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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Hanny Sominki-Pierzchlewicz zatytutowanej
»Specyficzno$é rozpoznawania i transportu substratow systemu degradacji biatek

zwigzanego z retikulum endoplazmatycznym ERAD”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Hanny Sominki-Pierzchlewicz,
zostata przygotowana w Katedra Biologii i Genetyki Medycznej Uniwersytetu Gdanskiego pod
kierunkiem Pani dr hab. Moniki Stominskiej-Wojewddzkiej, prof. UG i obejmowata prace
badawcze realizowane w ramach projektu NCN OPUS nr 2015/19/B/NZ3/03266. Przedmiotem
badan byto zweryfikowanie czy zmieniona struktura i hydrofobowos¢ okreslonych substratow
biatkowych wptywa na ich rozpoznanie, transport i degradacje w procesie ERAD. Tematyke
badawczg uwazam za niezwykle ciekawg i wazng, w zwigzku z istotnym znaczeniem ERAD
w patogenezie chordb neurodegeneracyjnych i lizosomalnych, a realizacja pracy pod opieka
doswiadczonego promotora, specjalizujgcego sie w badaniach nad retrotranslokacjg
i wewnatrzkomoérkowym transportem zapewnita zastosowanie niezbednych metod
i prawidtowego zaplanowania prac eksperymentalnych.

Rozprawa doktorska mgr Sominki-Pierzchlewicz jest napisana w jezyku polskim, liczy 153
stron, podzielona jest na dziewie¢ rozdziatéw, ktére stanowia: Streszczenie, Wstep, Hipoteza
badawcza, opis zastosowanych materiatdw i metod, prezentacja uzyskanych wynikow,
Podsumowanie, Dyskusja oraz spis cytowanej literatury (ponad 230 pozycji). Ponadto w pracy
zawarto wykaz skrotow stosowanych w pracy oraz dorobek publikacyjny Doktorantki.

We Wstepie Doktorantka szczegétowo omowita najwazniejsze zagadnienia dotyczace
procesu degradacji polipeptydéw zwigzanego z btonami srédkomérkowymi. Zawarta w nim
wyczerpujace informacje na temat budowy retikulum endoplazmatycznego. Przedstawiata
proces zwijania biatek w szorstkiej siateczce Srodplazmatycznej, a takze przyblizyta biatka

zaangazowane w S$ciezke ERAD. W kolejnym podrozdziatach skupita sie na wybranych



substratach ERAD, opisujac biatko prekursorowe amyloidu (APP) oraz B-sekretaze. Caty
rozdziat napisany jest kompetentnie, dobrze wprowadza w poszczegdlne aspekty rozprawy
doktorskiej i Swiadczy o znajomosci tematu przez Doktorantke. Niemniej jednak poprositabym
Doktorantke o przyblizenie, w trakcie publicznej rozprawy, mechanizmu endocytozy rycyny,
roli poszczegdlnych receptoréw w tym procesie, a takze wyjasnienie w jaki sposéb rézne szlaki
internalizacji wptywaja na jej wewnatrzkomérkowy transport. Ponadto prositabym
o przedyskutowanie mozliwosci zastosowania rycyny w lekach przeciwnowotworowych typu
ADC. Nie zgadzam sie ze stwierdzeniem, ze immunotoksyny nie sg szeroko wykorzystywane,
gdyz obecnie s jedng z najprezniej rozwijajacych sie form terapii celowanych.

Hipoteza badawcza i gtowny cel pracy zostaty precyzyjnie okreslone. Zadaniem
Doktorantki byto zweryfikowanie jak zmiany w strukturze drugorzedowej oraz
hydrofobowosci substratu wptywajg na ich transport i degradacje w procesie ERAD
w kontekscie wybranych elementéw tego szlaku: biatka EDEM3 oraz biatek z rodziny Derlin.
Wyszczegdblniono osiem szczegdétowych celédw badawczych, ktdére zostaty w petni przez
Doktorantke zrealizowane.

W rozdziatach Materiaty i Metody szczegdtowo opisano wykorzystane w pracy
odczynniki, bufory, komercyjne zestawy oraz zastosowane techniki z zakresu biochemii oraz
biologii komorki. Rozdziat ten pokazuje, ze Doktorantka rzetelnie opanowata warsztat
badawczy i swobodnie postuguje sie zaawansowanymi metodami eksperymentalnymi. Mam
kilka drobnych uwag i pytan dotyczacych tej czesci pracy. W rozdziale Materiaty dobrze bytoby
poda¢ Zrdédto pochodzenia wszystkich szczepdw bakteryjnych (a nie tylko odnosnik
literaturowy). W moim odczuciu nadawanie osobnych numerdw podrozdziatéw dla
poszczegdlnych odczynnikdw nie jest potrzebne. Warto bytoby natomiast podawac sktady
buforéw konsekwentnie w formie stezen molowych, zawrze¢ krétki opis stosowanych kolumn
chromatograficznych w jezyku polskim, a wyszczegdlniajgc uzywane przeciwciata podac ich
numery katalogowe, gdyz przedstawiony opis nie zawsze jest jednoznaczny. W tej czesci pracy
zabrakto mi tez listy uzywanego sprzetu laboratoryjnego wraz z informacjami dotyczacymi
producentédw. Odbidér rozdziatu Metody utatwitoby takze pogrupowanie poszczegdinych

technik pod wzgledem typu eksperymentu, np. opisy oczyszczan wszystkich



rekombinowanych biatek moégtyby znalezé sie w jednym podrozdziale. Rezultaty analiz jakosci
RNA sugerowatabym umiesci¢ w sekcji Wyniki, a sktad mieszaniny reakcyjnej PCR powinien
zostac przedstawiony w formie stezern molowych (nie zas objetosci). Prositabym o wyjasnienie
w jaki sposdb wyznaczane byto stezenie rycyny i dlaczego nie zastosowano metody
spektrofotometrycznej. Ciekawi mnie rowniez, dlaczego do przygotowania zelu agarozowego
stosowano wybielacz Ace. W rozdziale dotyczacym analizy statystycznej pojawia sie
stwierdzenie, ze ,wyniki doswiadczen zostaty przedstawione jako wartosci z co najmniej
trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych”, brak jednak informacji, ile powtdrzen
technicznych wykonanych zostato w pojedynczych eksperymentach (np. w tescie inkorporacji
znakowanej radioaktywnie leucyny). Prosze rowniez o doprecyzowanie jaki rodzaj testu t-
Studenta stosowano. Czy test ten byt jednostronny/dwustronny, parowany/nieparowany? Czy
dla wszystkich eksperymentéw stosowano ten sam rodzaj testu?

Rozdziat poswiecony wynikom zawiera szereg warto$ciowych danych. Doktorantka
wykazata, ze zaréwno struktura, jak i hydrofobowos¢ substratow ERAD ma istotne znaczenie
dla procesu degradacji, wptywajac na ich rozpoznawanie przez biatko EDEM3 oraz biatka
z rodziny Derlin. Nadprodukcja biatka EDEM3 w komérkach HEK293 zwieksza efektywnosc
transportu podjednostki A rycyny (RTAprzs0a) 0 zmodyfikowanej strukturze drugorzedowej
z retikulum endoplazmatycznego do cytozolu, prowadzac do jej zwiekszonej cytotoksycznosci.
Role EDEM3 w transporcie i degradacji RTAp2soa Doktorantka potwierdzita réwniez poprzez
wyciszenie ekspresji genu EDEM3 oraz zastosowanie inhibitora proteasomu. Wykazata takze,
ze EDEM3 preferencyjnie oddziatuje z wariantami RTA o zmienionej (wzgledem typu dzikiego)
hydrofobowosci. Ponadto pokazata, ze réwniez biatko Derlin-1 wywotuje wzrost
cytotoksycznosci RTApzs0a, poprzez zwiekszenie efektywnosci transportu z ER do cytozolu. Co
ciekawe, poziom Derlin-2 nie wptywa na aktywnos$¢ RTApason W komdrkach. Nastepnie mgr
Sominka-Pierzchlewicz pokazata, ze nadprodukcja biatka EDEM3 znaczaco przyspiesza
degradacje rowniez zmodyfikowanych wariantéw biatka BACE457 (BACEas7a oraz BACEas7phe),
co potwierdza znaczenie hydrofobowosci substratow ERAD dla ich efektywnej degradacji
proteasomalnej. Wykorzystujgc izoformy kolejnego substratu ERAD, biatka APP, Doktorantka

wykazata, ze poziom biatka Derlin-3, w przeciwienistwie do Derlin-1 i Derlin-2, wptywa na



efektywnos$¢ degradacji izoformy APPsgs. W przypadku izoformy APP7s1 zaobserwowata ona,
ze nadprodukcja biatek EDEM powoduje obnizenie jej ilosci w komdrkach. Wyniki uzyskane
przez Doktorantke oceniam wysoko i mam nadzieje, ze przyczynig sie lepszego zrozumienia
mechanizmdéw zwigzanych z procesem ERAD, ktore wydaje sie krytyczne dla projektowania
efektywnych terapii np. choréb neurodegeneracyjnych czy lizosomalnych.

Rozdziat Podsumowanie zawiera jasno sformutowane koricowe wnioski, ktore znajduja
potwierdzenie w zaprezentowanych wynikach doswiadczen. Dyskusja jest krytycznym
porownaniem uzyskanych przez Doktorantke wynikdw, a takze wczesniejszych prac
przeprowadzonych w zespole, z najnowszymi danymi literaturowymi. Zabrakto mi w tej czesci
pracy jedynie propozycji kierunkéw dalszych badan.

Nasuwa mi sie kilka zagadnien i kwestii, 0 omdwienie ktérych prositabym Doktorantke
w trakcie publicznej rozprawy:

1. Prosze o uzasadnienie braku zastosowania w charakterze kontroli, typu dzikiego
rycyny w eksperymentach przedstawionych w rozdziale 6.1, 6.8, 6.9 oraz 6.10.

2. Jaka byta istotnos$¢ statystyczna oznaczona jako ,***”? 0,001 czy 0,0001?

3. Czy na Ryc. 14 brak stupka btedu wynika z jego bardzo matej wartosci?

4, Prosze o zweryfikowanie podpisu osi Y na wykresach przedstawionych na Rys. 15B,
15D, 16B, 18B, 24B i 26B.

5. Prosze o zweryfikowanie podpisu WB przedstawionego na Rys. 16A.

6. W pracy stosowano zmutowang forme RTA, RTApzs0a. Prosze o informacje skad
wiadomo, iz biatko to ma zmieniong strukture drugorzedowa.

7. W jaki sposob okreslana byta hydrofobowos¢ wariantéw RTA oraz BACE?

8. Czy wyniki przedstawione na Rys. 28, to kontrola nadprodukcji Derlin dla
eksperymentu, ktérego wyniki przedstawiono na Rys. 29, czy tez jest to niezalezny
eksperyment?

Praca jest napisana starannie. Autorka nie ustrzegta sie jednak kilku btedéw
interpunkcyjnych, typograficznych i stylistycznych (szczegdlnie w Streszczeniu). W catej pracy
bardzo naduzywany jest skrét ,,m.in.”. Okreslenie ,fatdowanie biatek”, bedace kalka z jezyka

angielskiego, powinno by¢ zastgpione przez ,zwijanie biatek”. W Wykazie skrotow brak



konsekwencji w rozwinieciach, czasami pojawiajg sie nazwy polskie, czasami tylko angielskie,
czasami obie wersje jezykowe. Nie wszystkie rysunki sg spdjne pod wzgledem graficznym (brak
konsekwencji w doborze i wielkosci czcionek), a na koncach linii pojawiajg sie pojedyncze
litery. W pracy znalazto sie kilka niefortunnych sformutowan (np. ,,RTA sktada sie z 267 reszt
aminokwasowych, tworzacych 3 gtéwne struktury biatka”, ,RTB sktada sie z 262 reszt
aminokwasowych, tworzacych dwa identyczne, homologiczne biatka”, ,struktura utworzona
na podstawie sekwencji dostepnej w bazie danych PDB”, ,Tris base”, ,,% w stosunku do
kontroli”, , plazmid niosacy gen kodujacy”). Pragne jednak podkresli¢, ze sa to nieznaczne

uchybienia o charakterze edytorskim, niemajgce wptywu na wartos¢ merytoryczng pracy.

Podsumowujac, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Hanny
Sominki-Pierzchlewicz zatytutowanej ,Specyficznos¢ rozpoznawania i transportu substratéow
systemu degradacji biatek zwigzanego z retikulum endoplazmatycznym ERAD” jest wysoce
pozytywna. Uzyskane przez Doktorantke wyniki uwazam za niezwykle oryginalne
i wartosciowe. Wnoszg one nowg wiedze w obszar badan nad procesem ERAD, otwierajac
nowe mozliwosci terapeutyczne. W sSwietle przedstawionej powyzej, pozytywnej oceny
rozprawy doktorskiej wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego
o dopuszczenie mgr Hanny Sominki-Pierzchlewicz do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Stwierdzam, iz przedstawiona rozprawa reprezentuje wysoki poziom naukowy i spetnia
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 ustawe — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 r. poz. 1669 ze zm.), stawiane rozprawom

doktorskim.
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