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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii Sowy-Rogozinskiej zatytulowanej:
»Rola kanaléw blonowych retikulum endoplazmatycznego (ER) w transporcie rycyny
z ER do cytozolu”

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Sowy-Rogozinskiej zatytutowana ,,Rola kanatow
btonowych retikulum endoplazmatycznego (ER) w transporcie rycyny z ER do cytozolu” wykonana
zostata na wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, w Katedrze Biologii i Genetyki Medycznej,
pod opieka Pani dr hab. Moniki Stominskiej-Wojewddzkiej, profesora tej uczelni. Oceniana praca
ta wpisuje si¢ w zakres prowadzonych przez Panig Promotor badan dotyczacych roli transportu
wewnatrzkomorkowego w regulacji homeostazy biatek i detoksykacji komorek. W swojej
rozprawie doktorskiej Pani mgr Natalia Sowa-Rogozinska probuje odpowiedzie¢ na pytanie, czy
kanalty w Dblonie retikulum endoplazmatycznego, moga by¢ wykorzystywane podczas
retrotranslokacji biatek z retikulum endoplazmatycznego (ER) do cytozolu, przy czym jako uktad
badawczy wykorzystywane sa ludzkie i malpie linie komoérkowe, a mozliwo$¢ transportu
wstecznego testowana jest z wykorzystaniem cytotosycznego efektu rycyny. Dane uzyskane w tych
badaniach oprocz informacji z dziedziny nauk podstawowych dotyczacych budowy kanatow
blonowych, regulacji ich powstawania oraz sposobow selekcji transportowanych czasteczek, moga
pomoc w zrozumieniu mechanizmu toksycznosci $mierciono$nego zwigzku — rycyny.

Rozprawa doktorska pani mgr Natalii Sowy-Rogozinskiej jest obszerna (173 strony),
obejmuje: Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Wstep (33 strony), Hipoteze badawczg |
cele pracy, Materiaty (16 stron), Metody (26 stron), Wyniki (44 strony), Podsumowanie, Dyskusje
(9 stron), Literature (198 pozycji) oraz informacj¢ o dorobku naukowym Doktorantki. Jej dorobek
publikacyjny to cztery publikacje w pismach z listy JCR, z czego dwie z prac to prace przegladowe
zwigzane tematycznie z rozprawg doktorskg (w jednaj z nich Doktorantka jest pierwsza autorka
[Int. J. Mol. Sci. (2019) 20(6):1307.; Toxins (Basel) (2019) 11(6):350.]), kolejne dwie prace sa
pracami badawczymi, nie zwigzanymi jednak z tematyka rozprawy [Int. J. Mol. Sci. (2021)
23(1):117.; Acta Biochim. Pol. (2017) 64(4):699-704.]. Laczny wspotczynnik wptywu tych prac IF
z roku ich powstania to 15,534 (IFs.eni = 16,654). Warty podkreslenia i docenienia jest fakt, ze
prace te cytowane byty iacznie 91 razy, a najwyzszy indeks cytowan ma praca, ktorej pierwsza
autorka jest Pani mgr Natalia Sowa-Rogozinska. Wspotautorstwo w/w prac pozwala stwierdzié, ze
wymogi formalne dotyczace autorstwa opublikowanych prac stawiane Doktorantom zostaty




spetnione. Dla wygody czytelnika przygotowane zostaty roéwniez: wykaz uzywanych w pracy
skrotow oraz spis rysunkow i tabel.

Wstep rozprawy doktorskiej jest dobrze skonstruowany; sukcesywnie wprowadza czytelnika
w tematyke pracy. Rozpoczynajac od ogoélnych informacji na temat transportu
wewnatrzkomérkowego biatek, poprzez rolg retikulum endoplazmatycznego (ER) w transporcie,
sktadaniu, kontroli jakosci 1 degradacji biatek, Doktorantka przechodzi do szczegdétowych opisow
tych aspektow przedstawianych procesow, z ktorymi bezposrednio zwigzane Sg prowadzone przez
nig badania. Dowiadujemy si¢ zatem wigcej o transporcie biatek poprzez btone ER, ze szczegdlnym
uwzglednieniem transportu wstecznego do cytozolu; o znanych sposobach regulacji transportu
biatek do i z ER; o zaangazowanych w te procesy biatkach (m.in. biatka z rodziny Derlin czy
zaangazowane w transport roznych substratow ligazy ubikwityny E3); o budowie kanatow
blonowych w ER, z uwzglednieniem kompleksu Sec61; a wreszcie o substratach ERAD, w tym
egzogennych, takich jak rycyna. Wstep jest generalnie dobrze napisany i $wiadczy o dobrej
znajomosci literatury przedmiotu przez Doktorantke. Opatrzony zostat rowniez licznymi starannymi
ilustracjami. Nawiasem mowigc, ilustracje i schematy sa mocna strong tej dysertacji.

Lektura Wstepu inspiruje do poproszenia o szersze omowienie/przedyskutowanie kilku
watkoéw poruszonych w tym rozdziale rozprawy doktorskie;j:

e We Wstepie omawiane byly m.in. teorie zwigzane z mechanizmem dziatania kanalu Sec61
podczas transportu biatek pomigdzy ER a cytozolem. Prosze o szersze omowienie roli tego
kanatu w transporcie biatek do i z ER. Jakie argumenty/dowody przemawiajq za tym, Ze
kompleks Sec61 bierze udzial w retrotranslokacji, z ER do cytozolu, biafek przeznaczonych do
degradacji?

e Omawiajac biatko Derlin-1, Doktorantka pisze, ze: ,Dearlin-1 jest zwigzany m.in. z
mechanizmami kontroli jako$ci biatek, apoptoza wywolang stresem ER oraz regulacja
ubikwitynacji substratow systemu ERAD.” Prosze o przedstawienie mozliwego wyjasnienia,
Jjakie sq powigzania miedzy wymienionymi procesami.

e Poniewaz w tekscie doszto do pomylek, m.in. w zapisie nazw mutantéw drozdzowych, prosze o
podanie zasad nomenklatury genow, mutacji i biatek przyjetych przez srodowisko naukowe dla
drozdzy i czlowieka.

Rozdzialy Materiaty oraz Metody zostaly przygotowane niezwykle skrupulatnie i starannie.
Przejrzy$cie i detalicznie przedstawiono zastosowang w pracy bogatag metodyke. Bardziej
skomplikowane metody opatrzono kolorowymi schematami. Sposob opisania metod w ocenianej
rozprawy doktorskiej umozliwia samodzielne odtworzenie doswiadczen nawet osobie z matym
doswiadczeniem laboratoryjnym.

W rozdziale Wyniki Doktorantka przedstawita rezultaty przeprowadzonych przez siebie badan,
ktore doprowadzity do nastepujacych wnioskow:

1) W komorkach ludzkich linii HEK293, HelLa i HDFa oraz matpich linii Vero wystepuja dwie
izoformy biatka Sec61a kodowane odpowiednio przez geny SEC61AL1 i SEC61A2, przy czym
w komorkach ludzkich dominuje mMRNA genu SEC61A1, podczas gdy w komdrkach matpich



dominuje mMRNA genu SEC61A2. Poziomy biatek poszczegdlnych izoform Sec61a korelujg z
poziomami transkryptow.

2) Wyciszenie ekspresji genéow SEC61A1 i SEC61A2 nie wplywa znaczaco na zywotnos$c
komoérek zadnej z analizowanych linii komoérkowych, jednak odmiennie wpltywa na
retrotranslokacje RTA z ER do cytozolu; w komdrkach ludzkich linit HEK293 nie wptywa na
transport RTA, w komorkach matpich linii Vero obniza retrotranslokacje RTA z ER do
cytozolu.

3) W komorkach ludzkich linii HEK293, wyciszenie ekspresji genu SEC61A1 skutkuje spadkiem
poziomu MRNA SEC61A2 oraz wzrostem ekspresji genow kodujgcych biatka z rodziny Derlin
(Derlin1-3).

4) Nadprodukcja Derlin-3, ale nie nadprodukcja Derlin-1 czy Derlin-2, prowadzi do obnizenia
liczby czasteczek RTA uwalnianych z ER do cytozolu w komorkach ludzkich linii HEK293.

Nalezy podkresli¢, ze Pani mgr Natalia Sowa-Rogozinska przeprowadzita w swojej pracy
bardzo doktadng krytyczng analiz¢ przydatnos$ci metod stosowanych podczas wykonywania badan,
z zaznaczeniem wszelkich stabych punktow aplikowanej metodologii. Z tekstu rozprawy wynika,
ze eksperymenty przeprowadzane byly w sposob swiadomy i przems$lany. Do§wiadczenia zostaly
zaprojektowane z wykorzystaniem odpowiednio dobranej metodyki, w sposob statystycznie
poprawny, z liczba niezaleznych powtérzen biologicznych pozwalajagcych na uzyskanie
wiarygodnych wynikow.

Ponizej Kilka uwag i pytan dotyczacych tej czesci rozprawy:
e Rys. 18 jest praktycznie nieczytelny.
e Rys. 19 — podpis osi Y brzmi: ,,Wzgledny poziom zywotnosci (% kontroli)”. Powinno by¢ raczej

,Przezywalno$¢ komorek wzgledem kontroli (%)” albo ,,Wzgledna przezywalnos¢ komorek
(%)”. Podobng uwage mozna zastosowac do Rys. 20, 21, 34 i 35.

e Rys. 24 — Biledne podpisy 0Si. Powinno by¢: 0§ Y: Wzgledny poziom mRNA SEC61A2;
0$ X: esiEGFP i esiSec61A1

e Rys. 26 - Bledne podpisy osi.
A)Powinno by¢: o$ Y: Wzgledny poziom mRNA DERL1; o$§ X: eSiEGFP i esiSec61Al +
esiSec61A2

B) Powinno by¢: o§ Y: Wzgledny poziom mRNA DERL2; 0§ X: esiEGFP i esiSec61Al +
esiSec61A2

C) Powinno by¢: 0§ Y: Wzgledny poziom mRNA DERL3; o$ X: esiEGFP i esiSec61Al +
esiSec61A2

e Rys. 34 — Na rysunku podpis - Vero, w podpisie - HEK293. Ktorej z linii komorkowych dotyczy
ten wynik?

e Doktorantka wykazatla, ze wyciszenie genow kodujacych izoformy biatka Sec61a nie wptywa na
transport rycyny z ER do cytozolu, cho¢ powoduje wzrost ekspresji genéw kodujgcych biatka z
rodziny Derlin. Skgd zatem przekonanie o potrzebie przeprowadzenia eksperymentu z



nadprodukcjg biatek z rodziny Derlin? Jakie inne przestanki przemawialy za tym by
przetestowac wplyw nadekspresji genow Kodujgcych biatka z rodziny Derlin na transport RTA z
ER do cytozolu?

o Skqd zdaniem Doktorantki biorg si¢ roznice w Zywotnosci analizowanych komaorek, widoczne w
testach wykorzystujqcych inne sposoby pomiaru przezywalnosci, np. barwienie blgkitem trypanu,
testy MTT czy z wykorzystaniem analizatora komoérek Muse (patrz Rys. 34 versus 35, albo Rys.
19, 201 21)?

e Na wielu rysunkach obrazujgcych wyniki analizy biatek metoda western blot widoczne sg albo
bardzo stabe albo wysycone sygnaty (np., Rys. 23 A, B, Rys. 25 A, B, Rys. 36 B). Czy analiza
densytometryczna takich blotow moze dac¢ wiarygodne rezultaty? Jak Doktorantka ttumaczy fakt,
Ze na niektorych z blotow sygnatly kalretikuliny dajq pojedyncze prqzki, a na innych podwdjne
(np., Rys. 36 B vs Rys. 37 B)?

e Jakie ograniczenia niesie ze sobg metoda okreslania wydajnosci transfekcji przy uZyciu
kotransfekcji wektorem niosqcym gen kodujqcy biatko zielonej fluorescencji?

W Dyskusji Pani mgr Natalia Sowa-Rogozinska komentuje uzyskane wyniki na tle literatury
przedmiotu, wykazujac, ze porusza si¢ w tej dziedzinie dosy¢ swobodnie. Raz jeszcze dyskutuje
blaski i cienie zastosowanych w pracy metod 1 okres$la stopien zaufania do uzyskanych dzigki nim
rezultatow. Doktorantka ktadzie nacisk na planowanie i prowadzenie badan, w sposéb, ktory
umozliwitby uniknaé artefaktow, pozwolit na odrdéznienie skutkéw ubocznych zastosowanej
metody od rzeczywistych rezultatow eksperymentu. Jest to wyraz dojrzato$ci naukowe;.

O wysokim poziomie przygotowania Pani mgr Natalii Sowy-Rogozinskiej do pracy
badawczej $wiadczy detalicznos¢ przedstawionych procedur eksperymentalnych, uzyskane wyniki i
sposob krytycznego komentowania uzyskanych danych. Na szczegdlng uwage zastuguje bogactwo,
zastosowanych w pracy i optymalizowanych na jej potrzeby, metod eksperymentalnych. Swobodny
sposob przedstawiania zagadnien zwigzanych z tematyka badawcza oraz sposob prowadzenia
dyskusji otrzymanych wynikow potwierdza wysoki poziom pracy naukowej Doktorantki, a takze
Swiadczy o wysokiej jakosci srodowiska naukowego w ktorym ten doktorat byl tworzony. Na
korzy$¢ Doktorantki przemawia rowniez jej aktywne uczestnictwo w realizowanych na uczelni
projektach badawczych NCN i POIR, jak rowniez kierowanie wlasnymi projektami finansowanymi
w ramach Konkursu Projektéw Badawczych Milodych Naukowcoéw na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego. Ponadto, Doktorantka aktywnie przedstawiala wyniki swoich badan
podczas siedmiu konferencji naukowych, krajowych i miedzynarodowych.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Natalii Sowy-Rogozinskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Doktorantka
opanowata wiele technik laboratoryjnych, wykazata zdolnos¢ do krytycznego osadu otrzymanych
przez siebie wynikOw oraz umiejgtno$¢ stawiania nowych pytan, jest przygotowana do
preparowania tekstow naukowych (rozprawa doktorska, wnioski grantowe, publikacje naukowe).
Przejawia zatem umiejetnosci i zdolnosci predysponujace ja do samodzielnego prowadzenia badan
naukowych. Doktorantka wykazuje roéwniez wiedz¢ ogdélng w dziedzinie nauk Scistych 1
przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne. Jest réwniez wspotautorka kilku publikacji
naukowych. Tym samym, zostaty spelnione wszelkie wymagania stawiane Kandydatom i zawarte



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. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.), w zw. z art. 179.
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z pdzn. zm.). Dlatego zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Natalii Sowy-Rogozinskiej do
dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne.

Z powazaniem,

Adrianna Skoneczna







Aneks do recenzji pracy doktorskiej Pani mgr Natalii Sowy-Rogozinskiej, zatytulowanej
»Rola kanaléw blonowych retikulum endoplazmatycznego (ER) w transporcie rycyny z ER
do cytozolu”

Uwagi redakcyjne dotyczace przedstawionej do oceny pracy:

1) W rozprawie doktorskiej Doktorantka zbyt czg¢sto uzywa okreslenia ,,ilo$¢”, w kontekstach, w
ktorych powinna go unikaé, np., piszac 0 poziomie biatek, zmianach w ekspresji genow,
spadku/wzroscie liczby transkryptow danego genu, liczbie przezywajacych komorek, liczbie
transportowanych czasteczek RTA, etc. Poniewaz przedstawiane dane Doktorantka uzyskata na
podstawie pomiarow, bledem jest uzywanie stowa ,,ilo$¢”, okreslenia odnoszacego si¢ do
zjawisk niepoliczalnych, w podanych kontekstach (,,ilos¢ biatka”, ,,ilos¢ transkryptu”, ,,ilo$¢
czasteczek RTA”, itp.).

2) Nalezatoby zamiast okreslen ,,u komorek™ czy ,,u Escherichia coli”, stosowa¢ odpowiednio ,,w
komorkach” czy ,,w komorkach Escherichia coli”.

3) Mowimy o sekwencjach ,.konserwowanych” ewolucyjnie, a nie ,,konserwatywnych”.

4) W teksécie dysertacji stosowany jest wielokrotnie skrot myslowy bedacy niestety biedem
merytorycznym. Doktorantka stosuje okreslenie ,transkrypt izoformy biatka” zamiast ,,
transkrypt genu kodujacego izoforme biatka” lub ,,mRNA genu kodujacego izoforme biatka™.

5) Doktorantka pisze, ze wigzanie kompleksu Cdc48 z ubikwitynowanymi substratami utatwia ich
pbézniejsza ekstrakcje z blony. Powinno tu by¢ raczej uzyte okreslenie ,,uwolnienie” z btony, a
nie ,,ekstrakcja”. Termin ,,ekstrakcja” uzywany jest w kontekscie doswiadczen in vitro.

6) Doktorantka pisze, ze ,Derlin-2 oddziatuje z Derlin-1, VIMP, OS9, Ubc6e czy EDEMLI.
Charakter tych oddziatywan wskazuje na rolg Derlin-2 w procesie ERAD.” Jaki mianowicie jest
,charakter” tych oddzialywan, Ze na to wskazuje?

7) Niekiedy Doktorantka zastosowata niefortunny dobor stow lub skroty myslowe, wiodace
czytelnika na manowce, np.:

- ,,nadprodukcja dominujacych negatywnych mutantow Derlin-1 oraz Derlin-2 w komorkach
HeLa nie wplywa na transport rycyny do cytozolu”,

- ,,mysz z nokautem”,

- ,,PDI, ktora katalizuje proces rozfaldowywania”,

- ,,aktywnosc¢ siRNA wyciszajacych ekspresje genéw izoform 1 i 2 biatka Sec61a”,

- ,,Badania na drozdzach dowiodly, ze mutacja Sec61A wptywa na zahamowanie degradacji”

8) Str. 105: Doktorantka pisze: ,,komorki <..> wykazywaly przezywalno$¢ na poziomie 94% w
poréwnaniu do komoérek z prawidlowym poziomem ekspresji genéw kodujacych izoformy
biatka Sec61a.”



Powinno byé: .natywnym poziomem ekspresji” lub ,poziomem ekspresji genow
obserwowanych w komoérkach kontrolnych™.

9) Str. 107: Doktorantka pisze: ,,wykazywaly 70% zywotnos§¢ w stosunku do komérek z endogenng
iloscig biatka™
Powinno byé: ,wykazywaty spadek zywotnosci o 30% w stosunku do komoérek z natywnym
poziomem biatka”

10) Str. 112: Doktorantka pisze: .,dochodzi do ok. 60-procentowego obnizenia ilodci
trans tu genu”
Powinno byé: ,,dochodzi do obnizenia o ok. 60% poziomu mRNA genu™

11) Brak jednolitego nazewnictwa tych samych czasteczek w obrebie dysertacji. Przyktadem
moze tu byé nazewnictwo esiRNA. Autorka uzywa wymiennie form esiSec61Al i esiAl, jak
réwniez esiSec61A2 i esiA2.
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