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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Wiolety Banaszuk

p-t.: ""Regulacja metabolizmu aminokwasow poprzez
aktywnos¢ aparatu Golgiego"

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Marka Tchorzewskiego

Tematyka rozprawy doktorskiej zwigzana jest z funkcja jaka petni aparat Golgiego w
procesie adaptacji komodrki do warunkéw stresowych, w tym przypadku stresu
hiperosmotycznego. Doktorantka postawita sobie trzy gldwne cele badawcze. Pierwszym z
nich bylo zbadanie jakie znaczenie dla funkcjonowania blonowego transportera
aminokwasowego SNAT2 ma jego N-glikozylacja zachodzaca w aparacie Golgiego. W
zwigzku z tym, iz transporter aminokwasowy SNAT2 peini kluczowa role w adaptacji
komoérek do warunkow stresu hiperosmotycznego, Doktorantka postanowita takze zbadac
mechanizmy adaptacyjne uruchamiane w komorce w odpowiedzi na stres hiperosmotyczny.
Trzecim gléwnym celem badawczym Doktorantki byto zbadanie znaczenia osmoadaptacyjne;
akumulacji aminokwasdéw w regulacji szlaku sygnalowego kinazy ERK1/2, ktéry indukowany
jest w odpowiedzi komorki na stres hiperosmotyczny. Zagadnienie, nad ktorym pracowata
doktorantka, uwazam za niezmiernie wazne, a wyniki przez nig przedstawione za istotne i
prowadzace do poszerzenia naszej wiedzy na temat roli transportera SNAT2 i aparatu
Golgiego w regulowaniu poziomu aminokwaséw w komorce podczas adaptacji komorek do

warunkéw stresu hiperosmotycznego. Jednocze$nie jej badania pokazaty, ze akumulacja



aminokwasow w komorkach w warunkach stresu hiperosmotycznego, nie tylko pozwala na

przywrocenie homeostazy, ale takze stuzy jako modulator aktywnos$ci kinazy ERK1/2.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona do recenzji praca liczy 175 stron, zawiera 68 rycin i 2 tabele. Uktad
recenzowanej przeze mnie rozprawy doktorskiej mgr Wiolety Banaszuk jest typowy.
Rozprawa doktorska skilada si¢ z dwunastu czesdci/rozdziatéw: (I) Informacji
wprowadzajacych zawierajacych informacje o finansowaniu badan, (II) Spisu tresci, (III)
Wykazu stosowanych skrétow, (IV 1 V) streszczen w jezyku polskim i angielskim, (VI)
Wstepu, (VII) Cele i1 zatozenia pracy, (VIII) Czgéci opisujacych materialty i metody
wykorzystane w niniejszej pracy, (IX) Wynikéw badan, (X) Dyskusji, (XI) Podsumowania
oraz (XII) Spisu literatury.

Kazda z trzech czg$ci opisujacych wyniki uzyskane przez Doktorantke zakonczona
jest krotkim podsumowaniem tej cze$ci rozprawy. Do rozprawy doktorskiej zataczono takze

opis najwazniejszych osiagnie¢ Doktorantki.

Badania przeprowadzone przez doktorantke¢ finansowane byly z Grantu pt.: ,,Udziat
kompartmentu trans-Golgi w regulacji aktywno$ci transporteréw aminokwasow’’
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki w formie projektu SONATA-BIS (UMO-
2018/30/E/NZ1/00605), ktorego kierownikiem jest dr Dawid Krokowski.

Ocena poszczegolnych rozdzialow pracy

Wstep zawarty w rozprawie doktorskiej zostal napisany w bardzo interesujacy i
przemyslany sposob. Stanowi doskonate Zrédlo informacji dotyczacych udzialu szlakow
mTORCI1 i kinazy GCN2 w regulacji poziomu aminokwasow w komorkach. Duzo uwagi
Doktorantka poswigcita takze procesowi N-glikozylacji w konteks$cie postranslacyjnej
modyfikacji btonowych transporterow aminokwasoéw. Doktorantka bardzo dobrze opisata
mechanizmy adaptacji komoérek do stresu hiperosmotycznego, oraz rolg jaka moze pehnic
transporter SNAT2 w tym procesie. Dodatkowo, we wstgpie Doktorantka zamiescila
informacje dotyczace regulacji formowania si¢ kondensatow biomolekularnych w warunkach
stresu hiperosmotycznego. We wstepie odnajdziemy szereg klarownych rycin bardzo dobrze
obrazujacych omawiane zagadnienie. Nie pochodza one z dostgpnych prac innych autoréw
(nie sg przekopiowane), ale praktycznie wszystkie sg dzielem wlasnym Doktorantki (na

podstawie literatury), wykonanym z wykorzystaniem programu BioRender.com. Wstep zostat



napisany przez Doktorantk¢ praktycznie bezbtgdnie. Pozwolg sobie tylko na drobne

komentarze:

1y

2)

Na stronie 28. Doktorantka pisze: ,,JJuz w 1995 r. Blommaart [35] donidst, ze
aminokwasy, szczeg6Olnie leucyna i arginina, aktywuja p70S6K (substrat kinazy
mTORC1).” Mam nadziej¢, ze doktorantce chodzito o to, ze Blommaart wykazat. ..

Na stronie 46 Doktorantka pisze: ,,Nadmiar RFT prowadzi do utleniania bialek,
powodujac modyfikacj¢ ich struktury i zaburzenie funkcji. Ponadto, hipertoniczno$é
wywoluje rearanzacje cytoszkieletu, moze prowadzi¢ do uszkodzenia DNA,
zahamowania procesu replikacji, transkrypcji i translacji, depolaryzacji mitochondriow i
zatrzymania cyklu komdrkowego, tym samym czynigc komorki podatnymi na apoptoze”
Do tego fragmentu mam pytanie dotyczace uszkodzen oksydacyjnych lipidow i DNA?

Czy bylo to badane w kontekscie stresu hiperosmotycznego?

Materialy i Metody zostaly opracowane przez Doktorantke bardzo starannie. Podczas lektury

tej czesci pracy nasunely mi si¢ jednak pewne uwagi i komentarze:

1y

2)

3)

4)
)

Doktorantka w swoich badaniach wykorzystywata mi¢dzy innymi komorki HepG2. W
jakiej liczbie na szalke/ptytke byly wysiewane komoérki? Czy hodowla w trakcie indukcji
stresu hiperosmotycznego byta konfluentna czy nie? Pytam o to, bo komorki HepG2 po
osiggnieciu konfluencji tworza sferoidy. Jak byto w przypadku tej hodowli? Czy bylo to
brane pod uwage?

Na stronie 72, pkt. 5. Przygotowanie petnych lizatow komorkowych; Czy aby na pewno
petnych? Czy zastosowany bufor RIPA umozliwia takze ekstrakcje biatek z raft
lipidowych?

Na stronie 72, pkt. 5 Przygotowanie pelnych lizatow komorkowych; Doktorantka pisze:
,Po zakonczonym eksperymencie, z szalek usuni¢to podioze hodowlane.” Do tego
stwierdzenia mam pytanie w kontek$cie komoérek HepG2. Komorki te co prawda sa
adherentne, jednakze w hodowli czg$¢ komoérek HepG2 znajduje si¢ w medium. Procent
komorek odklejonych wzrasta w przypadku warunkow stresowych. Jak bylo w tym
przypadku? Czy uwzgledniano komorki znajdujace si¢ w medium? Dodam, Ze nie sg to
komorki martwe.

Strona 74. pkt. 7. Co Doktorantka rozumie przez okreslenie ,.klarowany supernatant”?
Strona 76. pkt. 10. Barwienie immunofluorescencyjne; Doktorantka pisze: ,,Komorki
permabilizowano w 0,05 % saponinie w PBS przez 20 min w temperaturze pokojowe;j.”

Bardziej trafne byto by sformulowanie ,,uprzepuszczalniano”.



W czesci Wyniki mgr Wioleta Banaszuk w sposob bardzo profesjonalny przedstawita

wyniki swoich badan co wskazuje na jej dojrzato$¢ naukowg. Zastosowane podejscie

eksperymentalne zastuguje na wyroznienie. Na podstawie tej czesci pracy nie mam

watpliwosci, ze cele pracy przedstawione przez Doktorantke zostaty w petni osiagnigte.

Do tej cz¢$ci pracy mam kilka komentarzy:

1y

2)

3)

4)

)

Strona 81. Doktorantka pisze: ,,Obecno$¢ cytoplazmatycznego biatka a-tubuliny w WCL
i brak we frakcji PM, $wiadczy o poprawno$ci przeprowadzenia procedury izolacji.
Poziom biatka odniesiono do poziomu ATP1Al (ang.: ATPase Na+/K+ transporting
subunit alpha I) jako bialka referencyjnego bton komodrkowych.”. Zastanawiajacy jest
kompletny brak sygnatu dla tubuliny we frakcji blony plazmatycznej. Tubulina
generalnie jest w niewielkim stopniu zasocjowana z btong plazmatycznag [J. Wolff,
Plasma membrane tubulin, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes,
Volume 1788, Issue 7, 2009, Pages 1415-1433]. Co mogto wplynaé na taki obraz?
Chcialbym pozna¢ opinie Doktorantki w tej kwestii.

Strona 83. Doktorantka pisze: ,,Nalezy podkresli¢, ze jedynie tagodny (500 mOsm), ale
nie wysoki (600, 700 mOsm), stres hiperosmotyczny prowadzi do wzrostu poziomu
biatkka SNAT2 w komoérkach MEF WT.” Czy modglbym pozna¢ opini¢ Doktorantki,
dlaczego tak si¢ dzieje?

Strona 83. Doktorantka pisze: ,,Wynik ten jest zgodny z wcze$niejszymi doniesieniami,
wskazujacymi, ze osmolarno$¢ zewnatrzkomorkowa powyzej 560 mOsm uniemozliwia
adaptacj¢, poprzez calkowita blokade syntezy biatek [163, 180]”. Czy moge prosi¢ o
wyjasnienie czy to stwierdzenie jest poprawne, takze dla komoérek rdzenia nerki gdzie
osmotycznos¢ waha si¢ pomigdzy 800 a 1200 mosm/L?

Strona 85. Doktorantka pisze: ,,Co wigcej, pomimo wysokiego stezenia
zewnatrzkomoérkowego Gly w podtozu suplementowanym NEAA, wzrost poziomu tego
aminokwasu byl porownywalny do tego w podstawowym podtozu hodowlanym”. Czy
mozna mowi¢ o tym ze stezenie 0,5mM Gly jest wysokie w poréwnaniu ze st¢zeniem 0,4
mM tego aminokwasu w medium nie suplementowanym NEAA?

Strona 85. Doktorantka pisze: ,,Co istotne, w podtozu suplementowanym NEAA po 6 h
stresu odnotowano az 5-krotny wzrost st¢zenia Gln, w poréwnaniu do 1,2-krotnego w
podtozu DMEM (Ryc. 26). Przypuszcza sig, ze tak gwattowny wzrost Gln w podtozu z
dodatkiem NEAA moze wynika¢ z aminacji Glu (Ryc. 27), reakcji prowadzacej do
powstania GIn.” Ten opis troch¢ wprowadza w blad. Wyniki na rycinach pokazuja



6)

7)

8)

9)

10)

wewnatrzkomorkowe stgzenia aminokwaséw, natomiast z opisu mozna wnioskowac, ze
Doktorantka mowi o stezeniu aminokwaséw w pozywce hodowlane;.

Strona 91. Rycina 40, Czy warianty z inhibitorem SNAT2 i inhibitorem LATI1 takze
dotycza stresu hiperosmotycznego?

Strona 95. Doktorantka pisze: ,,Niemniej jednak, po 6 h synteza biatek w komorkach
MEF WT (Ryc. 35 A) oraz MEF S51A (Ryc. 35 B) powroécita do poziomu wyj$ciowego,
a w komorkach HepG2 WT (Ryc. 42 A) osiagnela okoto 50 % poziomu

2

podstawowego...” Czy moge pozna¢ opini¢ Doktorantki jaki moze by¢ tego
mechanizm/przyczyna ze w komorkach HepG2 synteza bialek nie powrécita do
pierwotnego poziomu?

Komentarz ogdlny — bylo by bardzo pomocne jakby Doktorantka np. na Rycinie 38
zaznaczyta gwiazdkami potozenie omawianych bialek na Zelu, tak jak to zrobila na
Rycinie 36 (po lewej stronie).

Strona 112. Doktorantka pisze: ,,Wykonane analizy wskazaly, Ze zaburzenie sieci
mikrotubul wywiera negatywny wpltyw na struktur¢ aparatu Golgiego, co w
konsekwencji moze prowadzi¢ do zaburzen czynnosciowych tego organellum
komoérkowego”. Mam pytanie czy przypadkiem zaburzenie sieci mikrotubul nie bedzie
mialo negatywnego wptywu nie tylko na aparat Golgiego, ale takze inne oraganella i
funkcjonowanie calej komorki?

Strona 134. Wnioski. Doktorantka pisze: ,,W warunkach adaptacyjnych aktywacja kinazy
ERK1/2 ma charakter przejSciowy. Przekroczenie progu osmoadaptacyjnego (560
mOsm), powoduje trwata aktywacje kinazy ERK1/2.” Czy to stwierdzenie dotyczy

wszystkich komorek takze w rdzeniu nerki?

Dyskusja napisana jest z duzg znajomoscig przedmiotu. Czytelnik zapoznaje si¢ z

przemyslang analizg uzyskanych wynikéw i osiagnig¢ wynikajacych z przeprowadzonych

przez Doktorantk¢ badan. Doktorantka w bardzo elegancki sposob konfrontuje uzyskane

przez nig wyniki z dostgpng literaturg w tej tematyce. Do tej czgsci mam tylko jedno pytanie.

Doktorantka w podsumowaniu przedstawita model metaboliczny opisujacy funkcje¢ aparatu

Golgiego w procesie adaptacji komoérki do warunkow stresu hiperosmotycznego. Czy

doktorantka ma jakie$ przypuszczenia jak to wyglada w przypadku stresu hipoosmotycznego?

Albo jak wyglada powrdt z warunkéw hiperosmotycznych do izotonicznych? Czy sa jakie$

dane na ten temat?



Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z zaprezentowanymi wynikami badan oraz dyskusjg w
pelni zgadzam si¢ z wnioskami przedstawionymi przez Doktorantk¢ w podsumowaniu jej

rozprawy doktorskie;j.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska rozprawa doktorska
jest napisana bardzo dobrze i przedstawia nowe odkrycia badawcze. Przedstawione przeze mnie
komentarze oraz uwagi dotyczace rozprawy mgr Wiolety Banaszuk w wigkszos$ci maja
charakter drugorzgdny i w zadnym stopniu nie obnizaja warto$§ci merytorycznej
przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej. Uwazam, ze wnioski wyciagnigte z
przeprowadzonych badan zostaly przez Autork¢ wlasciwie uzasadnione. Chcialbym
dodatkowo podkresli¢, ze Doktorantka jest wspotautorem publikacji w renomowanym
czasopismie Cell Reports o tematyce zwigzanej z jej pracag badawcza. Wyniki otrzymane
przez Doktorantke i przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej nie zostaly jeszcze
opublikowane, jednakze jestem przekonany, iz beda one podstawa bardzo dobrej pracy w
czasopiS§mie naukowym o miedzynarodowym zasiegu. Dlatego tez, stwierdzam, ze
przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Wiolety Banaszuk spelnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1668) i wnosze¢ do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie pani mgr Wiolety
Banaszuk do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Dodatkowo, biorac pod uwage
warto$¢ naukowa wynikdéw, zwracam si¢ wnioskiem do Rady Naukowej Instytutu Nauk

Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o wyr6znienie rozprawy

L

Mariusz R. Wigckowski

doktorskiej mgr Wiolety Banaszuk.



