotyczny 1 prezentuje szereg interesujagcych danych
eksperymentalnych. Niestety, zbyt szerokie zdefiniowanie podejmowanych zagadnien, nie
pozwolito na szczegdtowa analiz¢ 1 wyjasnienie zadnego z analizowanych procesoOw. Poruszone
tematy moga stanowi¢ zaczatek niejednej interesujagcej pracy eksperymentalnej, szkoda tylko ze
w rozprawie nie znalazto si¢ cho¢ jedno szczegdtowe opracowanie ktoregos z nich. Pomimo tego,
rozprawa stanowi wartosciowe osiggni¢cie badawcze definiujagce kierunki w jakich moga
podaza¢ dalsze prace zespotu, a przedstawiana w recenzji krytyka niektorych aspektow powinna
zosta¢ odczytana jedynie w sposob konstruktywny, a nie dyskredytujacy warto$¢ pracy.

W zwiagzku z powyzszym, stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr. Wiolety Banaszuk
spelnia wszelkie warunki stawiane pracom doktorskim zgodnie z odpowiednimi przepisami
prawa i normami zwyczajowymi. Wedlug mojej oceny wyniki przedstawione w rozprawie
uzasadniaja nadanie kandydatce stopnia naukowego doktora. Dlatego wnosz¢ o
dopuszczenie Pani mgr. Wiolety Banaszuk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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