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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Macieja Studziana pod tytutem
"Specyficznos¢ substratowa, aktywnos¢ i lokalizacja subkomérkowa ludzkiego
biatka opornosci wielolekowej ABCG2"” zrealizowanej w Katedrze Biologii
Nowotworéw i Epigenetyki Uniwersytetu Lédzkiego
pod kierunkiem Promotora dr. hab. tukasza Putaskiego, prof. UL

Juz ponad trzydziesci lat temu biatka z rodziny ABC zostaty zidentyfikowane jako
odpowiedzialne za zjawisko opornosci wielolekowej (ang. multi-drug resistance, MDR),
ktére znacznie utrudnia skuteczng chemioterapie nowotworéw. Na przestrzeni badarn
zidentyfikowano kilkadziesigt biatek ABC, ktore pogrupowano w siedem podrodzin na
podstawie réznic w ich strukturze molekularnej. Generalnie, sa to biatka btonowe, ktérych
aktywnos¢ w wiekszosci przypadkéw polega na aktywnym transporcie substancji, a tym
samym na wspomaganiu i modulowaniu metabolizmu komdérkowego. Wystepuja one w
btonach komérkowych i wewnatrzkomérkowych wszystkich istot zywych. W tym
kontekscie zjawisko odpornosci wielolekowej w oczywisty sposéb nie moze by¢ traktowane
jako czynnik ewolucyjny, ktory doprowadzit do tak duzej dywersyfikacji tej rodziny biatek.
Jednym z reprezentantéw wspomnianej rodziny transporteréw u czlowieka jest ABCG2,
ktérego aktywnos¢ istotnie ma znaczenie w farmakokinetyce lekéw oraz w
oddziatywaniach pomiedzy czasteczkami lekéw i substancji odzywczych w kontekécie
tkanek barierowych. Jest on jednym z trzech transporteréw, dla ktérych postulowany jest
udziat w zjawisku opornosci wielolekowej nowotwordw, gdyz nadekspresja ABCG2 w
komoérkach zmienionych moze odpowiada¢ za =zniesienie ich wrazliwoéci na
chemioterapeutyki, a w konsekwencji za brak skutecznosci leczenia. Z drugiej strony,
pomimo wieloletnich intensywnych badan nadal wiele waznych substratéw dla tego biatka
pozostaje niezidentyfikowanych, a sformutowanie regut pozwalajacych przewidywaé
potencjalne oddziatywania zwigzkéw drobnoczasteczkowych z ABCG2 nie jest na razie
mozliwe. Co wigcej, niekompletnos¢ wiedzy nie pozwala na zbudowanie petnego obrazu

regulacji lokalizacji i aktywnosci tego transportera w komérece.
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Potrzeba zmiany tego stanu rzeczy stata sie podstawg przedstawionej do recenzji
dysertacji naukowej. Jej Autor podjat sie nietatwego zadania polegajacego na
systematycznym i ilosciowym badaniu specyficznosci substratowej ABCG2 wobec duzej
grupy zwigzkéw reprezentujacych flawonoidy. Swoja uwage zwrocit on takze na okreslenie
aktywnosci badanego transportera oraz precyzyjne zdefiniowanie procesu oligomeryzacji
i oddziatywan tego biatka z jego substratami. Praca obejmuje takze dazenia do poznania
lokalizacji subkomoérkowej ABCG2 warunkowanej stanem czynnosciowym lub
konformacyjnym biatka. Doktorant trafnie zdiagnozowat, ze konieczne jest tworzenie
nowych narzedzi pozwalajacych na efektywne kumulowanie danych na temat
mechanizméw funkcjonowania transporteréow z rodziny ABC. Takie podejscie niesie ze
sobg obietnice wygenerowania wynikow o duzej wartosci poznawczej, ale takze
aplikacyjnej jesli wezmie sie pod uwage zaréwno potencjal terapeutyczny badanych
zwigzkoéw polifenolowych jak i znaczenie badanego transportera we wspomnianym juz
zjawisku opornosci wielolekowej nowotworéw, W kontekscie istniejacych danych
literaturowych Doktorant bardzo trafnie sformutowat zalozenia i cele pracy, co w
potaczeniu z sumiennoscia i przenikliwoscig naukowg pozwolito mu uzyskac interesujace i
wartosciowe wyniki, ktore znaczgco przyczyniaja sie do uzyskania pelnego obrazu

wspomnianych procesow biologicznych na poziomie molekularnym.

Doktorant przedstawit meritum swojego projektu naukowego w postaci bardzo
obszernego opracowania o klasycznym uktadzie rozprawy doktorskiej. Niemniej, godnym
zaznaczenia jest fakt, iz znaczna cze$¢ przedstawionej w nim wynikéw zostata juz
opublikowana na tamach miedzynarodowych czasopism naukowych o wysokim
wspotczynniku oddziatywania (m.in. Studzian, M., Bartosz, G., Pulaski, L. Endocytosis of
ABCG2 drug transporter caused by binding of 5D3 antibody: Trafficking mechanisms and
intracellular fate. Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research, 2015, 1853(8),
pp. 1759-1771; Rozanski, M., Studzian, M., Pulaski, L. Direct measurement of kinetic
parameters of ABCG2-dependent transport of natural flavonoids using a fluorogenic
substrate. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 2019, 371(2), pp.
309-319), a witasnos¢ intelektualng dotyczaca przedstawionej w pracy metodologii
poddano miedzynarodowej ochronie patentowej (Studzian i Putaski, 2018, (European
Union Patent Nr EP3117212B1). Te pozycje literaturowe stanowig jedynie wycinek bardzo
bogatego (jak na ten etap kariery naukowej) dorobku Doktoranta, obejmujacego co
najmniej dwadziescia pie¢ pozycji, wsréd ktorych az w czterech jest on pierwszym

autorem. Donioste znaczenie tego dorobku znajduje swoje odzwierciedlenie w tym, ze
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zostat on juz zauwazony w srodowisku naukowym, o czym swiadczy sumaryczna iloéé¢
cytowan wynoszaca 292 (bez autocytowan, wg bazy Scopus na dzien sporzadzenia

recenzji).

Rozprawa doktorska przygotowana jest w jezyku polskim, a jej treé¢ obejmujaca ponad
200 stron zostata podzielona na szes$¢ gtéwnych rozdziatéw. Catoéé opatrzona jest takze
streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, listq skrétéw, aneksem prezentujacym
podstawowe informacje o oferowanych komercyjnie flawonoidach jak réwniez bibliografig
obejmujacg w sumie az 496 pozycji. Generalnie, catosé jest ulozona w logiczny i
konsekwentny sposéb. Pierwsza z gtéwnych czedci dysertacji stanowi wstep literaturowy
stanowigcy przyktad skrupulatnie i rzeczowo napisanego podsumowania zdeponowanej
dotychczas wiedzy o biatku ABCG2 potrzebnej do zrozumienia wartosci prezentowanych
w dalszych czesciach wynikdéw i umiejscowienia ich w odpowiednim kontekscie. Wtasciwym
posunigciem byto rozdzielenie tego fragmentu na pie¢ podrozdziatéw, w ktérych kolejno
przedstawione sg zagadnienia dotyczace m.in. charakterystyki genu kodujgcego biatko
ABCG2, struktury molekularnej tego transportera, jego ekspresji w komdrkach oraz
specyficznosci substratowej. Warto podkresli¢, ze wstep jest przygotowany w sposdb
atrakcyjny dla czytelnika, a wrazenie takie potegowane jest odpowiednim doborem rycin.
Kilka bardzo drobnych niescistosci w podpisach rycin (np. brak wyjasnienia kodu
kolorystycznego stosowanego na rycinach 6 i 11 czy tez brak podkreslenia, ze projekcje
strukturalne dotycza dimeru ABCG2 na rycinach 6 i 9) badz sformutowan w tekscie (np.
»..stanowig mikroRNA. Miejsca wigzania dla kilku takich czasteczek sq zlokalizowane w
czesci 3-UTR genu.”) nie ma charakteru btedu merytorycznego, a tym samym nie wptywa

znaczaco na bardzo pozytywny odbidr tej czesci pracy.

Kolejnych ponad trzydziesci stron zawiera opis uzytych do realizacji zadan badawczych
materiatdw i metod. Na ogét ta cze$¢ pracy przygotowana jest w sposob klarowny i
logiczny, przy czym uwage zwraca dbato$¢ o zachowanie szczegotowosci niezbednej do
zagwarantowania catkowitej odtwarzalnosci opisywanych eksperymentéw. Podobnie jak
we wstepie bardzo pomocne w tym kontekscie sa starannie przygotowane ryciny. Jedynie
kilka elementow wymagatoby dodatkowych uscisleA. Brakuje danych dotyczacych sprzetu
wykorzystywanego do pomiaru stezenia biatka (r. 3.2.3) i do przeprowadzania reakcji PCR
(r. 3.2.5.2). Czy produkty reakcji PCR byty sprawdzane elektroforetycznie? Czy procedura
Western Blot (r. 3.2.13.2) obejmowata ptukania pomiedzy poszczegdlnymi etapami
inkubacji? Jaki obiektyw byt stosowany w testach HCS (r. 3.2.14.1)? W jakim zakresie
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intensywnosci sygnatu obrazowano czasy zycia fluorescencji? Ilos¢ fotondéw
przypadajgcych na jeden piksel obrazu moze miec kapitalne znaczenie dla prawidtowosci

dalszej analizy danych uzyskanych w trybie TCSPC,

Centralnym punktem rozprawy jest obszerna czes$¢ zatytutowana ,Wyniki”. Badania,
ktére przeprowadzit mgr Maciej Studzian w ramach realizacji projektu doktorskiego nie
tylko zaowocowaty wygenerowaniem danych o duzej wartosci poznawczej, ale sg takze
bardzo dobrym przyktadem wilasciwie ukierunkowanych prac dazacych do rozwoju
metodologii badan. Bardzo interesujaco przedstawia sie pomyst przystosowania metody
derywatyzacji flawonoidow w reakcji z estrem 2-aminoetylowym  kwasu
difenyloborinowego (DPBA) do systemu opartego o hodowle komorek ssaczych in vitro.
Jego realizacja pozwolita na efektywne badanie aktywnosci transportowej biatka ABCG2 i
w konsekwencji na identyfikacje kilkudziesieciu zwigzkéw z grupy flawonoidéw jako
nowych substratow badanego transportera biatkowego, w tym luteoline jako nowo
zidentyfikowany substrat modelowy przydatny w badaniu aktywnosci i inhibicji
transportera. Z kolei technike mikroskopowego obrazowania czasoéw zycia fluorescencji
(FLIM) w potaczeniu z dekonwolucjg czasowo-rozdzielcza Doktorant wykorzystat do
badania pewnych aspektéw aktywnosci biatka ABCG2. Technika ta w powigzaniu z
pomiarami Forsterowskiego rezonansowego transferu energii (FLIM-FRET) pozwolita z
kolei sledzi¢ wzajemne oddziatywania monomeréw ABCG2 oraz okresli¢ powinowactwo
substratéw do biatka transportowego w komérkach zywych. Podczas realizacji projektu
doktorskiego bardzo intensywnie wykorzystywano réznorodne techniki zaawansowanej
mikroskopii fluorescencyjnej i konfokalnej. Owocem tego jest takze odkrycie i
scharakteryzowanie stymulowanej wigzaniem przeciwciata monoklonalnego internalizacji
biatka ABCG2. Doktorant postuluje, ze blokada konformacyjna transportera po zwigzaniu
przeciwciata skutkuje zalezng czesciowo od klatryny i cholesterolu endocytoza powstatego
kompleksu, a jego dalsze losy zwigzane sg czesciowo z recyklingiem, a czesciowo z
degradacjg, lizosomalng. Wszystkie te wnioski sg bardzo dobrze podbudowane
prezentowanymi w pracy wynikami, ktérych jakos¢ oraz sposéb opracowania nie
wzbudzajq wiekszych watpliwosci. Zaproponowane i zrealizowane przez Doktoranta
eksperymenty kontrolne pozwalaja zachowaé ufnos¢ wzgledem obranej kierunkowosci
interpretacji. Niemniej, w kilku przypadkach wcigz istnieje pole do zwiekszenia
przejrzystosci wynikow i dodatkowego wzmocnienia sity ich przekazu. W kilku przypadkach
dla zachowania wiekszej klarownosci ryciny prezentujgce obrazy mikroskopowe mogtyby

uwzgledniaé pojedyncze kanaty fluorescencyjne na poszczegdlnych panelach (np. rycina
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42). Czy z catkowita pewnoscig mozna zatozy¢, ze procedura utrwalania komorek za
pomocq formaldehydu (r. 4.1.7) nie wplywa na zachowanie sie (np. dyfuzje na zewnatrz
komorki) lub fotostabilnos¢ flawonoiddéw i ich pochodnych? Szacowanie poziomu/ilosci
biatka TagGFP2-ABCG2 jedynie na podstawie zdje¢ konfokalnych (np. ryciny 45, 59) moze
byc obarczone duzym btedem, gdyz obrazowaniu nie podlegaja cate komorki, a jedynie te
ich elementy, ktére sg objete warstwg konfokalng. Dlatego tego typu podejsciu powinny
towarzyszy¢ analizy metodg Western Blot (podobnie jak zrealizowano to na rycinie 78). Z
tekstu dysertacji nie do konca jasno wynika, czy we wszystkich eksperymentach FLIM i
FLIM-FRET uwzgledniano sygnat fluorescencyjny tylko z rejonéw btony plazmatycznej czy
z catego przekroju komorki. W ostatnim z wymienionych scenariuszy spora czesc¢ sygnatu
moze pochodzi¢ od biatek potencjalnie niesfaldowanych, zagregowanych badz czesciowo
zdegradowanych. Takie efekty czesto obserwuje sie jako rezultat nadprodukcji w
komérkach biatek zawierajacych w swej strukturze dodatkowe elementy strukturalne jak
metki lub biatka fuzyjne, podobnie jak na rycinie 51A (szczegblnie przy poréwnaniu
lokalizacji TagGFP2-ABCG2 oraz TagRFP-ABCG2).

Zaproponowane przez mgr Macieja Studziana podejscie eksperymentalne oraz
wygenerowany przez niego zestaw danych miat przede wszystkim postuzy¢ do poszerzenia
wiedzy na temat aktywnosci transportera ABCG2 i lokalizacji tego biatka w komérce. W
rozdziale zatytutowanym , Dyskusja” Doktorant skutecznie przekonuje, ze jego cel zostat
osiagniety. Na przestrzeni dwudziestu pieciu stron konsekwentnie udowadnia on, ze
uzyskat znaczacy, jakosciowy postep w stosunku do dotychczas stosowanych podejsc w
tej tematyce. Rzeczywiscie, dotychczas mozna byto odczu¢ niedobor skalowalnych,
wysokoprzepustowych i stosunkowo tatwych w implementacji metod badania aktywnosci
transporterow z rodziny ABC, a osiggniecia opisane w pracy z pewnoscig posiadajg
odpowiedni potencjat by odegra¢ wazng role w dalszej eksploracji tego obszaru
badawczego, co tez zostato zasugerowane przez Autora. Ta czes¢ dysertacji napisana

zostata ciekawie i stanowi mocne podbudowanie catego prezentowanego osiggniecia.

Recenzowana praca doktorska zwienczona jest syntetycznym przedstawieniem
najwazniejszych osiggnie¢ i wnioskow wyptywajacych z uzyskanych wynikéw. Ta czesé
utwierdza w przekonaniu, ze dokonania Doktoranta majq znaczacy wptyw na rozwoj
reprezentowanej dziedziny naukowej i mogq by¢ dobrym wyznacznikiem kierunku
przysztych badan. Podsumowujac trzy ostatnie rozdzialy pracy warto jeszcze raz

podkresli¢, ze ich konstrukcja logiczna jest spojna i pozwala na bardzo dobrg ocene wagi
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poczynionych obserwacji, co w duzym stopniu jest zastuga nie tylko konsekwencji i
rzeczowosci wywodu naukowego, ale takze prawidtowo przygotowanych ilustracji i tabel.
Niemniej, pojawia sig kilka opisanych ponizej kwestii, ktére w opinii recenzenta godne sg
bardziej dogtebnej dyskusiji.

1. Z przedstawionych w pracy obrazow mikroskopowych wynika, ze flawonoidy maja
ograniczong zdolnosc penetracji jadra komorkowego (np. rycina 43). Z kolei w literaturze
nie brakuje doniesien o preferencyjnej akumulacji tych zwigzkéw w jadrach komorek
ssaczych (np. Mukai i wsp. 2009 Cytotechnology DOI: 10.1007/s10616-009-9206-z). Czy
te rozbiezne obserwacje mogg miec zwigzek z wykorzystywana metoda derywatyzacji
flawonoidow?

2. Czy na podstawie prezentowanych w pracy danych mozliwe jest wnioskowanie na
temat stopnia oligomeryzacji transportera ABCG2? Dotychczasowe doniesienia wskazuja,
ze w btonach plazmatycznych dominujaca forma jest ztozona z czterech podjednostek, a
dimer jest obecny jedynie w niewielkiej ilosci (Wong i wsp. 2016 Biochimica et Biophysica
Acta - Molecular Cell Research, DOI: 10.1016/j.bbamcr.2015.10.002). Czy odlegtosci
miedzy zewnetrznymi kraricami domeny NBD w dimerze oraz tetramerze sq takie same?
Kwestia ta moze wptywac na interpretacje wynikéw, ktéra zostata przedstawiona na s.
125137,

3. W odniesieniu do wynikébw wspomnianych w poprzednim punkcie, czy przy
interpretacji danych FLIM-FRET uzyskanych dla ukfadu biatko-biatko (r. 4.2.1.2) bytoby
mozliwe zastosowanie analizy sktadowych krzywej zaniku fluorescencji podobnie jak
zrealizowano to dla uktadu biatko substrat (r. 4.2.2.1)?

4. Na ile prawdopodobne jest, ze fluorescencyjne biatka fuzyjne w strukturach TagGFP2-
ABCG2 oraz TagRFP-ABCG2 wplywaja na procesy oligomeryzacji i agregacji, a takze na
wigzanie substratu i aktywnos¢ transportowq? Na rycinie 51 widoczna jest wieksza
akumulacja wewnatrzkomorkowa TagRFP-ABCG2 w stosunku do TagGFP2-ABCG?2.

W ujeciu formalnym praca wywiera bardzo pozytywne wrazenie zaréwno pod wzgledem
stylu wypowiedzi, poprawnosci gramatycznej i merytorycznej jak i formatowania oraz
edycji tekstu, tabel oraz rycin. Ostatnie z wymienionych elementéw pracy zastugujg na
szczegdlne uznanie ze wzgledu na zachowanie przejrzystosci uktadu i precyzji przekazu
przy duzym fadunku tresciowym. Btedy typograficzne i edytorskie sa stosunkowo
nieliczne. Chociaz niektére z nich nieco utrudniajg odbiér catosci (np. zduplikowana
numeracja rycin na s. 80-81 i 169-170, brak legendy na rycinie 73, uzycie niosacej

znamiona tautologii formuty ,,i/lub”, niedokoriczone zdanie na s. 188), nie ma potrzeby by
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szczegbtowo opisywac je wszystkie w recenzji. Tym samym pragng podkresli¢, ze wszelkie
drobne niedociagniecia nie maja wiekszego wptywu na bardzo pozytywny odbiér pracy,

ktéra z pewnoscia stanowi bardzo dopracowane dzieto naukowe,

W moim przekonaniu przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Macieja
Studziana spetnia wszystkie warunki i wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okredlone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowy
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.).
Rozprawa ta stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz poswiadcza
nabycie przez Doktoranta ogdlnej wiedzy teoretycznej w reprezentowanej dyscyplinie
naukowej oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Biorac pod
uwage mojg jednoznacznie pozytywng oceng wnoszg O dopuszczenie mgr. Macieja
Studziana do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Proponuje takze wyroznienie pracy doktorskiej ze wzgledu na jej ponadprzecigtng
wartos¢ merytoryczng, nowatorstwo zastosowanych metod badawczych oraz walory
poznawcze. Stanowi ona takze swiadectwo cennego wktadu Doktoranta w rozwoj dziedziny
naukowej osiagnietego w kontekscie opublikowania wynikéw w czasopismach z listy JCR

oraz uzyskania miedzynarodowego patentu.

Alelrebor Loogplle

dr hab. Aleksander Czogalla, prof. UWr

Kierownik Zaktadu Cytobiochemii,
tel. +48 71 375 63 56, e-mail: aleksander.czogalla@uwr.edu.pl







