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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej
mgr Hanny Sominki-Pierzchlewicz
pod tytutem

Specyficznos¢ rozpoznawania i transportu substratow systemu degradacji biatek zwigzanego
z retikulum endoplazmatycznym ERAD

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Hanny Sominki-Pierzchlewicz pod
tytutem ,,Specyficznosé rozpoznawania i transportu substratéw systemu degradacji biatek zwigzanego
z retikulum endoplazmatycznym ERAD” zostata wykonana pod promotorstwem dr hab. Moniki
Stominskiej-Wojewddzkiej, prof. UG z Katedry Biologii i Genetyki Medycznej Uniwersytetu Gdanskiego.
Rozprawa doktorska Pani mgr Hanny Sominki-Pierzchlewicz liczy 153 numerowane strony i posiada
typowy ukfad dla pracy doktorskiej. Praca doktorska zostata podzielona na nastepujgce rozdziaty: I.
Streszczenie, Il. Wstep teoretyczny (z podrozdziatami: Budowa Retikulum Endoplazmatycznego, Proces
fatdowania biatek w RER, Proces kontroli jakosci biatek, Substraty procesu ERAD, Rycyna — nietypowy
substrat procesu ERAD), lll. Hipoteza badawcza i cel pracy, IV. Materiaty, V. Metody, VI. Wyniki, VII.
Podsumowanie, VIII. Dyskusja, IX. Bibliografia. Tekst pracy poprzedzony jest spisem tresci, skrétow
oraz streszczeniami w jezyku polskim oraz angielskim. Rozprawa zilustrowana zostata przez 32 ryciny,
za$ bibliografia obejmuje 88 pozycji literaturowych. Niestety, zabrakto spisu rycin oraz tabel, zas w
przypadku piSmiennictwa zdaniem recenzenta zastosowanie numeracji jako stylu cytowania znacznie
utatwitoby czytelnikowi odnalezienie tekstu zrédtowego.

Doktorantka podjeta istotny i ambitny temat badawczy jakim jest srodowisko retikulum
endoplazmatycznego, transport zsyntezowanych biatek do miejsc docelowych, a takze mechanizmy
regulujace transport nieprawidtowo zwinietych polipeptydéw do cytozolu w celu ich proteolitycznej
degradacji. To wtasnie proces ERAD (ang. ER-associated degradation), ktdry jest czescig systemu
kontroli jakosci fatdowania biatek, stanowi gtdwng tematyke pracy badawczej Pani mgr Hanny Sominki-
Pierzchlewicz. Doktorantka postawita sobie za cel okreslenie w jaki sposdb struktura i hydrofobowos¢
wybranych substratéw biatkowych wptywajg na ich rozpoznawanie i transport z ER do cytozolu, ze
szczegbélnym uwzglednieniem roli biatka EDEM3 i biatek z rodziny Derlin w tym procesie. Podjeta
rowniez bardzo wazny aspekt regulacji wewngatrzkomdérkowego metabolizmu izoform B-amyloidu.
Wocigz poszukiwane sg nowe opcje terapeutyczne i ich kombinacje majgce na celu zwiekszenie
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efektywnosci terapii choroby Alzheimera i innych chordb neurodegeneracyjnych zwigzanych
z neurotoksycznoscig ztogdw B-amyloidu. Stad, opracowywanie nowych systemoéw enzymatycznych
w medycynie oraz molekularnych narzedzi konstrukcji nowych lekéw ma kluczowe znaczenie
z poznawczego i praktycznego punktu widzenia. Z wyzej wymienionych powoddéw wybdr tego tematu
badan przez Doktorantke uwazam za bardzo trafny i cenny.

We Wstepie teoretycznym liczagcym 44 strony Doktorantka logicznie oraz konsekwentnie
wprowadza czytelnika w zagadnienia poruszane w niniejszej rozprawie doktorskiej. Opisuje budowe
retikulum endoplazmatycznego, kolejno proces fatdowania biatek w RER i wskazujac role biatek szoku
termicznego w tym procesie (strona 16).

Przy tej czesci pracy doktorskiej prosze Doktorantke o uzupetnienie powigzania molekularnego
i potencjalnej implikacji klinicznej pomiedzy biatkami szoku termicznego a ich wpfywem na agregacje
i konsekwentnie, toksycznos¢ 8-amyloidu.

Rownoczesnie, prosze o przyblizenie jak stres ER moze regulowaé efektywnosé/ekspresje innych
waznych biatek szoku termicznego znajdujgcych sie poza lokalizacjg ER, przyktadowo
mitochondrialnego Hsp60.

Nalezy podkresli¢, ze informacje we ,,Wstepie teoretycznym” sg przedstawione w sposdb klarowny,
utatwiajacy czytelnikowi zrozumienie tematyki badan Doktorantki. Tres¢ tego rozdziatu wskazuje na
bardzo dobre przygotowanie teoretyczne i znajomosé tematu obszaru badan.

Nastepstwem powyzszego rozdziatu sg postawione przez Doktorantke hipoteza badawcza i cel
pracy. Za gtéwny cel badawczy doktorantka postawita: ,zdefiniowanie, w jaki sposéb zmieniona
struktura i hydrofobowos$¢ okreslonych substratéw biatkowych wptywajg na ich rozpoznawanie
i transport w procesie ERAD, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli biatka EDEM3 oraz biatek z rodziny
Derlin w tym procesie”. Ponadto zostaty wskazane cele szczegétowe niniejszej rozprawy doktorskiej:

1. Okreslenie wptywu nadprodukcji biatka EDEM3 na cytotoksycznos$é i transport zmienionej
strukturalnie podjednostki A rycyny (RTAP250A) z ER do cytozolu.

2. Analiza wptywu wyciszenia ekspresji genu EDEM3 na transport RTAP250A z ER do cytozolu.

3. Analiza oddziatywan biatka EDEM3 z RTAP250A oraz RTA o zmienionej hydrofobowosci (RTAIHF,
RTADHF).

4. Zbadanie wptywu nadprodukcji biatka EDEM3 na degradacje réznych form B-sekretazy: BACE457,
BACE457DHF — formy o obnizonej hydrofobowosci oraz biatka sSwiatta ER (BACE457A).

5. Okreslenie roli biatek Derlin-1 i Derlin-2 w cytotoksycznosci i transporcie rycyny P250A.

6. Analiza wptywu nadprodukcji biatek z rodziny Derlin na ilo$¢ nadprodukowanych form biatka
prekursorowego amyloidu, izoform APP695 i APP751.

7. Okreslenie wptywu nadprodukcji biatka EDEM1 na ilo$¢ nadprodukowanych form APP751
w warunkach aktywnego dziatania protesomu oraz zahamowania jego funkcji.
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8. Sprawdzenie, jak nadekspresja gendw EDEM2 i EDEM3 wptywa na ilos¢ nadprodukowanych form
APP751.

Zaréwno hipoteza badawcza, jak i cele pracy zostaty sformutowane jednoznacznie i odzwierciedlajg
postawione przez Doktorantke zadania do wykonania w ramach zaplanowanych badan.

Kolejny rozdziat pracy, ,Materiaty i Metody”, jest napisany przejrzyScie i starannie.
Doktorantka doktadnie opisata uzyte materiaty, wtgczajac sktad buforéw stosowanych podczas analiz.

Zatrzymujqgc sie przy punkcie 4.1.1 — linie komdrkowe wykorzystywane w eksperymentach - prosze
o uzasadnienie przez Doktorantke wyboru linii HEK293 do swoich badan.

Punkt ,Metody” jest napisany réwnie przejrzyscie. Doktorantka opisuje kolejno oczyszczanie
podjednostki A rycyny, transformacje komérek bakteryjnych, hodowle komérek HEK 293 oraz
przygotowanie eksperymentalne lizatdw do analiz, transport rycyny przez btony komérkowe,
procedury western blot, PCR ,pull down” oraz analize statystyczna.

Podsumowujac, rozdziat ,Materiaty i Metody” w sposdb skrupulatny i wyczerpujacy opisuje catosé
zaplanowanych i przeprowadzonych eksperymentéw, pozwalajgc na odtworzenie warunkdow
i weryfikacje uzyskanych wynikéw przez innych badaczy. Zdaniem recenzenta wybdr oraz
zastosowanie tak szerokiego wachlarza metod i technik badawczych z dziedzin genetyki, biologii
molekularnej, biologii komérki oraz biochemii jest imponujacy i Swiadczy o ogromie poswieconej pracy
oraz duzym potencjale naukowym Doktorantki.

Rozdziat ,,Wyniki i dyskusja” przedstawiony zostat na 45 stronach oraz podzielony na gtéwne
punkty dotyczace kolejno: ,Nadprodukcja biatka EDEM3 powoduje uwrazliwienie komdrek HEK293 na
rycyne P250A” (1); ,Nadprodukcja biatka EDEM3 nie wptywa na redukcje holotoksyny P250A w ER”
(2); ,Nadprodukcja biatka EDEM3 wptywa na podwyzszenie transportu podjednostki A P250A rycyny z
ER do cytozolu” (3); ,Nadprodukcja biatka EDEM3 wptywa na podwyzszenie transportu podjednostki
A P250A rycyny z ER do cytozolu w warunkach inhibicji dziatania proteasomu” (4); ,Wyciszenie
ekspresji genu EDEM3 powoduje obnizenie transportu RTAP250A z ER do cytozolu” (5); ,EDEM3
oddziatuje z podjednostkg RTA w zaleznosci od jej struktury drugorzedowej (RTAP250A) oraz stopnia
hydrofobowosci (RTAIHF i RTADHF)” (6); ,,Nadprodukcja biatka EDEM3 w rdézny sposéb wptywa na
stabilnos¢ BACE457, BACE4A57DHF i BACE457A” (7); ,Nadprodukcja biatka Derlin-1 w komérkach
HEK293 prawie dwukrotnie zwieksza toksyczno$¢ RTA P250A” (8); ,,Podwyzszona ilo$¢ biatka Derlin-1
wplywa na prawie dwukrotnie podwyziszenie transportu RTAP250A z ER do cytozolu” (9);
,Nadprodukcja biatka Derlin-2 nie wptywa na cytotoksycznosc¢ rycyny P250A” (10); ,Podwyzszona ilos¢
biatka Derlin-2 w komérkach HEK293 nie wptywa na transport RTAP250A z ER do cytozolu” (11); ,,Biatka
z rodziny Derlin w rézny sposéb wptywajg na ilo$¢ izoform biatka APP w komadrkach HEK293” (12);
,Nadprodukcja biatka EDEM1 wptywa na obnizenie ilosci form nadprodukowanych biatka APP751 w
komodrkach HEK293” (13); ,Nadprodukcja biatek EDEM2 i EDEM3 wptywa na obnizenie ilosci form
nadprodukowanych biatka APP751 w komdrkach HEK293” (14).

W szeregu prac eksperymentalnych Doktorantka uzupetnita wiedze na temat procesu ERAD
jako kluczowego elementu systemu kontroli jakosci biatek i regulacji cytotoksycznosci wobec komérek
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normotypowych. W toku doswiadczen Doktorantka rzetelnie okreslita wptyw struktury
i hydrofobowosci wybranych substratéw biatkowych na ich rozpoznawanie i transport w procesie
ERAD, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli biatka EDEM3 oraz biatek z rodziny Derlin. Co wazne, wyniki
Doktorantki wykazaty, ze nadprodukcja EDEM3 prowadzi do prawie dwukrotnego podwyzszenia
wrazliwosci komdrek HEK293 na dziatanie toksyny P250A. Wptywa rdéwniez na zwiekszenie
efektywnosci jej transportu z ER do cytozolu. Co istotne, nadprodukcja EDEM3 nie ma wptywu na
hamowanie syntezy biatek przez rycyne dzikiego typu i jej transport z ER do cytozolu. Jakie sq wedtug
Doktorantki przyczyny tego zjawiska i mozliwe implikacje kliniczne?

Autorka rozprawy pordwnata trzy warianty B-sekretazy aby zweryfikowaé, wptyw zmian ich struktury
i hydrofobowosci na rozpoznanie i degradacje substratow procesu ERAD. Doktorantka wykonata
badania okreslajace stopien oddziatywan EDEM3 z réznymi formami podjednostki A rycyny, wykazujac,
ze zaréwno struktura, jaki i stopien hydrofobowosci biatek mogg mieé znaczenie w ich rozpoznawaniu
i kierowaniu do degradacji przez EDEM3. EDEM1 odgrywa kluczowq role w regulacji metabolizmu
niedojrzatej formy APP695, promujac jej degradacje poprzez szlak ERAD. W swoje]j pracy doktorskiej
Pani mgr Hanna Sominka-Pierzchlewicz wykazata znaczgcy spadek ilosci nadprodukowanej niedojrzatej
formy APP751 i dojrzatej formy APP695 oraz nadprodukowanej dojrzatej formy APP751 pod wptywem
nadprodukcji EDEM1. Przeprowadzone badania dostarczajg istotnych dowoddw na role biatka EDEM1
w regulacji poziomu nadprodukowanej izoformy APP751 w komérkach HEK293. Mechanizm ten jest
szczegdlnie wazny w kontekscie patogenezy choroby Alzheimera, gdzie akumulacja B-amyloidu,
produktu ciecia proteolitycznego APP, odgrywa centralng role w rozwoju tego schorzenia. Tu jednak
nasuwa sie pytanie recenzenta, czy wybor modelu komdrkowego choroby Alzheimera nie bytby bardziej
odpowiedni, aby potwierdzi¢ hipoteze Doktorantki? Czy Doktorantka mogtaby wymieni¢ komdrkowe
i zwierzece modele choroby Alzheimera, ktére mogtyby byc zastosowane w jej badaniach? Oraz kolejno,
jak Doktorantka wskazataby uzytecznosc kliniczng uzyskanych przez siebie wynikéw?

Recenzent ma réwnieZz drobng uwage dotyczqcqg przedstawienia wynikéw badania poziomu biatek.
Warto przedstawic stosunek zmiany krotnosci (fold change) wzgledem komdrek kontrolnych, to utatwia
analize wynikéw. Ponadto, obok wynikdw przedstawiajqcych prgzki biatek warto przedstawi¢ marker
lub chociazby wskazac ich mase molekularng.

Uzyskane wyniki Doktorantki zostaty podsumowane rozdziatem, a kolejno skonfrontowane z aktualng
literaturg naukowa w rozdziale Dyskusja.

Zaprezentowana przez Doktorantke rozprawa doktorska w sposéb logiczny i konsekwentny
odzwierciedla kontekst badan i potwierdza duzg znajomos¢ problematyki regulacji struktury
i hydrofobowosci substratéw ERAD w ich rozpoznawaniu i kierowaniu do degradacji, zwtaszcza przez
biatko EDEM3 oraz biatka z rodziny Derlin. Doktorantka na substancje modelowg wybrata rycyne, ktéra
jest bardzo dobrym modelem w badaniu transportu biatek z ER do cytozolu. Wyniki te uzupetniajg
wiedze na temat molekularnych mechanizméw procesu ERAD. Otrzymane przez Doktorantke wyniki
wskazujgce na role EDEM3, biatek Derlin, a takze innych regulatoréw ERAD w rozpoznawaniu
substratéw biatkowych. Sg ponadto réwniez bardzo istotne klinicznie m.in. w zakresie chordb
neurodegeneracyjnych. W swojej pracy doktorskiej Doktorantka nie ustrzegta sie jednak bteddéw
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edytorskich, m.in brakuje numeracji niektérych punktéw. Te uwagi jednak nie umniejszajg bardzo
wysokiej wartosci naukowe] rozprawy doktorskiej.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, zaréwno merytoryczna jak i metodyczna strona rozprawy doktorskiej zastuguje na
uznanie.

Rozprawa doktorska Pani mgr Hanny Sominki-Pierzchlewicz pod tytutem ,Specyficznosc¢
rozpoznawania i transportu substratow systemu degradacji biatek zwigzanego z retikulum
endoplazmatycznym ERAD” spetnia w petni wymogi ustawowe stawiane pracom doktorskim, zgodnie
z 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 pdzn.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 péin. zm).

Zwracam sie zatem do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie
Pani mgr Hanny Sominki-Pierzchlewicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na wysoki poziom metodyczny i merytoryczny pracy, oraz implikacje kliniczne
wynikajgce z uzyskanych wynikéw badan, wnosze do Wysokiej Rady o wyrdznienie niniejszej
rozprawy doktorskie;j.

Katedra i Zakiad Chemii Medycine]
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Klerownik
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