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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Natalii Sowy-Rogozinskiej
pt.: ,Rola kanaléw blonowych retikulum endoplazmatycznego (ER)
w transporcie rycyny z ER do cytozolu”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Moniki Slominskiej-Wojewo6dzkiej, prof. UG
na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego

Recenzowana rozprawa doktorska dotyczy badan podstawowych majacych na celu ustalenie,
ktory z kanalow blonowych retikulum endoplazmatyznego (ER) bierze udzial w transporcie z ER do
cytozolu rycyny, ktéra jest biatkowa toksyna, mogaca prowadzi¢ do $mierci czlowieka i innych
zwierzgt. Wiadomo, ze rycyna podczas translokacji z ER do cytozolu wykorzystuje maszynerig
procesu degradacji biatek zwigzanego z ER (ERAD), jednakze mechanizm tego procesu nie jest do
konca poznany. Poznanie mechanizmu translokacji tego biatka z ER do cytozolu mogloby pozwolié
na opracowanie skutecznego antidotum na t¢ toksyne lub na wykorzystanie tej toksyny w terapii
przeciwnowotworowej. Dlatego tez badania przeprowadzone przez mgr Natalie Sowe-Rogozifiskg sa
wazne.

Rozprawa doktorska, obejmujaca 173 strony, ma typowy uklad dla tego typu prac. Jest
podzielona na nastepujace rozdzialy: Wstep, Hipoteza badawcza i cele pracy, Materialy, Metody,
Wyniki, Podsumowanie, Dyskusja, oraz Literatura. W pracy znajdujg si¢ ponadto Wykaz skrétéw,
Streszczenia w jezykach polskim oraz angielskim, Spis rysunkéw, Wykaz tabel oraz rozdzial, w
ktorym opisano Dorobek naukowy Doktorantki. W odniesieniu do Wykazu skr6téw nalezy

wspomnie€, ze brakuje w nim wytlumaczenia kilku skrotdéw, ktore pojawily sie w rozprawie, tj. APS,



CM, DEPC, DMSO, EDTA, SDS-PAGE, TAE, TBE oraz TEMED. Z kolei wydaje mi si¢, ze og6lnie
znane skroty, np., ang., n, rys. czy tab., niepotrzebnie zostaly umieszczone w spisie skrétow.

Wstep zostal bardzo dobrze napisany, co powoduje, ze czyta si¢ go ptynnie. Znajduja sie¢ w
nim informacje dotyczace roli retikulum endoplazmatycznego (ER) w rozpoznawaniu Zle
sfaldowanych biatek, ktore miatyby by¢ wydzielone poza komorke. Nastgpnie wythumaczono, na czym
polega proces degradacji biatek zwigzany z ER (ERAD). Idac dalej, opisane zostaty takze budowa oraz
rola w procesie ERAD kanalow btonowych ER, budowanych przez biatka Sec61, biatka Derlin oraz
kompleks HRD1-SELI1L. W tym rozdziale poruszono réwniez kwestie dotyczace dziatania biatkowej
toksyny - rycyny, jej internalizacji przez komorke oraz transportu z ER do cytozolu. Ta cze$é pracy
jest bardzo obszerna, co pozwala na wyczerpujace opisanie ww. kwestii. Na podstawie informacji
zebranych w tym rozdziale wywnioskowano, ze nie wiadomo, jaka jest rola translokonu Sec61 oraz
kanatéw budowanych przez biatka Derlin w transporcie rycyny do cytozolu. Omawiajgc ten rozdziat,
mam tylko kilka posledniejszych prosb do Doktorantki. Czy mogtabym prosi¢ o wytlumaczenie, co
oznacza sformulowanie ,,domena glukozowa” (str. 22)? Czy chodzi tutaj o domene¢ wigzaca glukoze,
wystepujaca w biatkach kalneksynie i kalretikulinie? Czy moglabym prosi¢ o wytlumaczenie roli i
mechanizmu dziatania bialek XTP3B oraz OS9 w rozpoznawaniu glikoprotein kierowanych do
degradacji? O tych biatkach Doktorantka wspomina na stronach 25 i 26. Chcialabym si¢ takze
dowiedzie¢, w jaki sposéb dochodzi do otwarcia kanalu Sec61 (rozdziat 4.5.1). Brakuje takze
wyjasnienia, czym jest motyw SHP na C-koncu biatka Derlin-1 (str. 36). W odniesieniu do tego biatka
nie ma réwniez informacji w legendzie do rys. 6, o jakie konformacje chodzi, gdy Doktorantka pisze
o konformacjach oznaczonych kolorami czerwonym oraz niebieskim. W podrozdziale 4.7.1 mozna
byto poda¢ pomigdzy ktérymi resztami cysteiny tworzony jest mostek disiarczkowy, odpowiadajacy
za polaczenie peptydéw RTA i RTB.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawia Hipoteze¢ badawczg, méwigeg o tym, ze RTA
(podjednostka A) rycyny selektywnie wykorzystuje kanaty blonowe ER podczas retranslokacji z ER
do cytozolu. Nastepnie jasno zostaly okreslone Cele przy$wiecajace omawianej pracy.

W kolejnych dwoch rozdziatach Materialy i Metody zostaly wymienione odczynniki,
plazmidy, esiRNA, sprzety, itd. uzyte podczas realizacji pracy doktorskiej, a takze opisane do$¢
wyczerpujgco protokoly poszczegélnych eksperymentow. Brakuje mi w tej czesci pracy podania
numerow katalogowych zastosowanych materialéow. Dodatkowo pochodzenie rycyny nie zostalo
podane w Materialach, czy rycyna bylta uzyskiwana przez Grupe, w ktérej Doktorantka realizowala
swoja prace doktorska? Niefortunnym zabiegiem bylo wymienienie poszczegdlnych linii
komorkowych / odczynnikéw / roztwordw, itd. w formie podrozdziatow. W czegsci Metody brakuje

opisu izolacji linii komérkowej HDFa, nie znalaztam takze nigdzie charakterystyki tych komorek



(analiza obecnosci specyficznych dla tych komoérek markeréw). Sposob przeprowadzania analizy
densytometrycznej nie zostal opisany w pracy. Brakuje informacji, w jakiej ilosci znajdowat sie kwas
Wersenowy w roztworze zawierajacym trypsyne. Watpie, aby uzyte w pracy plazmidy niosly geny
kodujace np. GFP, sa to zapewne sekwencje kodujace. Czy moglabym prosi¢ o wyjasnienie, czym jest
kontrolne cDNA (str. 52)? Sekwencje esiRNA powinny zosta¢ podane. Czy w procesie jalowienia nie
stosowano podwyzszonej temperatury? Na przyklad na stronie 52 napisano, ze ,podloze bylo
jalowione przez 20 minut przy ci$nieniu 0,7 atmosfery.” Czy te warunki sa wystarczajgce do
sterylizacji plynéw? Czy moglabym prosi¢ o wyjasnienie, dlaczego tyle roznych par starteréw byto
uzywanych w celu detekcji transkryptéw kodujacych badane biatka? Czym roznig si¢ odczynniki
wymienione w podrozdziatach 6.13 od 6.14? Na rys. 13 pokazano analiz¢ produktow PCR, dla ktorych
podane wartosci pz nie odpowiadajg zadnej z par starteréw wymienionych w Materiatach. Nie podano
informacji, w czym rozpuszczono paraformaldehyd, czy byl to PBS? Czy wszystkie typy komorek
byly wysiewane w takich samych ilo$ciach, jak to podano w tabeli 57 SDS-PAGE zapewnia warunki
redukujace, ale wazniejszg cechg tego typu elektroforezy bialkowej jest zapewnienie warunkow
denaturujacych (np., str. 871 88).

W czgéci ,,Wyniki” Autorka rozprawy wlasciwie przedstawia rezultaty swoich badan.
Uzyskane przez Doktorantke wyniki s wartosciowe i przyczyniaja si¢ lepszego zrozumienia, jakie
funkcje pelnig izoformy biatka Sec61a oraz bialka z rodziny Derlin w transporcie podjednostki A
rycyny z retikulum endoplazmatycznego do cytozolu w komorkach Hek293 oraz Vero.
Najciekawszymi wynikami sg dla mnie te dotyczace wplywu izoformy 2 bialka Sec61c na transport
rycyny w malpich komérkach Vero. Innym intrygujacym odkryciem jest ustalenie, ze w przypadku
wyciszenia ekspresji gendw kodujacych obie izoformy biatka Sec61a dochodzi do zwiekszenia ilosci
transkryptow kodujacych z biatka z rodziny Derlin. Mam do Doktorantki kilka pytaf odno$nie
wynikéw, mam tez kilka zastrzezen do tej czesci rozprawy. Czy moglabym prosi¢ o wyjasnienie,
dlaczego postanowiono zbada¢ nastgpujace linie komorkowe: HEK293, Vero, HDFa i HeLa? W
analizach poziomu transkryptéw kodujacych wybrane biatka nie powinny tez zosta¢ uwzglednione
transkrypty bialek Sec61P i y, skoro buduja one translokon Sec61? Zastanawia mnie, dlaczego
uzywano esiEGFP w stezeniu 5 nM jako kontroli, podczas gdy w przypadku esiPOI stosowano
wigksze st¢zenia. Czy esiEGFP nie powinno by¢ podawane w tym samym stezeniu, co esiPOI? Podoba
mi si¢ natomiast podejscie Doktorantki do wyboru genu referencyjnego w analizie gPCR. Niestety
wcigz niedostatecznie przyklada si¢ wage do tego aspektu, a moze to mie¢ istotny wplyw na koficowe
wyniki. Czy moglabym prosi¢ o podanie informacji dla jakich komorek i warunkéw zostata

przeprowadzona ta analiza? W rozdziale 8.1.2.2 brakuje pokazania wydajnosci wyciszenia ekspresji



SEC61A41 i SEC61A42 na poziomie biatka. Ponadto nie jest dla mnie jasnym, co bylo tutaj warunkiem
kontrolnym. Notabene w przypadku pozostatych wynikow z eksperymentéw polegajacych na
wyciszaniu ekspresji SEC6141 SEC61A2 tez brakuje informacji, co byto warunkiem kontrolnym. Czy
nalezy uznaé, ze przy tego typu eksperymentach bylo to 5 nM esiEGFP? W przypadku testu
polegajacego na badaniu transportu RTA z ER do cytozolu nalezalo zbadaé obecno$é jakiego$ markera
cytozolu, aby dowies¢, ze mamy do czynienia rzeczywiscie z cytozolem, beta-aktyna jest praktycznie
w kazdym kompartmencie komérkowym, wigc nie moze byé ona uznana za taki marker. Nalezato
takze przeprowadzi¢ analiz¢ densytometryczng ilosci RTA we frakcji membranowej w badanych
warunkach. Ciekawa jestem, czy badane warunki wplywaja w jakis$ sposéb na ilosé¢ RTA w ER. W
rozdziale 8.1.5 nalezalo zawrze¢ wynik uzyskany metodg Western blotting, pokazujacy, czy dochodzi
do obnizenia ilosci biatka Sec61a2 po traktowaniu komoérek Hek293 esiSec61Al. Generalnie,
uwazam, ze dla obu linii komdrkowych, dla ktérych przeprowadzono gléwne eksperymenty, nalezato
ustali¢, jaki jest poziom biatka Seclo (zakltadam, ze stosowane przeciwciato rozpoznaje obie badane
izoformy) w kazdych badanych warunkach, tj. kontroli, + esiSec61A1, + esiSec61A2 oraz +
(esiSec61A1 + esiSec61A2). To by moze pozwolito na posrednie ustalenie orientacyjnej ilosci kazdej
z ww. izoform w badanych komorkach. Zastanawia mnie takze, dlaczego nie sprawdzono poziomu
bialek Derlin (Western blotting) po traktowaniu komorek esiSec61A1 + esiSec61A2 (rozdziat 8.1.7).
Szkoda, ze w przypadku komorek Vero nie sprawdzono poziomu biatek Derlin w badanych
warunkach.

Ponizej] wymieni¢ mniej istotne uwagi dotyczace czegsci Wyniki. Na wigkszosci zdjeé
mikroskopowych brakuje czytelnej skali, wiem, ze powigkszenie zostalo podane w legendzie, ale skala
powinna byla zosta¢ pokazana. W przypadku rys. 15 i rys. 27 brakuje pokazania nalozenia obrazu
uzyskanego w Swietle przechodzacym z obrazem uzyskanym po detekc;ji fluorescencji. Na rys. 12 nie
podano dla jakiej / jakich probek pokazano przyktadowe wyniki. Zaktadam, ze dla wszystkich probek
uzyskano podobny wynik analizy. Ta sama uwaga tyczy si¢ rys. 21A.

W Dyskusji Autorka rozprawy krytycznie odnosi si¢ do uzyskanych wynikéw i poréwnuje je
z danymi opisanymi w dostepnej literaturze. Ta czg¢$¢ rozprawy jest bardzo dobrze napisana. Dobrze,
ze nie sg tutaj powtarzane opisy wynikéw. Na podstawie lektury tej czgsci rozprawy mozna wysnué
wniosek o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Do tej cze$ci pracy nie mam zastrzezen.

Przechodzac juz do oceny rozprawy pod katem formalno-edytorskim, nalezy zwr6ci¢ uwage
na fakt, ze praca zostala napisana poprawnie pod katem jezykowym i jest bardzo starannie
zredagowana, co zastuguje na pochwale. Pojawilo si¢ w niej niewiele literéwek oraz drobnych bledéw

gramatycznych. Moim zastrzezeniem w tym punkcie jest nagminne niestosowanie przecinka /



przecinkow wyodrebniajacego / wyodrebniajacych czgé¢ zdania z imiestowem przystdéwkowym. W
paru miejscach zauwazylam inne blgdy interpunkcyjne, ale jest ich stosunkowo niewiele. Wydaje mi
si¢ takze, Ze nastepujace zdanie nie jest poprawne, a tego typu sformulowania nagminnie pojawiaty
si¢ w Materiatach. ,,Po zmieszaniu substancji uzupetniono do 5 1 wodg destylowang” — nie wiadomo,
co uzupetniono. Drobniejsze niedociggnigcia (np., skroty myslowe czy kolokwializmy) wymieniam
poza recenzja.

Doktorantka wymienia 198 pozycji w czgsci Literatura. Mniej niz polowa zacytowanych
pozycji (<80) pochodzi z ostatnich 10 lat. Zastanawia mnie, czy powodem tego jest mniejsze
zainteresowanie procesami poruszanymi w ocenianej rozprawie na przestrzeni ostatnich lat. Nie
zmienia to jednak faktu, Zze pozycje literaturowe zostaly prawidlowo dobrane pod kgtem badanej
tematyki, co Swiadczy o wlasciwym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki. Nie rozumiem tylko,
dlaczego w spisie literatury poszczegélne pozycje sg numerowane, skoro lista cytowan zostata
uszeregowana zgodnie z alfabetem, a w tek$cie cytowania s3 wymieniane z zachowaniem nazwisk
pierwszych autoréw. Zrodla internetowe zostaly prawidlowo przywolane. Brakuje odniesienia
literaturowego do danych opublikowanych przez FAOSTAT, a przytoczonych przez Doktorantke na
str. 47. Notabene przypuszczam, ze FAOSTAT jest jakims$ skrotem, ktory nie zostal wyjasniony.

Pomimo wymienionych bledéow oraz uchybien recenzowana praca charakteryzuje sie spora
warto$cig poznawczg. Zatozone cele zostaly zrealizowane. Doktorantka jest raz pierwszym autorem,
a raz wspotautorem dwoch prac przegladowych, ktére sa powigzane z tematem pracy doktorskiej.
Pierwsza publikacja pt.: ,,Toxins utilize the endoplasmic reticulum-associated protein degradation
pathway in their intoxification process” ukazala si¢ w czasopi$mie International Journal of Molecular
Sciences w 2019 r. Natomiast druga praca przegladowa, w ktorej mgr Sowa-Rogozifiska jest
pierwszym autorem, pt.: ,,/ntracellular transport and cytotoxicity of the protein toxin ricin” zostata
opublikowana w czasopi$mie 7oxins rowniez w 2019 r.

Rozprawa doktorska speinia wymogi okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr
65 poz. 595 z pézn. zm.), w zw. z art. 179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace
ustawg — prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669 z pdzn. zm.). Reasumujac,
przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne wniosek o dopuszczenie mgr
Natalii Sowy-Rogozinskiej do dalszych etapéw post¢gpowania o nadanie stopnia doktora w

dziedzinie nauk $cislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologicznych.
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Przykladowe usterki stylistyczne, edytorskie oraz drobniejsze bledy. ktére pojawily sie w pracy:

gdy dana praca jest pisana w jezyku polskim nalezy pisa¢ Western blotting, a nie Western blot;
brakuje skr6tow (w/o i 0/0), opisujacych rodzaj stezenia wyrazonego w %;

tytuly tabel powinny by¢ zakonczone kropka;

str. 6 EGFP to nie jest ,,plazmid niosgcy gen”;

str. 16 ,,[...] przy imporcie z cytozolu do jadra [...]” - powinno by¢ ,,[...] przy imporcie z cytozolu
do jadra komorkowego [...]7; rys. 9, str. 73 — ta sama uwaga;

str. 17 ,,W trakcie syntezy bialek szlaku sekrecji [...]” — skrét myslowy;

str. 23 ,,Retikulum endoplazmatyczne, poza kluczows rolg w procesach zwijania bialek, odpowiada
réwniez za utrzymanie wlasciwej rownowagi migdzy procesami faldowania a degradacji, ktora
pozwala na utrzymanie homeostazy komorkowej i prawidlowe funkcjonowanie komérek [...].” — nie
jest jasne, o jakie fatldowanie i degradacje chodzi;

str. 29 ,,Sec61 [...], ktory catkowicie obejmuje dwuwarstwowa btone lipidowg™ — kolokwializm;
str. 36 ,,[...], tetrameryczny translokon z bramka boczng w bonie ER” — nie jest dla mnie jasnym, o
jaka bramke chodzi w tym punkcie;

str. 37 ..eksonéw” — powinno by¢ egzonow:

str. 41 ,,[...], ktora niesie wysoce konserwatywna mutacje Gly255Arg. Na skutek mutacji biatek z
grupy Vsp [...]” — bialka nie ulegajg mutacjom;

str. 66 ,,hodowano w zsuplementowanej pozywce” — ,,zsuplementowana” to raczej nie jest polskie
stowo;

str. 71 zamiast ,,Detekcja Mycoplasma™ powinno by¢ ,,Detekcja bakterii z rodzaju Mycoplasma™;
str. 121 ,,Kontrolg do$wiadczenia stanowily komérki transfekowane wektorem kontrolnym
(Materiaty 6.11.1).” — w tym rozdziale jest wymienione esiGFP, a nie wektor kontrolny;

rys. 9 ,,przestrzen zewnatrzkomorkowa™ — powinno by¢ pozakomérkowa;

rys. 10 — brakuje informacji i ewentualnie referencji, w jakim programie zostat wykonany ten
rysunek;

rys. 26 — podpisy na osi x sg nieprawidlowe, zamiast np. DERL1 powinno by¢ np. esiSec61A1 +
esiSec61A2.



