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Uzyskanie kontroli terapeutycznej na homeostaza biatkowa komarek pozostaje kluczowym do
rozwiazania problemem na drodze do opracowania skutecznych terapii na zaréwno rzadkie schorzenia o
podtozu genetycznym jak i cywilizacyjnym. Jest to tym trudniejsze, ze poza iloscia i czasem Zycia biakek
w komérce, rownie wazna jest ich wlasciwa lokalizacja oraz struktura funkcjonalna biologicznie uzyskana
W procesie zwijania. Czynniki $rodowiskowe, jak i mutacje genetyczne mogg bowiem uniemozliwia¢
biatkom uzyskanie ich natywnej formy, i w konsekwencji skazywa¢ takie dysfunkcyjne proteiny na
degradacje. Z uwagi na swoje przeznaczenie, biatka blonowe i sekrecyjne dojrzewaja i sa zwijane w
retikulum endoplazmatycznym (ER), by ewentualnie po akceptacji przez mechanizm kontroli tego
organellum, ulega¢ dalszym modyfikacja potranslacyjnym w aparacie Golgiego i trafi¢ do swojej lokacji
docelowej. Natomiast bialka, ktorym nie udalo sie uzyskaé poprawne;j struktury w ER, sa kierowane do
degradacji w cytozolu za posrednictwem systemu ERAD. System ERAD, poprzez usuwanie ze $wiatta ER.
zle zwinigtych tancuchéw peptydowych zapobiega ich agregacji i zapewnia cigglos¢ funkcji retikulum
endoplazmatycznego. Stanowi on tym samym niezwykle ciekawy i jak pokazuje przykfad obecnej
skutecznej terapii na mukowiscydoze (gdzie chroni si¢ zle zwinigty zmutowany CFTR przed ERAD’em),
cel terapeutyczny. Nalezy jednak mie¢ na wzgledzie, ze zaadresowanie réznorodnosé funkcji jak i struktur
biatkowych procesowanych w ER. wymusza nie tylko duza plastycznosé, ale i réwniez zlozonosé
mechanizméow ERAD. Koniecznym jest wiec doglebne zrozumienie dzialania tej komponenty ER nie tylko
W ujeciu ogdlnym, ale réwniez poszczegolnych biatek o okredlnej roli w patogenezie ludzkich schorzen,

Jak wspomniany CFTR, czy kluczowy dla choroby Alzheimera, prekursor amyloidu (APP).




Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska m gr Jowity Nowakowskiej-Golackiej wykonana pod
Kierunkiem dr hab. Moniki Stonimskiej Wojewadzkiej prof. Uniwersytetu Gdanskiego w Katedrze
Biologii i Genetyki Medycznej, stanowi cenny wktad do wiedzy dotyczacej tego ostatniego aspektu

powyzszej tematyki.

Rezultaty badan przedstawione w rozprawie doktorskiej miaty bowiem za cel zrozumienie rolj wybranych
sktadowych ERAD, biatek z rodziny EDEM, w procesach dojrzewania i degradacji APP.

Do recenzji przedtozono rozprawe doktorska liczaca 92 strony facznie z wykazem pismiennictwa
wspotautorow. Przedstawiona praca zawiera wszystkie wymagane czesci i sktada sie z wstepu, celu pracy,
omoéwienia kolejno materiatow, metod oraz uzyskanych wynikéw, podsumowania w formie

syntetycznych wnioskow jak i dyskusji.

Wstep rozprawy obejmuje 19 stron a omawiany w tym rozdziale aktualny stan wiedzy dobrze
ilustruje podjety problem badawczy. Kandydatka rozpoczyna ten rozdziat bardzo klasycznie, od og6lnego
przedstawienia funkcji ER, zawezajac stopniowo tematyke do procesow syntezy i dojrzewania bialek w
tym organellum. Konsekwentnie, omawia znaczenie mechanizméw kontroli jakosci zwijania bialek w ER
aby podkresli¢ znaczenie systemu ERAD i omowi¢ aktualny stan wiedzy odnosnie jego funkcji i
sktadowych i substratow. Wstep jest zwieficzony przyblizeniem biogenezy APP i odpowiednio roli ER i

ERAD w tym procesie. Podsumowujac, omawiany rozdziat rzetelnie i syntetycznie a przede wszystkim

logicznie przedstawia i porzadkuje problematyke badawczg rozprawy. W opinii recenzenta Autorka

sprostata trudnemu wyzwaniu doboru whasciwych dla Jej rozprawy informacji i przedstawieniu ich w
spos6b wywazony, co stanowi bardzo dobre wprowadzenie do wnikliwego oméwienia opublikowanych
badan. Rowniez przeglad rozwaznie dobranych 106ciu pozycji aktualnego pismiennictwa. wskazuje na

bardzo dobre przygotowanie Doktorantki i zrozumienie podjetej tematyki badawczej.

Konsekwencja tego ukierunkowanego przedstawienia problematyki badawczej jest okreslenie przez
Kandydatke gléwnego celu badan oraz szczegbtowych zadan badawczych. Mimo ze, jest to ogolnie
przyjeta konwencja, to jednak taka konstrukcja tego rozdziatu mylnie wskazuje na obserwacyj ny
charakter badan, podczas gdy zaproponowanie mechanistycznej hipotezy badawczej, podkreslitoby
wysoka wartos¢ naukowa i ,.elegancje” realizowanych zalozen eksperymentalnych. Korzystajge z okazji

prositbym Kandydatkg o zdefiniowanie takiej hipotezy.

Nie mam réwniez wiekszych zastrzezen do podsumowania metodyki. Jest to staranny zbior
protokotow umozliwiajacy replikacje wynikow. Z obowiazku recenzenta prosze jedynie o
doprecyzowanie: 1. Jak weryfikowano poprawnos¢ reakcji qPCR vide Tabela 4. 2. Jakie byly przestanki
do wykorzystania GAPDH w charakterze kontroli odniesienia w przypadku tej metody a beta-aktyny w

przypadku WB.

Rozdzial wyniki otwiera prezentacja dystrybucji endogennych from APP w komorkach HEK293

(prositbym tu o krétkie umocowanie tego modelu w kontekscie schorzen neurodegeneracyjnych), oraz



ekspresji egzogennego APPys oraz APPs (Ryc. 7). Szczegolnie w przypadku egzogennego APP;s),
biatko akumuluje si¢ gtéwnie w formie niedojrzatej w ER. Czy okresiano stosunck poszczegolnych form,

Jak on si¢ ma do ekspresji egzogennej?

Nastepnie Kandydatka wprowadza do modelu cgzogenne biatka EDEM (Ryc. 8) i obserwuje w tescie
ELISA znaczacy spadek endogennego na poziomie calkowitym APP. Nastepnie analogiczne pomiary
wykonano w modelu cgzogennych EDEM i APPyos obserwujac znaczenie bardziej spektakularne efekty
(Ryc. 9). Nie wykazano czy wprowadzenie dwéch bialek egzogennych nie prowadzi do obnizenia poziomu
ich produkcji na skutek osiggniecia maksymalnej wydolnosci ER dla syntezy i dojrzewania bialek. Nie
przedstawiono kontroli pozytywnej w postaci oceny zmian ekspresji innego kanonicznego substratu

ERAD. Prosilbym Kandydatke o ustosunkowanie si¢ do powyzszych uwag,

W kolejnych rozdziatach przedstawiono efekty nadekspresji EDEM na endogenne APP oraz
analogiczne wyniki dla egzogennych izoform APP, wykazujac, ze zwigkszenie ilosci biatek z rodziny
EDEM prowadzi najczesciej do obnizenia ilogei zaréwno dojrzatego jak i niedojrzalego APP. O ile
spodziewac¢ si¢ mozna redukcji na drodze ERAD formy niedojrzatej, 1o prositbym o komentarz odnosnie

do obnizonego poziomu dojrzalego APP.

Kandydatka testuje bowiem dalej hipoteze, ze za degradacje APP odpowiada 0§ ERAD proteasom.
Wykorzystuje w tym celu inhibitor proteasomu epoksomycyne. Czemu na rycinach 16-21 nie
przedstawiono kontroli nie traktowanej tym zwigzkiem? Epoksomycyna prowadzi do deregulacji
homeostazy ER (stres ER, co Jest dyskutowane przez Kandydatke), Jakie eksperymenty nalezy

przeprowadzi¢ majge na wzgledzie ten efekt epoksymycyny aby wnioski byly w pelni uzasadnione?

Kanonicznie, Kadydatka w dalszej czgsci pracy podejmuje sie wyciszenia ekspresji endogennych
EDEM i i obserwuje akumulacje APP-s). Czy wyciszenie EDEM prowadzito do aktywacji UPR? Czy

badano wplyw wyciszenia na inne substraty ERAD?

Na pochwale zastuguja wyniki trudnych technicznie eksperymentow przedstawionych na Ryc. 26 i
27, gdzie wida¢ wptyw EDEM1 i EDEM2 na translokacje APPsos z ER do cytozolu. oraz wyniki

przedstawione na rycinach 31 i 32, gdzie wykazano analogiczne efekty na wydzielane AP.

Na koniec cheialbym zapytaé kandydatke jakich wynikow spodziewataby sig, gdyby zamiast
epoksomycyny uzyla odpowiednio tunikamycyny oraz beferdyny A? . Prositbym réwniez o

doprecyzowanie wnioskowanego znaczenia terapeutycznego prezentowanych wynikow.

Jednoczesnie pragne podkresli¢, iz bardzo wysoko oceniam zaréwno warsztat, naklad pracy jak i
przygotowanie doktorantki. Wyniki maja bardzo duzg wartos¢ naukows i potencjalnie medyczng. Moje
pytania wynikaja nie z brakow w pracy, a powodowanego jej wysokim poziomem merytorycznym

dazenia do lepszego zrozumienia prezentowanych wynikow. Nalezy podkre$lié bardzo dojrzalg




dyskusje, jaka Kandydatka przedstawila uzasadniajgc swoja interpretacje wynikow eksperymentalnych i
wskazujac na istotne czynniki wplywajace na koncowe efekty prowadzonych badan. Dyskusja jest
krytyczna nie nadinterpretowata znaczenia poszczegllnych obserwacji, rzeczowo i konsekwentnic

przedstawia przyjeta lini¢ rozumowania.

Rozprawa Pani Jowity Nowakowskiej-Gotackiej $wiadczy jednoznacznie 0 jej samodzielnosei,
bogatym warsztacie badawczym, ogromie zaangazowania i cigzkiej pracy eksperymentalnej, a co

najwazniejsze dojrzalosci naukowe;j.

Rozprawa Jowity Nowakowskiej-Gotackiej spetnia wigc wymagania stawiane pracom na stopien

naukowy doktora i znakomicie dokumentuje opanowany przez Doktorantke warsztat naukowy.

Whioski koncowe
Recenzowang rozprawe oceniam bardzo wysoko z uwagi na unikalny warsztat badawczy, duze walory

naukowe i spoleczne uzyskanych wynikéw i wnosz¢ do wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego o jej wyréznienie,

W $wietle wyzej przedstawionej, pozytywnej oceny recenzowanej rozprawy doktorskiej, stwierdzam,
ze zostaly spelnione wymogi formalne i merytoryczne stawiane rozprawom doktorskim, zawarte w Art.
13 obowigzujjcej ustawy z dn. 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., 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 poz.1669 z poin. Zm.).

Na tej podstawie wnosz¢ do wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego

o dopuszczenie mgr Jowity Nowakowskiej-Gotackiej do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.
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