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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Wrobel pt.

. The role of ESCRT-I proteins in the regulation of lysosomal function and lysosome-

related signaling’

wykonanej w Laboratorium Biologii Komérki Miedzynarodowego Instytutu Biologii
Molekularnej i Komoérkowej (MIBMIK) w Warszawie, pod kierunkiem prof. dr hab.
Marty Miagczynskiej (promotor) oraz dr Jarostawa Cendrowskiego (promotor
pomaocniczy).

Zgodnie z Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2022 r., poz. 478, 619, 1630), niniejsza recenzja jest ocena wyboru
przedmiotu badan i celéw pracy, uzytych metod badawczych i podejscia do
rozwigzania postawionego problemu badawczego, a takze wiedzy teoretyczne;
Kandydatki do stopnia naukowego Doktora i Jej umiejetnosci do samodzielnego
przygotowania dzieta naukowego. Dokonatam nadto oceny strony formalnej pracy, t].
struktury, poprawnosci cytowania literatury, przygotowania ilustracji i dokumentaciji
naukowe;j.

Dysertacja zostala przedstawiona w postaci pracy naukowej napisanej w jezyku
angielskim, jest wiec jedna z mozliwych form rozprawy doktorskiej, wymienionych we
wspomnianej powyzej Ustawie. Wyjatek stanowi dwustronicowe Streszczenie w
jezyku polskim, zamieszone zgodnie z wymogiem. Rozprawa doktorska Pani mgr
Wrébel ma uktad przyjety dla opracowan z zakresu nauk biologicznych. Praca
catosciowo zostata rzetelnie przygotowana i stanowi przyjemng dla czytelnika lekture.
Napisana w sposob syntetyczny i rzeczowo na temat, zostala nadto starannie
zilustrowana rycinami (wzdtuz catej pracy) i tabelami (w Materiatach i Metodach).
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Praca posiada strone tytutowa, spis tresci i wyjasnienia skrétéw. Zatozenia i

cele badan sg jasno sprecyzowane i opisane w postaci 7 punktéw. We Wstepie
Doktorantka przedstawia tto podjgtej problematyki rozprawy doktorskiej, co jest w
zasadzie wyczerpujgcym wprowadzeniem do dalszych jej rozdziatéw, a co wigcej
swiadczy réwniez o bardzo dobrym opanowaniu przez Doktorantke wiedzy
teoretycznej z zakresu tematyki pracy. W tym miejscu mam jednak jedng uwage.
Dotyczy ona, poza ogdinikowg jednozdaniowg informacjg na str. 33, braku w
zasadzie opisu w postaci krotkiej charakterystyki jednej z dwdch strategii
terapeutycznych, tj. dot. zahamowania/ztagodzenia nadmiernej aktywnosci
lizosomalnej w leczeniu choréb autoimmunologicznych. Z tego wzgledu, prosze
Doktorantke o odniesienie sig do tego zagadnienia podczas prezentacji swojej
dysertacji doktorskiej. Metodyka pracy jest adekwatna do stawianych problemow.
Sedno rozprawy doktorskiej stanowig szczegdtowo opisane i omoéwione w rozdziale
Wyniki rezultaty prac Pani mgr Wrébel w postaci 7 podrozdziatéw, odnoszgcych sie
odpowiednio do poszczegolnych 7 celéw badan. Wyniki te sg dyskutowane w
koncowej czesci rozprawy. Autorka przedstawita ponadto perspektywy dalszych
badan, podsumowanie w postaci 9 wnioskéw $cistych, wspomaganych ogélnym
stwierdzeniem naukowym, stosowny wykaz literatury, liste publikacji, ktérych jest
wspotautorem oraz materiat uzupetniajgcy. Od strony redakeyjnej praca przedstawia
si¢ bardzo dobrze. Napisana jest jezykiem naukowym. W tym zakresie moja uwaga
odnosi si¢ jedynie do kilku drobnych kwestii: (i) niekompletnej listy skrétéw w sekgji
Abbreviations (by¢ moze lista ta dotyczyta wyjasnienia najistotniejszych skrotéw); (ii)
stosowania przez Doktorantke w tekscie Streszczenia (po polsku) zwrotu ,iflub”, co w
jezyku polskim nie ma logicznego sensu i jest bledem, a jest prawdopodobnie
zaczerpnigte bezposrednio z prostego tlumaczenia z jezyka angielskiego
sformutowania ,and/or” (koniunkcja ,i” oznacza mianowicie spetnienie obu z
podanych w danym zdaniu warunkéw, podczas gdy alternatywa nieroztgczna ,lub” to,
iz moze by¢ spetiony jeden badz oba warunki; w ten sposéb okreslenie ,i/lub” jest
btedne, poniewaz ,i" zawiera sig juz w Jub”); a takze uzycia w tekécie Streszczenia
(po polsku) obu stéw: ,funkcjonowanie” oraz ,funkcja” lizosoméw w kontekscie stricte
ich dziatania badz aktywnosci, co jednak powinno byé¢ okredlane tylko tym
pierwszym, czyli ,funkcjonowanie” (bo ,funkcja” lizosomu jest mu niejako przypisana i
nie ulega zmianie); (i) we Wstepie rozwiniecia skrétu NFAT w liczbie mnogiej
.nuclear factors of activated T-cell”, podczas gdy mowa jest o pojedynczym czynniku
2
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jadrowym, owszem nalezacym do rodziny czynnikdw transkrypcyjnych

zidentyfikowanych w aktywowanych limfocytach T (analogicznie w przypadku
czynnika FOXO); we Wstepie rozwiniecia skrétu ,ELL-associated protein” jako ,RNA
polymerase Il elongation factor ELL (Eleven nineteen Lysine rich Leukemia)”; zapisu
nazw komplekséw ESCRT-0, ESCRT-I, itd. niekiedy z, a czasem bez fgcznika;
uzycia okreslenia ,expected results”, co w nauce winno by¢ stosowane w duzg
ostroznoscig, ze wzgledu na fakt, iz dla wiekszosci badan (poza tymi, ktére sg
absolutnie z zakresu testéw kontrolnych), nawet jesli wydajg sie mie¢ przewidywany

wynik, to jednak majg charakter odkrywczy.

Przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Wrdbel byto wyjasnienie mechanizmu
ESCRT-zaleznego, odpowiadajgcego za przenoszenie i dostarczenie do komorek
ladunku biologicznego, poprzez opisanie udziatu w sygnalizacji endolizosomalnej i
dziataniu lizosomu jednego z czterech typdéw tych endosomalnych kompleksow
sortujgcych, tj. ESCRT-l. W tym miejscu ciekawos¢ budzi fakt podjegcia przez
Doktorantke prac skupionych wokét obiektu badawczego, jakim jest ESCRT-I, stad
bede wdzieczna za uzasadnienie wyboru do badan wtasnie tego kompleksu posréd
pozostatych systemoéow ESCRT.

Problematyka badawcza dotyczaca poznania i zrozumienia mechanizméw
molekularnych lezgcych u podstaw endocytarnej aktywnosci komorki, jej
homeostazy, w tym szczegdlowo réwnowagi lizosomalnej dotyczgcej biosyntezy i
aktywnosci lizosomu, odpowiednio w stanach zdrowia i choroby, nalezy do jednych z
najtrudniejszych zagadnienn biologii molekularnej. Postep metodologiczny odegrat
kluczowg role w wygenerowaniu naszej obecnej wiedzy na temat biologii tego
,wielozadaniowego” organellum. Mimo dostepnosci nowoczesnych metod analizy dla
badan tozsamosci lizosomow, czyli ich morfologii, komérkowego rozmieszczenia,
poruszania sie czy dziatania, wyniki tych prac sg czesto niejednoznaczne, a rezultaty
uzyskiwane w analogicznych eksperymentach naukowych przez roézne grupy
badawcze bywajg znaczaco od siebie odmienne. Nie oznacza to jednak, ze takimi
badaniami nie nalezy sie zajmowaé. Wprost przeciwnie, sg one konieczne, choc
warto w takiej sytuacji zdawaé sobie sprawe z poziomu skomplikowania uktadu
badawczego oraz koniecznosci zachowania ostroznosci w interpretacji wynikow
analiz.
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Odnoszac sig w tym miejscu do rezultatdw przedstawionych w ninigjszej

Uniwersytet
Gdanski

rozprawie doktorskiej, pragne zwrécié uwage na nastepujgce fakty, proszac

jednoczes$nie Doktorantke o ustosunkowanie sie do kwestii:

(i) Przeprowadzone badania dotyczg analiz morfologii struktur lizosomalnych
komoérek pozbawionych kompleksu ESCRT-I (tj. biatek TSG101 i Vps28), poprzez
badania wielkosci LAMP1- oraz LysoTracker (LTR)-struktur pozytywnych, tj. pdznych
endosomow (LE) i lizosoméw (L). W pierwszej kolejnosci chciatabym prosié
Doktorantke o przedstawienie parametrdw morfometrycznych struktur kwasnych w
komoérkach nowotworowych pochodzacych z linii komérkowych raka jelita
grubego RKO w poréwnaniu z komérkami zdrowej tkanki.

W przedstawionych do recenzji badaniach oceniano usredniong lub przecietng
powierzchnig oraz intensywnos¢ sygnatu fluorescencyjnego poszczegéinych LE i L,
podczas gdy interesujgcym wydawaloby sie byé moze - oszacowanie takze
liczby/ilosci tych struktur, dla wnioskowania o wzroscie bgdz spadku liczby/ilogci
powigkszonych LE i L w komdrce nowotworowej po usunigciu ESCRT-I, biorac
jednakze pod wzglad fakt, iz np. LAMP znakujg nie tylko LE i L, ale takze btone
plazmatyczng i LAMP carrier vesicles (szczatkowo tez autolizosomy), dlatego inne
komplementarne metody s zwykle stosowane. W tym miejscu prositabym
Doktorantke o wyjasnienie informaciji: ,In control cells, GFP-MCOLN1 was mainly
observed on LAMP1-positive structures, both LysoTracker-negative (late lysosomes)
or LysoTracker-positive (lysosomes; Fig. 4.8A)" (str. 61), podczas gdy wiadomo, ze
LE (obok L) sg strukturami LTR-pozytywnymi, a nie negatywnymi.

W przypadku wewnatrzkomérkowe] dystrybucji L, ciekawym dla badania
mechanizmow molekularnych byloby ocenienie ich lokalizacji, mozna je bowiem
roznicowaC przestrzennie w oparciu o ich potozenie (charakterystyka
heterogenicznosci réznych populacji L - klastrowanie). Wiadomo, ze L mogg
koncentrowaé sig w regionie przyjadrowym, otaczajgcym centrum organizujgce
mikrotubule (MTOC) Iub lokalizowa¢ sie bardziej obwodowo i blisko btony
plazmatycznej. Lizosomy przyjgdrowe sg bardziej kwasne, nieruchome i podatne na
fuzje z endosomami lub autofagosomami, podczas gdy L obwodowe sg bardziej
ruchliwe i moga ulega¢ egzocytozie, oba typy uczestniczac odpowiednio w
poszczegoinych szlakach komérkowych i sygnalizacji wewnagtrzkomérkowe;j.
Towarzyszace badania analizy komorkowego szlaku endocytarnego mogtyby
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kierunku btony komoérkowe] vs. wsteczny w strone jadra), przemieszczania i
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dotyczy¢ rowniez studiéw ruchliwoséci L, ich kierunku ruchu (postepowy w

predkosci.

Ogélna refleksja - czy wykonanie analiz morfologii struktur lizosomalnych technikami
roznego typu dot. wizualizacji mikroskopii elektronowej czy tez cytometrii

przeptywowej nie wzbogacitoby niniejszych badan?

(ii) Odnoszac sie do fragmentu tresci rozprawy doktorskiej Pani mgr Wrobel: “Various
types of lysosomal dysfunction may also cause lysosomal enlargement, however
accompanied by increased lysosomal pH [304], observed as a lower or a lack of
LysoTracker staining intensity. Stronger LysoTracker staining of cells lacking
ESCRT-l described here (Fig. 4.3-4.4) shows that the pH of lysosomes is not
increased but rather decreased. Moreover, strong LysoTracker staining of enlarged
lysosomes upon ESCRT-I deficiency (Fig. 4.3-4.4) indicates that they preserve their
integrity, as damaged lysosomes would not maintain their acidic pH [49, 198, 199].”
(str. 90), chciatabym prosi¢ Doktorantke o krotkie przedyskutowanie go w swietle
literatury, ktéra mowi o tym, iz sondy LTR wykazuja fluorescencje, ktéra jest w duzej
mierze niezalezna od pH, gromadzgc sie niejako ,na oslep” w kwasnych organellach
wewnagtrzkomérkowych, przez co nie informujg doktadnie o pH. Dlatego sondy LTR
znakujg lizosomy, jak rowniez pdzne endosomy i z tego powodu nie nalezy
wykorzystywaé sygnatu fluorescencyjnego jako miary pH, a co najwyzej z grubsza
kwasowosci struktur. Co wazne, na catkowitg fluorescencje tych kwasotropowych
barwnikéw wptywa wielko$¢, liczba i charakter zawartosci kwasnych organelli (Stagi
M, et al. Lysosome size, motility and stress response regulated by fronto-temporal
dementia modifier TMEM106B. Mol Cell Neurosci. 2014,;61:226-240; DiCiccio JE,
Steinberg BE. Lysosomal pH and analysis of the counter ion pathways that support
acidification. J Gen Physiol. 2011;137:385-390, i in.).

(iii) W badaniach dot. udziatu sygnalizacji zaleznej od wapnia [Ca?'] w aktywagji
czynnikow MiT-TFE w komorkach pozbawionych ESCRT-I, traktowanych chelatorem
wewnatrzkomérkowego [Ca?*] (BAPTA-AM) lub inhibitorem MCOLN1 (ML-S11),
wykazano, iz nie jest to proces zalezny od kalcyneuryny. Wobec tych prac
chciatabym zapytaé Doktorantke o to, w jakich warunkach wzgledem [Ca*']

prowadzono hodowle?
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(iv) Wptyw siRNA na wzrost komoérek (ich przezywalnosé i proliferacje) jest

oczywisty, zatem moje pytanie dotyczy tego, jak prezentujg sie wyniki badania
cytotoksycznego dziatania siRNA wobec zastosowanych linii komérkowych? Nadto,
jaki byt stopier wyciszania ekspresji badanych genéw na poziomie ich transkryptéw
po ekspozycji komérek na poszczegolne siRNA?

(v) Status aktywacji mTORC1 w komérkach pozbawionych kompleksu ESCRT-I i jej
wkiad w aktywacje MIiT-TFE badano analizujgc poziomy ufosforylowania substratéw
tej kinazy biatkowej. Zbadano tez stan aktywacji mTORC1 poprzez analize jego
subkomorkowej lokalizacji, majgc na uwadze fakt, iz aktywacja mTORC1 nastepuje
pod wplywem jego rekrutacji z cytozolu do btony lizosomalnej. Tutaj z kolei
chciatabym prosi¢ Doktorantke o przedstawienie informacji dotyczacych poziomu
ekspresji genéw i biatek endogennych czynnikéw TFEB i TFE3 w komérkach jelita
grubego typu dzikiego, a takze tych uzytych w niniejszej pracy badawczej (ti. RKO i
DLD-1); czy dla tych badar rozwazano/rozwaza sie generowanie linii komdrkowych
nowotworowych trwale wyrazajgcych znakowane wersje TFEB (w tym dla
zapewnienia sobie badan dotyczacych oceny poziomu biatek, réwniez statusu
fosforylacji TFEB, szczegdlnie w testach Western Blot)? Wiadomo bowiem, ze ze
wzgledu na niski poziom ekspresji endogennego TFEB w wigkszosci linii
komdrkowych, zastosowanie przeciwciat zazwyczaj wymaga konstytutywnej ekspresji
egzogennego TFEB.

(vi) Na rycinie 4.23 przedstawiono wyniki badan wplywu aktywacji sygnalizacji
zaleznej od GTPazy Rag na poziom fosforylacji TFEB, bedgcego jednym z
substratbw mTORC1, w komérkach pozbawionych ESCRT-l. Czy robiono
analogiczne badanie dla czynnika TFE3?

(vi) Regulacja biogenezy lizosomu odbywa sie na réznych poziomach,
transkrypcyjnym i translacyjnym. W przypadku tego pierwszego jest ona istotnie
kontrolowana przez czynnik transkrypcyjny TFEB, a doktadnie przez jego aktywacije i
dojadrowg translokacie w komdrce, co z kolei uwarunkowane jest stanem
defosforylacji TFEB. Obecnie wiemy tez o udziale acetylacji TFEB w jego przejsciu z
cytozolu do jgdra i promocji biogenezy lizosomu, jako zjawisk niezaleznych od
defosforylacji TFEB. Czy zatem Doktorantka uwzglednitaby w swoim opisie rozdziatu
6 (fj. Perspektywy dalszych badan) potencjalne badania nad mechanizmem ESCRT-
zaleznym w kontekscie acetylacji TFEB?
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Rozdziat pt. Dyskusja przedstawia szczegotowa interpretacje uzyskanych w
badaniach rezultatow na tle doniesienn bibliograficznych. Lektura tego rozdziatu

utwierdzita mnie w przekonaniu o dojrzatosci naukowej Pani mgr Wrébel i

umiejetnosci prowadzenia przez Nig pracy badawcze;.

Umiejetne zaplanowanie badan i konsekwentne ich zrealizowanie dostarczyto
szeregu oryginalnych wynikéw istotnych pod wzgledem poznawczym oraz
potencjalnie aplikacyjnym. Zdobycie nowej wiedzy w omawianym zakresie staje sig
podstawg do opracowania nowych strategii leczenia, w tym pacjentow
onkologicznych, a w tym cho¢by omijania lekoopornosci nowotworéw. Na podstawie
uzyskanych wynikéow Doktorantka sformutowata wnioski trafnie oceniajgce istote
prowadzonych badan. Z tym wigze sie pytanie, jaki jest status upublicznienia tych
wynikéw na skale miedzynarodowg, w postaci doniesien publikacyjnych, czy
WSzystkie wyniki opublikowano juz, czy w przygotowywaniu sg jeszcze jakies
artykuty? Obecnie Pani mgr Wrdbel jest wspdtautorem dwoéch interesujgcych
artykutébw naukowych, opublikowanych w eLife oraz Life Science Alliance,

odpowiednio 200 i 40 punktowych.

Reasumujgc, pragne podkresli¢, iz zagadnienia bedgce przedmiotem rozprawy leza
w gtéwnym nurcie badan nad komunikacjg miedzy- i wewnatrzkomorkowg w
procesach nowotworzenia. Z tego tez wzgledu uwazam temat rozprawy doktorskiej
za wybrany trafnie, a przedstawione zagadnienia dotyczace zjawiska jako wazne,
aktualne naukowo i bardzo interesujgce. Doktorantka uzyskata bowiem istotne
naukowo wyniki, ktére poszerzajg naszg wiedze o wymaganym udziale kompleksu
ESCRT-l w prawidtowym dostarczaniu substancji odzywczych pochodzgcych z
degradacji lizosomalnej celem ograniczenia aktywacji czynnikow MiT-TFE poprzez
szlak sygnatowy Rag GTPase-mTORC1, a w efekcie dla tagodzenia wzmozonego
dziatania aparatu endolizosomalnego w nowotworach. Oceniana praca spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim, co pozwala stwierdzi¢, iz spetnione
zostaly warunki okre$lone wspomniang uprzednio ustawa, tj. Art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r., poz. 478,
619, 1630). Biorgc powyzsze pod uwage wnosze do Rady Naukowej Instytutu
Biologii Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN o dopuszczenie Pani mgr Marty

Wrdébel do dalszych etapdw postepowania doktorskiego.
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Majgc na wzgledzie bardzo dobre naukowo podejécie Doktorantki do

problemu, znamienitg zdolno$¢ poradzenia sobie z obfitoscig wynikéw i mnogoscig
informacji bedacych pochodng wykonanych badan, momentami trudnymi do
interpretacji, Jej wktad w wiedze stymulujgcg wzrost iloci i jakos$ci badan nad
mechanizmami  molekularnymi  lezgcymi  u  podstaw  dziatania  ukfadu
endolizosomalnego, stosownie do przebiegu standw patologicznych w organizmie,

zgtaszam formalny wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty

Jh( ),OYKQJ en L C?(QPODL, Qirring k/}
C Prof. dr hab. Magdalena Gabig-Cimiriska

Wrobel stosowng nagroda.



UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
W KRAKOWTIE

Krakow, 26 kwietnia 2023

WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYKI I BIOTECHNOLOGII
Zaklad Biochemii Komorki
Dr hab. Aneta Kasza, prof. UJ

Praca doktorska zostala wykonana w Laboratorium Biologii Komorki w
Miegdzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie. Jej
promotorem jest prof. dr hab. Marta Migczynska a promotorem pomochiczym dr

Jaroslaw Cendrowski.

Zespot pani profesor Marty Migczynskiej od wielu lat zajmuje si¢ biatkami, ktore sa
zaangazowane w procesy transdukcji sygnalu wewnatrzkomoérkowego 1 transportu
btonowego. Tej tematyki dotyczy réwniez przedstawiona mi do recenzji praca doktorska
mgr Marty Wrébel zatytulowana ,,The role of ESCRT-I proteins in the regulation of
lysosomal function and lysosome-related signaling”. Celem pracy doktorskiej byto
scharakteryzowanie roli endosomalnego kompleksu sortujacego ESCRT-I (ang.
endosomal sorting complexes required for transport) w utrzymaniu homeostazy
lizosomo6w. Doktorantka badata wptyw ESCRT-I na morfologig¢ i funkcje¢ lizosomow oraz
przekaz sygnatu generowany przez te organelle. Otrzymane wyniki rzucaja nowe §wiatto
na konsekwencje wynikajace z braku ESCRT-I na homeostaze¢ lizosomow. Badania s3
szczegblnie istotne w kontekScie obserwowanego w wielu typach nowotworéw
obnizonego poziomu bialek tworzacych kompleks ESCRT 1 zwigzanego z tym ztego

rokowania dla pacjentow.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa ma uktad typowy dla prac doktorskich. Jest

napisana bardzo dobrze.

We Wstepie Autorka porusza wszystkie zagadnienia istotne dla zrozumienia pracy
doktorskiej a wigc opisuje transport endosomalny, wzbogacajac ten opis dwiema
rycinami; przedstawia bialka istotne w petnieniu przez lizosomy ich funkcji biologicznej;
opisuje rolg lizosoméw w homeostazie cholesterolu; ich istotno$¢ jako rezerwuaru jonow

wapnia; charakteryzuje $ciezki sygnatowe aktywowane przez lizosomy skupiajac si¢

1
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szczegdtowo na szlaku mTORCL1 oraz czynnikach transkrypcyjnych z rodziny MiT-TFE
(wzbogacajac ten opis trzema rycinami); opisuje budowe i funkcje komplekséw ESCRT,
uzupelniajac t¢ charakterystyke rycing. Wstep konczy omowienie stanow patologicznych
wynikajacych z wadliwie funkcjonujacych biatek wchodzacych w sktad ESCRT oraz

strategii terapeutycznych koncentrujacych si¢ na wadliwie funkcjonujacych lizosomach.
Cele pracy sa bardzo klarownie i szczegétlowo omowione.

Stosowane w pracy doktorskiej materialy i metody sg bardzo przejrzysScie opisane. Ta
czes$¢ obfituje w 17 tabeli, ktore bardzo utatwiajg rozeznanie si¢ w stosowanych liniach
komorkowych, szczepach bakteryjnych, odczynnikach i starterach. Metody sa opisane
bardzo starannie, w sposob umozliwiajacy ich powtorzenie przez innych badaczy. Praca

oparta jest przede wszystkim na metodach obrazowania mikroskopowego.

Wyniki stanowig najobszerniejsza cze$¢ pracy. Sa przedstawione w sposob bardzo
klarowny. Doktorantka rozpoczgta swoje badania od analizy wptywu kompleksu ESCRT-
I na morfologi¢ lizosoméw. W tym celu obnizyta w komorkach linii raka jelita grubego
RKO i DLD-1 poziom biatek Tsgl01 i Vps28 stosujac siRNA komplementarne do ich
transkrypow. Rezultaty tych eksperymentéw sugeruja, iz obnizony poziom ESCRT-I
powoduje zwickszenie rozmiardéw struktur, ktorych detekcja przeprowadzana byla za
pomocg przeciwcial rozpoznajacych marker pdznych endosoméw i lizosomow, biatko
LAMP1 (ang. lysosomal associated membrane protein 1). Obserwacja ta zostata
potwierdzona réwniez przez zastosowaniu barwnika fluorescencyjnego LysoTracker,
ktory wybarwia nieuszkodzone lizosomy majgce niskie pH. Struktury uwidocznione za
posrednictwem LysoTracker w komdrkach z obnizonym poziomem komponentow
ESCRT-1 wykazywaty si¢ wigkszym rozmiarem i podniesionym poziomem sygnatu
fluorescencji. Ich niezaburzona funkcjonalnos$¢ zostata potwierdzona nie tylko poprzez
detekcje niskiego pH ale réwniez poprzez analiz¢ dystrybucji gtéwnej lizosomalne;j
endopeptydazy - katepsyny D. Powigkszona objetos¢ lizosoméw obserwowana w
komorkach z wyciszonym ESCRT-I sklonita doktorantke do weryfikacji hipotezy o
wpltywie badanego kompleksu na proces degradacji biatek powierzchniowych
lizosomow. W tym celu przy uzyciu mikroskopu konfokalnego sprawdzona zostata pula
ubikwitynowanych bialek w komorkach kontrolnych oraz z wyciszonym ESCRT-I.

Obnizony poziom ESCRT-I przektadal si¢ na akumulacje¢ ubkwitynowanych biatek w
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strukturach wybarwionych LysoTracker i przeciwciatami anty-LAMP-1. Wniosek 0
zaangazowaniu kompleksu ESCRT-I w procesy prowadzace do degradacji biatek
powierzchniowych lizosomow zostat dodatkowo potwierdzony poprzez analiz¢ poziomu
jednego z nich, biatka MCOLN 1. Analiza ta zostala przeprowadzona metoda western blot

oraz obrazowania przy uzyciu mikroskopu konfokalnego.

Kolejna czescig pracy byta identyfikacja szlakéw sygnalowych aktywowanych w wyniku
wyciszenia kompleksu ESCRT-I. W tym celu doktorantka stosujac baz¢ danych GO (ang.
Gene Ontology) przeprowadzita analiz¢  wynikow  uzyskanych  metoda
sekwencjonowania RNA z komorek RKO kontrolnych (transfekowanych kontrolnym
siRNA) i z komorek z wyciszeniem komponentow kompleksu ESCRT-I. Uzyskane
wyniki potwierdzity opisany wcze$niej przez grupg badawcza prof. Migczynskiej
zwigkszony poziom ekspresji genow zaangazowanych w odpowiedz zapalng w
komorkach z niefunkcjonalnym kompleksem ESCRT-l. Stwierdzono ponadto
podwyzszony poziom ekspresji genow kodujacych biatka uczestniczace w procesie
autofagii 1 metabolizmu cholesterolu. Aby pozna¢ czynniki transkrypcyjne
zaangazowane w indukcje transkrypcji zidentyfikowanych gendéw zastosowano
oprogramowanie  Bioconductor RcisTarget 1 baz¢ danych SwissRegulon.
Przeprowadzona analiza pozwolita wyodrgbni¢ czynniki transkrypcyjne z rodziny NF-
kB (NFKB1, REL, RELA), AP-1 (FOS, FOSB, FOSL1, JUNB, JUND), MiT-TFE
(TFEB) oraz SREBP (SREBF1/2). Doktorantka skupita si¢ na szczegétowym zbadaniu
udziatu czynnikow z rodziny MiT-TFE, biatek TFEB i TFE3 w procesach aktywowanych
w wyniku wyciszenia kompleksu ESCRT-I. Stosujac metode western blot potwierdzita
podwyzszony poziom obu badanych biatek w catkowitych lizatach komorkowych oraz
we frakcji jadrowej wyizolowanej z komorek z obnizonym poziomem biatek Tsgl01 1
Vps28. Mimo, ze doktorantka w swojej pracy skupia si¢ na wptywie obnizonego poziomu
Tsgl01 na translokacj¢ TFEB 1 TFE3 do jadra komorkowego w dyskusji znalazlo si¢
potencjalne wytlumaczenie obserwowanego wptywu zaburzonego poziomu ESCRT-I na
podwyzszony poziom badanych czynnikoéw transkrypcyjnych w catkowitej frakcji
komorkowej. W celu dalszego potwierdzenia istotnosci TFEB i TFE3 w badanych
procesach doktorantka uzyskala komorki z wyciszonymi komponentami kompleksu
ESCRT-1 i dodatkowo z wyciszonymi za pomoca siRNA badanymi czynnikami

transkrypcyjnymi. Skutecznos¢ wyciszenia byla sprawdzana metoda western blot oraz
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RT-PCR. Zaangazowanie TFEB i TFE3 w $ciezki sygnatowe aktywowane w wyniku
zaburzenia funkcji ESCRT-1 doktorantka analizowata poprzez pomiar poziomu
transkryptow gendéw NPC1 1 MCOLNI regulowanych przez badane czynniki
transkrypcyjne. Uzyskane wyniki dowodza, iz podwyzszona ekspresja tych gendw
obserwowana w komorkach z wyciszeniem komponentéw kompleksu ESCRT-1 zostaje

zniesiona w komoérkach z obnizonym poziomem badanych czynnikéw transkrypcyjnych.

Identyfikacja podwyzszonej ekspresji genéw kodujacych biatka zwigzane z
metabolizmem cholesterolu w komoérkach z wyciszonymi komponentami kompleksu
ESCRT-I sklonita doktorantke do zbadania transportu cholesterolu w badanym modelu
komoérkowym. Stosujac filipin, fluorescencyjny zwigzek, ktory wigze si¢ do cholesterolu,
doktorantka potwierdzila zaburzenia w endosomalnym transporcie egzogennego
cholesterolu w komorkach z wyciszonym ESCRT-I. Doktorantka konkluduje, iz w
komorkach z wyciszonym kompleksem ESCRT-I indukowana jest ekspresja genow
kodujacych biatka zwiagzane z homeostaza cholesterolu w celu kompensacji zaburzen

jego endosomalnego transportu.

Wyciszenie komponentow kompleksu ESCRT-I indukuje aktywacje czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny MiT-TFE i zaburza degradacj¢ biatka MCOLNI, bedacego
lizosomalnym kanatem jondéw Ca2+. Chelator wewnatrzkomorkowych jonow Ca2+ -
BAPTA-AM i inhibitor aktywnosci MCOLN1 - ML-SI1 zostaly zastosowane przez
doktorantke w celu zbadania wptywu zahamowania przekazu sygnalu zwigzanego z
jonami wapnia na translokacj¢ biatek z rodziny MiT-TFE do jadra komorkowego. Moje
zastrzezenie budzi sformulowanie ze str. 76 dotyczace analizy zdjg¢ preparatow
mikroskopowych prezentowanych na rycinie 4.16. Pani Marta Wrobel stwierdza, ze w
komorkach kontrolnych traktowanych BAPTA-AM lub ML-SI1 nie jest obserwowana
redukcja ilosci TFEB czy TFE3 w jadrze komérkowym w stosunku do komorek
nietraktowanych. Na prezentowanych zdj¢ciach nie ma ani jednej komoérki, w ktorej
badane czynniki transkrypcyjne w komorkach kontrolnych (siCtrl, DMSO)
nietraktowanych modulatorami Ca2+ bylyby zlokalizowane w jadrze komorkowym wiec
nie rozumiem dlaczego doktorantka spodziewata si¢ jeszcze wigkszego ich braku w
jadrze. Podobnie na zdjeciach prezentowanych na rycinach 4.13, 4.15 1 4.17 TFEB w

komorkach kontrolnych (siCtrl, nietraktowane) jest zawsze widoczny tylko w
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cytoplazmie. Wyniki western blot prezentowane na ryc. 4.11 pokazuja, ze TFEB jest
obecny we frakcji jadrowej w komodrkach kontrolnych (cho¢ w mniejszej ilosci niz w
komorkach z niefunkcjonalnym ESCRT-1) ale nie znajduje to odzwierciedlenia na
prezentowanych zdj¢ciach. Podobnie trudno na podstawie zdje¢ stwierdzi¢, ze
translokacja do jadra komodrkowego TFEB zostala zahamowana w komorkach
traktowanych siTsg101 i BAPTA-AM. Potowa z komoérek widocznych na zdjgciu ma

jadra komorkowe zielono wybarwione wigc mozna mowic¢ o cze§ciowym zahamowaniu

translokacji (ryc. 4.16A). Zastanawia mnie dlaczego sygnat pochodzacy od TFE3
widoczny w cytoplazmie komorek traktowanych BAPTA-AM jest znacznie stabszy niz
sygnat pochodzacy z komorek nietraktowanych BAPTA-AM czy traktowanych ML-SI1
(ryc. 4.16B). Konczac ten watek pracy doktorskiej doktorantka wykluczyta udziat

fosforylacji zaleznej od kalcyneuryny w badanych procesach.

W dalszej czg$ci pracy doktorantka poglebiata watek S$ciezek sygnatowych
zaangazowanych w przekaz sygnatu indukowany brakiem kompleksu ESCRT-I. Biorac
pod uwage dane literaturowe wskazujace na udziat mTORC1 w fosforylacji TFEB
indukowanej brakiem Tsgl01 doktorantka skupita si¢ na roli mTORC-1 w badanych
procesach. Przedstawione wyniki dowodza, ze brak Tsg101 nie wplywa na kanoniczny
szlak mTORC1 natomiast aktywuje szlak nie-kanoniczny zalezny od Rag GTPazy.
Konstytutywnie aktywny mutant RagC - S75L hamuje aktywacje TFEB i TFE3 w

komorkach z wyciszonym Tsgl01.

Z wyjatkiem wynikéw prezentowanych na rycinach 4.11 1 4.12B eksperymenty byty

powtorzone przynajmniej 3 krotnie i maja zanalizowang istotno$¢ statystyczna.

Dyskusja jest wyjatkowo ciekawie napisana. Pani Marta Wrobel bardzo wyczerpujaco
omawia uzyskane wyniki w oparciu o opublikowane dane literaturowe. Dyskusja zostata
podzielona na podrozdziaty, ktore odnosza si¢ do poszczegdlnych czesci tematycznych
przedstawionych w rozdziale ,,Wyniki”. Podobnie jak poprzednie czeSci rowniez
dyskusja jest wzbogacona o rycing obrazujaca konsekwencje wyciszenia kompleksu
ESCRT-I dla homeostazy lizosomow. Dyskusja otrzymanych wynikow pokazuje bardzo
dobra znajomos¢ zagadnien dotyczacych pracy doktorskiej. Ta konkluzja jest dodatkowo
uwypuklona po przeczytaniu rozdzialu Perspektywy na przyszlos¢, w ktorym

doktorantka omawia kierunki potencjalnych dalszych badan. Rozprawa konczy sie
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Podsumowaniem wynikéw uzyskanych podczas realizacji pracy doktorskiej. Ostatni
rozdziat to Spis Literatury. Obejmuje on 335 pozycji, wiele z nich dotyczy prac
opublikowanych w ostatnich latach. Praca zawiera rowniez Suplement obejmujacy liste
zidentyfikowanych w wyniku sekwencjonowania RNA gendw, ktore ulegaja
podwyzszonej ekspresji w wyniku wyciszenia Tsg101 (1166 genow), Vps28 (601 genow)
oraz Tsgl01 1 Vsp28 (480 genow).

Uwazam, ze przedstawiona rozprawa doktorska speilnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r.
poz. 478, 619, 1630. Wnosz¢ wigc do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN o dopuszczenie pani mgr Marty Wrdbel do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

B Lono
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RECENZJA rozprawy doktorskiej mgr Marty Wrébel
pt. ,,The role of ESCRT-I proteins in the regulation of lysosomal function and
lysosome-related signaling”

Recenzja zostala sporzadzona w zwigzku z powotaniem mnie przez Rade Naukowa
Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN do pelnienia funkcji recenzenta pracy
doktorskiej mgr Marty Wrébel pt. “The role of ESCRT-I proteins in the regulation of
lysosomal function and lysosome-related signaling”. Przestawiona do recenzji
rozprawa doktorska wykonana zostata pod kierunkiem Prof. dr hab. Marty Migczynskiej,
petnigcej funkcje promotora oraz dr Jarostaw Cendrowskiego, petnigcego funkcje
promotora pomocniczego. Projekt doktorski realizowany byt w ramach grantu TEAM,

finansowanego przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej.

Tematyka pracy dotyczy zagadnien zwigzanych z endocytozg, transportem tadunku wewnatrz
komérek, lizosomami. Przedstawiona rozprawa doktorska ma standardowy uktad, podzielona
jest na dziesiec¢ rozdziatéw takich jak: Wstep, Cele pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja,
Perspektywy na przysztos¢, Podsumowanie i wnioski, Literatura, Publikacje autorki, Materiaty
dodatkowe. Praca napisana jest w jezyku angielskim, nieliczne drobne btedy jezykowe nie
wptywajg na ogoélny, bardzo dobry odbiér pracy. Ponizej odniose sie do poszczegdlnych czesci
pracy.
Wstep

Rozdziat Wstep wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z transportem
wewnatrzkomoérkowym, budowg i funkcjg lizosoméw, rolg endosomalnych komplekséw

sortujgcych ESCRT w transporcie wewnagtrzkomérkowym, w warunkach fizjologicznych i
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patologicznych. W tym rozdziale opisana jest réwniez budowa i funkcja kompleksu mTORC1,
szlaki sygnatowe regulowane przez mTORC1 oraz czynniki transkrypcyjne z rodziny MiT-TFE
i ich regulacja przez fosforylacje. Na koniec Wstepu Doktorantka opisuje rowniez blokowanie
funkcji lizosomow jako cel terapeutyczny w nowotworach i innych chorobach, odnoszac sie do
potencjalnego, praktycznego zastosowania wynikéw badan zwigzanych z endocytozg i
lizosomami. Rozdziat Wstep napisany jest bardzo dobrze. Doktorantka wprowadza czytelnika
w zagadnienia zwigzane z tematykg pracy systematycznie i w sposob uporzgdkowany.
Cele pracy
Nastepnie Doktorantka definiuje cel pracy, ktérym jest charakterystyka roli kompleksu ESCRT-
| w utrzymaniu homeostazy lizosomoéw i sygnalizacji wewnatrzkomérkowej zwigzanej z
lizosomami. W szczegoélnosci, Doktorantka skupia sie na takich zagadnieniach jak:

- ocena budowy i funkcji lizosoméw w komoérkach wykazujacych obnizong ekspresje
ESCRT-I

- zbadanie roli kompleksu ESCRT-I w degradacji biatek btonowych lizosomow

- zidentyfikowanie czynnikow transkrypcyjnych zwigzanych z funkcjg lizosomow,
aktywowanych w komédrkach z obnizong ekspresjg ESCRT-I oraz mechanizmu ich aktywacji.

Cele pracy przedstawione zostaty w sposéb jasny i precyzyjny.

Materiaty i metody oraz Wyniki

Gtéwnym narzedziem zastosowanym w pracy byto obnizenie ekspresji kluczowych
podjednostek kompleksu ESCRT-I za pomocg siRNA w modelowych liniach komérkowych
raka jelita grubego RKO i DLD-1. W ten sposob uzyskano komérki o znaczaco obnizonej
aktywnosci kompleksu ESCRT-I. W pierwszej kolejnosci, w komoérkach z obnizong
aktywnoscig ESCRT-I, scharakteryzowano morfologie lizosoméw. Mikroskopowa analiza
markerow lizosomalnych wykazata, ze obnizenie aktywnosci ESCRT-I prowadzi m.in. do
powstania powiekszonych lizosomow, ale nie uposledzata ich integralnosci, utrzymania
niskiego pH i zawartosci katepsyny D. Po usunieciu ESCRT-I zaobserwowano réwniez
zmniejszong degradacje kanatu wapniowego MCOLN1, ktory jest biatkiem btonowym
obecnym na lizosomach. W nastepnej kolejnosci, aby dokonac globalnej analizy zmian w
ekspresji gendw w komorkach z obnizong aktywnoscia ESCRT-I, wykonano analize
sekwencjonowania RNA. Wykazano, ze obnizenie aktywnosci ESCRT-I indukuje ekspresje

genow zwigzanych z réznymi szlakami, m. in. odpowiedzig prozapalng, aktywacjg leukocytow,
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autofagig i/lub biogenezg lizosoméw, syntezg cholesterolu. W dalszej czesci skupiono sie na
genach zwigzanych z autofagig, biogenezg lizosoméw i sygnalizacjg zalezng od lizosomow.
Jako potencjalnie mediatory zaangazowane w indukcje ekspresji tych genow wytypowano
czynniki transkrypcyjne z rodziny MiT-TFE, takie jak TFEB i TFE3. Wykazano, ze po
wyciszeniu ESCRT-I dochodzi do obnizenia fosforylacji, nasilenia translokacji jgdrowe;j i
aktywacji tych czynnikow. W dalszych etapach poszukiwano mechanizmu aktywacji tych
czynnikdbw w wyniku obnizenia aktywnosci ESCRT-I. Wykazano, ze niedobér ESCRT-I
indukuje sygnalizacje TFEB/TFE3 poprzez inaktywacje szlaku mTORC1 zaleznego od
GTPazy Rag. Ostatecznie wyciggnieto wniosek, ze ESCRT-I, poprzez aktywacje GTPazy Rag,
indukuje niekanoniczng sciezke aktywacji mTORC1, ktora prowadzi do fosforylaciji czynnikow
transkrypcyjnych MiT-TFE oraz ich cytoplazmatycznej retencji, zapobiegajgc ich aktywaciji.
Doktorantka proponuje mechanizm, w ktérym obnizenie ekspresji ESCRT-I prowadzi do
obnizenia skfadnikow odzywczych, gtéwnie aminokwaséw, co prowadzi do zablokowania
aktywnosci GTPazy Rag i selektywnego zablokowania aktywnosci mTORC1 wzgledem
substratéw zaleznych od GTPazy Rag. Mam kilka pytan do tej czesci pracy:

1. Po wyciszeniu ESCRT-I w badanych liniach komérkowych widoczne jest wyrazne
zwiekszenie ilosci TFEB i TFE3 na poziomie biatka w lizatach catkowitych (Ryc. 4.11),
natomiast wzrost na poziomie mRNA jest niewielki (Ryc. 4.12). Jak mozna to
wytlumaczy¢? Czy Doktorantka rozwazata zwigkszong stabilno$é/ zmniejszong
degradacje TFEB i TFE3 w lizosomach, ze wzgledu na zablokowanie ,autophagic
flux”? Czy Doktorantka badata to zagadnienie i rozwazata ten mechanizm aktywacji
TFEB i TFE3 po wyciszeniu ESCRT-I? Czy wiadomo z wczesniejszych badan, czy

zwiekszona ilos¢ czynnikow TFEB i TFE3 moze prowadzi¢ do ich aktywacji?

2. Doktorantka wnioskuje, ze ESCRT-I blokuje translokacje jadrowag czynnikéw TFEB
poprzez niekanoniczng aktywacje mTORC1, mediowang przez GTPaze Rag. W pracy
nie przedstawiono jednak jednoznacznych dowoddw na to, ze fosforylacja i inaktywacja
tych czynnikdw zachodzi jedynie z udziatem mTORC1. By¢ moze jest to oczywisty fakt,
znany z literatury. Jednak we Wstepie do pracy na str. 26 Doktorantka wspomina o
innych kinazach, ktére moga regulowac aktywacje TFEB, tj AKT, GSK3B. Czy mozliwy

jest udziat innych kinaz w translokacji TFEB do jgdra, ktory obserwowany jest w wyniku
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wyciszenia ESCRT-1? Wyniki przedstawione na Ryc. 4.20 troche to sugerujg, gdyz po
wyciszeniu ESCRT-I w komérkach z zablokowang aktywnoscig mTORC1 za pomocag

inhibitora INK128 nadal wida¢ znaczacy wzrost ilosci TFEB w jgdrach komarek.

3. Ekspresja konstytutywnie aktywnego wariantu biatka RagC powoduje zwigkszong
fosforylacje TFEB (Ryc. 4.23) oraz praktycznie catkowity brak tego biatka w jadrze
(Ryc. 4.22). Wyciszenie ESCRT-lI w tych komorkach z ekspresjg konstytutywnie
aktywnego wariantu biatka RagC nie powoduje obnizenia fosforylacji TFEB i jego
translokacji jgdrowej. Niewatpliwie potwierdza to znaczgca role GTPazy RagC w
aktywacji TFEB po wyciszeniu ESCRT-I. Czy po zablokowaniu mTORC1 widac spadek
tej fosforylacji? Czy Doktorantka wykonata takie eksperymenty? Moze warto by byto je

wykonag, aby potwierdzi¢ role mTORC1 w tych procesach?

W rozdziatach Dyskusja i Wnioski Doktorantka opisuje uzyskane wyniki i odnosi sie do licznej,
w mojej opinii prawidtowo dobrane;j literatury. Doktorantka podsumowuje uzyskane wyniki na
Ryc. 5.1 oraz na str. 101. W koncowej czesci pracy znajduje sie rowniez ciekawy rozdziat:
Perspektywy na przyszto$c, w ktérym Doktorantka opisuje mozliwe, dalsze kierunki badan. Do

tych rozdziatbw mam réwniez kilka pytan i uwag:

4. Duza czesc¢ pracy poswiecona jest wyjasnieniu w jaki sposob, w wyniku wyciszenia
ESCRT-I, dochodzi do aktywacji czynnikow transkrypcyjnych MiT-TFE. Na str. 92, w
rozdziale Dyskusja, Doktorantka omawia ten mechanizm i wnioskuje, ze w komaorkach
z obnizong ekspresjg ESCRT-I dochodzi do czesciowego zablokowania funkcji
lizosoméw, niedoboru aminokwaséw, a co za tym idzie do zablokowania GTPazy
RagC. W konsekwencji powoduje to zahamowanie fosforylacji czynnikéw
transkrypcyjnych MiT-TFE przez mTORCH1, translokacji jadrowe;j i aktywacji ekspresiji
regulowanych przez nie genéw. Czy taki jest proponowany mechanizm i czy wszystkie
wymienione etapy zostaty zbadane w pracy doktorskiej? Zabrakto mi bardziej
szczegbtowego schematu, ktory by to zobrazowat. Mégtby on dodatkowo wskazywac

etapy, ktére wymagajg dalszych badan.

5. Czy zmiana aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych MiT-TFE po zablokowaniu

ESCRT-l lub zadziataniu innych czynnikdéw, ktére blokujg mTORC1, hamujg
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»<autophagic flux” lub proteazy lizosomalne, byla wczesniej pokazana w innych
modelach? Jak wyniki Doktorantki odnoszg sie do tych badan, jakie sg podobienstwa/

réznice?

6. Czy byty wykonane badania RNAseq po wyciszeniu/ zablokowaniu ESCRT-I w innych
modelach? Jak wyniki Doktorantki odnoszg sie do tych badan, jakie sg podobienstwa/

réznice?

7. Jakie sg efekty zablokowania ESCRT-I w badanych liniach komérkowych w dtuzszym
czasie? Czy genomowa delecja podjednostek kompleksu ESCRT-lI prowadzi do
zmiany zywotnosci komorek? Czy zwigkszona biogeneza lizosomow i autofagia, ktére
nastgpig w wyniku aktywacji czynnikow MiT-TFE, zrekompensujg niedobor ESCRT-I i

doprowadzg do homeostazy komorki?

Whiosek koncowy

Na koniec chciatabym podkreslié, ze pomimo moich uwag i pytan, jakie zadatam w
recenzji, uwazam, ze wyniki uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej sg ciekawe i
znaczaco poszerzaja wiedze na temat roli kompleksu ESCRT-I w homeostazie
lizosoméw i sygnalizacji lizosomalnej. Rozprawa doktorska spetnia warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619,1630). Wnioskuje zatem do
Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie mgr Marty Wrébel do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego. Gratuluje Doktorantce i Promotorom!

dr hab. n med. Matgorzata Firczuk
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