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Recenzja rozprawy doktorskie;j

mgr. JOWITY NOWAKOWSKIEJ-GOLACKIEJ
pt.: "Rola bialek z rodziny EDEM w regulacji metabolizmu bialka prekursorowego
amyloidu (APP)”

Choroba Alzheimera (AD) jest nieodwracalng i najczgsciej wystepujaca choroba
otgpienng, charakteryzujacg si¢ stopniowym pogorszeniem pamigci i zdolnosci
psychomotorycznych. Na calym $wiecie prawie 50 milionéw ludzi, gtownie w wieku 65 lat i
starszych, moze doswiadczy¢ demencji spowodowanej przez chorobe Alzheimera. Ponadto
szacuje si¢, ze w roku 2050 liczba chorych moze wzrosngé nawet trzykrotnie. Ze wzgledu na
wzrost w populacji os6b w podesztym wieku wzrasta liczba chorych na to schorzenie
neurodegeneracyjne, co jest bardzo istotnym problemem zdrowia publicznego. Wiedza na
temat mechanizméw prowadzacych do zmian neurodegeneracyjnych w chorobie Alzheimera,
mimo stale dokonujacego si¢ postepu w badaniach naukowych, jest niestety nadal
niekompletna.

Jedng z czasteczek, ktére w gtownej mierze przyczyniaja si¢ do inicjacji proceséw
neurodegeneracyjnych, jest beta-amyloid. Powstaje on z biatka prekursorowego amyloidu
(APP, ang. amyloid precursor protein), ktore moze okazaé sie celem w nowoczesnej terapii.
APP jest obecne we wszystkich komoérkach organizmu w stezeniu pikomolarnym, ale jego
funkcje nadal sg przedmiotem intensywnych badan, co najlepiej oddaje jego druga nazwa ,,the
All Purpose Protein” tj. biatko do wszystkich celow. APP to transmembranowa proteina typu |
o masie 120 kDa i o stosunkowo duzej, konserwatywnej domenie zewnatrzkomérkowej i
krétkim odcinku cytoplazmatycznym. Biatko to wystepuje w kilku izoformach, powstajacych
w wyniku alternatywnego sktadania 18 eksondw, z ktorych jest zbudowany krotki gen 4APP,
zlokalizowany na chromosomie 21 u czlowieka. Izoformy te réznia si¢ liczba aminokwasow
budujacych APP i budowg czasteczki biatka. Trzy najczgsciej wystepujace izoformy APP to:
APP770, APP751 1 najliczniejsza w neuronach, posta¢ APPgos. W neuronach APP obecne jest we
wszystkich strukturach komorki, tacznie z jadrem komorkowym. Izoformy APP ulegaja
ekspresji takze w innych komoérkach organizmu, np. w komorkach serca, Sledziony, nerek czy
migsni szkieletowych. APP ulega N-glikozylacji w retikulum endoplazmatycznym (ER), a
nastgpnie dojrzewaniu w aparacie Golgiego, gdzie jest modyfikowane potranslacyjnie. APP,
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ale takze jego produkty degradacji mogg ulega¢ retrotranslokacji z ER do cytozolu w procesie
ERAD, ktéry polega na rozpoznawaniu oraz kierowaniu nieprawidtowo sfaldowanych biatek
do cytolozu, gdzie poddane sa degradacji proteasomalnej. W procesie ERAD biorg udziat
lektyny z  rodziny *+ EDEM.  Nagromadzenie  nieprawidlowo  sfaldowanych
peptydowych produktéw degradacji APP w komdrkach mézgowych pacjentéw cierpigcych na
chorobe Alzheimera indukuje stres retikularny, w wyniku ktérego dochodzi do
hiperfosforylacji biatka Tau i dysfunkcji mitochondriéw, co uwazane jest za jeden z glownych
patomechanizmow tej choroby neurodegeneracyjne;j.

W ten nurt badan wpisuje si¢ rozprawa doktorska mgr. Jowity Nowakowskiej-Gotackiej
prezentujgca wyniki badan in vitro nad wptywem zwiekszonej ekspresji genéw kodujacych
biatka z rodziny EDEM na metabolizm biatka perkursorowego amyloidu. Doktorantka swoje
badania prowadzita na modelach komoérkowych, z wykorzystaniem nieneuronalnej linii -
komérkowej HEK293 i neuronalnej linii komérkowej SH-SY5Y z nadekspresja lub supresja
genow kodujacych biatka z rodziny EDEM i nadekspresja genu kodujacego izoforme APPgos.

Praca zrealizowana zostala w Katedrze Biologii i Genetyki Medycznej Uniwersytetu
Gdanskiego pod kierunkiem Pani dr hab. Moniki Stominskiej-Wojewddzkiej, prof. UG.

Temat  wybrany  przez  doktorantk¢  uwazam  za  aktualny, wazny
poznawczo i istotny praktycznie. Doktadne poznanie mechanizméw regulujacych ilos¢ APP i
jego produktow degradacji w komorkach oraz usuwania agregatow biatkowych tworzonych
przez beta-amyloid moze mie¢ istotne znaczenie dla opracowania skutecznych metod leczenia
chordéb neurodegeneracyjnych.

Cel rozprawy doktorskiej - ocena roli biatek z rodziny EDEM w regulacji metabolizmu
biatka prekursorowego amyloidu w modelu komérkowym z wykorzystaniem nieneuronalnej
linii komorkowej HEK293 z nadekspresjg lub supresja genéw kodujacych biatka EDEMI,
EDEM?2 i EDEM3 jest ambitny, a wyniki uzyskane majg znaczng warto$¢ poznawcza dla
mechanizméw regulujgcych ilosé biatka APP w komorkach.

Przestawiona do oceny praca posiada uktad typowy dla rozpraw doktorskich 1 zawarta
jest na 92 stronach podzielonych na nastepujace rozdzialty: streszczenie zarowno w jezyku
polskim, jak i angielskim, wstep, cel pracy, materialy, metody, wyniki, podsumowanie,
dyskusja i wykaz pismiennictwa. Catos$¢ poprzedza informacja o zrédle finansowania badan z
projektu NCN pt.: ,,Mechanizmy kierowania biatek do kanatow retikulum endoplazmatycznego
podczas procesu degradacji polipeptydéw zwigzanego z blonami srodkomoérkowymi (ERAD)”
- 2015/19/B/NZ3/03266; Kierownik projektu: dr hab. Monika Stominska-Wojewodzka. Jako
recenzentowi brakuje mi wykazu uzywanych skrétow.

Praca rozpoczyna sie od streszczenia, co wprowadza w tematyke podjetych badan.
Streszczenie jest napisane poprawnym jezykiem naukowym. We ,,Wstepie” autorka w
pierwszych podrozdzialach przedstawia w sposob zwiezly i klarowny budowe 1 funkcje
retikulum endoplazmatycznego, doktadnie charakteryzuje biatka z rodziny EDEM, interakcje
tych biatek z biatkami biorgcymi udzial w procesie ERAD oraz wybrane substraty procesu
ERAD rozpoznawane przez bialka z rodziny EDEM. Doktorantka w kolejnych podrozdziatach
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wstepu przedstawia aktualny stan wiedzy na temat biatka prekursorowego amyloidu oraz jego
transportu 1 obrobki proteolitycznej w komoérce. W ostatnim podrozdziale wstgpu podkresla
istotng rol¢ ER w metabolizmie APP zaréwno na jego wczesnych etapach dojrzewania, jak i w
regulacji jego ilosci poprzez degradacje proteasomalna.

Celem podjetych przez Doktorantke badan bylo ustalenie roli biatek z rodziny EDEM
w regulacji metabolizmu biatka prekursorowego amyloidu za pomoca:
1. oceny wpltywu nadekspresji gendw EDEMI, EDEM2 i EDEM3 w modelu
komorkowym HEK?293 bez i z nadeskpresja izoformy APPeos na ilos¢ biatka
APP oraz jego degradacj¢ proteasomalng

2. oceny wplywu supresji genow EDEMI, EDEM2 i EDEM3 w modelu
komoérkowym nieneuronalnym HEK293, jaki i neuronalnym SH-SYSY na
ilos$¢ endogennego biatka APP

S oceny kolokalizacji bialek z rodziny EDEM z biatkiem APP i ich roli w
transporcie APP z ER do cytozolu

4. oceny wplywu nadekspresji genow EDEMI, EDEM2? i1 EDEM3 na
wydzielanie beta-amyloidu przez komérki HEK293.

Proszg, zeby Doktorantka wyjasniata, dlaczego w modelu komérkowym HEK293 z
nadprodukacja egzogennego APP wybrata izoforme¢ APPsos oraz ktore izoformy APP sg
najbardziej amyloidegenne?

Kolejny rozdziat zawiera szczegotowy wykaz wraz z opisem materiatow oraz aparatury
i programéw komputerowych wykorzystanych w pracy badawczej. W rozdziale metody
autorka szczegolowo opisuje metody badawcze wykorzystane w pracy.

W nastgpnym rozdziale Doktorantka przedstawia zwigzle i poprawnie wyniki swoich
badan w 10 podrozdziatach. Czgs¢ wynikéw prezentowanych w tym rozdziale mgr Jowita
Nowakowska-Golacka wraz ze wspotautarami opublikowala w czasopismie o zasiegu
miedzynarodowym: International Journal of Molecular Sciences - Nowakowska-Gotacka, J.,
Czapiewska, J., Sominka, H., Sowa-Rogozinska, N., Stominska-Wojewoddzka, M., 2021.
EDEMI1 Regulates Amyloid Precursor Protein (APP) Metabolism and Amyloid-$ Production.
Int. J. Mol. Sci. 23, 117.

Doktorantka w opisie wynikdw przedstawia reprezentatywne zdjecia analizy Western
blot obrazujace wpltyw nadekspresji genéw EDEMI, EDEM?2 i EDEM3 na obnizenie ilosci
endogennych i egzogennych form biatka APP w komorkach HEK293. Ciekawi mnie catkowity
brak prazka odpowiadajacego biatku EDEMI1, 2 i 3 w lizatach komérek bez nadekspresji genow
EDEMI, EDEM?2 i EDEM3 oznaczonych jako kontrola - rycina 10a, 11b, 12a, 13a, 14ai 15a.
Czy rzeczywiscie geny kodujace biatka z rodziny EDEM nie ulegajg ekspresji w komoérkach
HEK293, czy moze wynika to z zastosowanej metody detekcji biatek?. Prosze doktorantke o
komentarz.
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Natomiast na rycinie 13¢ wdarl si¢ chyba btad i zamiast ,,ndAppsss i dAPP751 powinno
by¢ dAPPeos i nd APP7s) — prosze o wyjasnienie tej kwestii opisu wykresu.

Ponadto reprezentatywne zdjecie wykonane z uzyciem mikroskopii konfokalnej
obrazujace kolokalizacje¢ biatkka EDEMI1 Iub 3 z biatkiem APPgs w komorkach HEK293
(rycina 28) wedtug mnie nie odzwierciedla wartosci kolokalizacji (0,87 i 0,75) opisanych w
rozdziale 7.9. Chcialabym ustysze¢ komentarz Autorki do tego wyniku.

Wyniki badan Doktorantki i wspotautorow potwierdzity istotng role bialek z rodziny
EDEM w regulacji metabolizmu biatka prekursorowego amyloidu oraz produkcji beta-
amyloidu. Zwigkszona ekspresji genéw kodujacych biatka EDEM1-3 znaczaco obniza ilo$¢
endogennych i egzogennych form biatka APP w modelu komorkowym HEK293, natomiast
supresja tych genoéw znosi ten efekt zarowno w modelu komorkowym z wykorzystaniem
nieneuronalnej linii komoérkowej HEK293, jak i neuronalnej linii komorkowej SH-SYSY.
Doktorantka wykazala réwniez zaangazowanie bialek EDEM1 i EDEM3 w procesie
retrotranslokacji izoformy APPsos z ER do cytozolu. Dodatkowo zwigkszona ekspresja genow
kodujacych biatka EDEM1 i EDEM3 obniza sekrecj¢ beta-amyloidu przez komorki HEK293.
Ponadto otrzymane wyniki wskazujg na kluczowa role biatek z rodziny EDEM w degradac;ji
proteasomalnej APP. Wyniki zaprezentowane w pracy ukazaty kolejne elementy, ktére moga
modyfikowa¢ mechanizmy lezace u podtoza choroby Alzheimera. A selektywna nadekspresja
genow kodujacych biatka EDEMI1 i EDEM3 moze mieé¢ znaczenie dla opracowania
skutecznych metod leczenia tej choroby neurodegeneracyjne;j.

Wyniki badan zostaly poddane szerokiej dyskusji w kolejnym rozdziale, begdacej
podstawa do postawienia ostatecznych wnioskow.

Pismiennictwo w pracy obejmuje 107 pozycji literaturowych zestawionych zgodnie z
kolejnoscig alfabetyczna, ponadto okoto 20% stanowia pozycje literaturowe opublikowane w
ciggu ostatnich 5 lat.

Dodatkowo opublikowanie przez Doktorantke czgsci swoich wynikow w czasopismie
anglojezycznym z listy filadelfijskiej o IF 6,208 (Doktorantka jest pierwszym autorem) jest
efektywnym dowodem przygotowania mgr. Jowity Nowakowskiej-Gotackiej do dalszej
samodzielnej pracy naukowej, jak rowniez pozwala wierzy¢é w dynamiczny Jej rozwdj
naukowy. Opublikowanie wynikéw swoich badan eksperymentalnych wymaga przejscia przez
wszystkie etapy zwigzane z praca naukowsg: stworzenie koncepcji pracy, wykonanie czgsci
doswiadczalnej 1 laboratoryjnej, opracowanie i interpretacja wynikéw, napisanie i
przygotowanie manuskryptu do druku, jak rowniez ustosunkowanie si¢ do uwag recenzentow,
umiejetnos¢ wspotpracy z innymi badaczami (wspotautorstwo).

Niestety z obowigzku recenzenta musze zaznaczy¢, ze Doktorantka nie unikngta
drobnych bledow jezykowych, niescistosci merytorycznych i nomenklaturowych w teksie
rozprawy. Na przyktad, Doktorantka napisata:

- tworzenie mostkow dwusiarczkowych” str. 5, a powinno by¢ tworzenie mostkow
disiarczkowych wedtug obowigzujgcej nomenklatury chemicznej;
- ,mostkiem dwusiarczowym” str. 15, a powinno by¢ mostkiem disiarczkowym;
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-, UDP glukozoglikoproteinoglukozylotransferaz¢ 1 (ang. UDP-glucose: glycoprotein
glucosyltransferase 1, UGGT1), a powinno by¢ UDP
glukozoglikoproteinoglikozylotransferaze 1;

- nazw ludzkich genéw (str. 30) malymi literami: ,.edem!, edem2, edem3”, a powinno by¢
EDEM]I 1 tak dalej;

- ,epoxymycyng” str. 59, a powinno by¢ epoksymycyna.

Wkradly si¢ tez bledy edytorskie: brak spacji miedzy wyrazami. Na przyktad: str. 17, 34, 78,
82.

Jednakze, nie wptywajg one na ogdélny poziom naukowy pracy.

Na koniec pragne podkresli¢, ze ogolna koncepcja rozprawy doktorskiej mgr. Jowity
Nowakowskiej-Gotackiej jest dobrze przemyslana, bardzo logiczna i spdjna. Cel badawczy
zostatl poprawnie sformutowany. Na podkreslenie zastuguje bogaty warsztat eksperymentalny,
umiejetnos¢ analizy uzyskanych wynikéw oraz czesciowa ich publikacja w czasopismie
naukowym. Uwazam, ze Doktorantka osiaggneta stawiane sobie cele. Wyniki badan
eksperymentalnych pozwolily na wyciggniecie wniosku sugerujgcego istotng rolg biatek z
rodziny EDEM w regulacji metabolizmu APP i produkcji beta-amyloidu w komorkach w
badaniach in vitro.

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr. JOWITY
NOWAKOWSKIEJ-GOLACKIEJ pt.: ”Rola bialek z rodziny EDEM w regulacji
metabolizmu bialka prekursorowego amyloidu (APP)” spelnia 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 p6zn. zm.), w zw. Z art.
179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajjce ustawe¢ - Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z p6zn. zm.). Wnosz¢ zatem do Rady Dyscypliny
Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr. JOWITY
NOWAKOWSKIEJ-GOLACKIEJ do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorgc pod uwage szeroki zakres metod badawczych, wartos§¢
naukowa otrzymanych wynikéw oraz fakt, iz zostaly one juz cz¢$ciowo opublikowane,
whnioskuj¢ réwniez o wyroznienie rozprawy doktorskiej mgr. Jowity Nowakowskiej-
Golackiej.
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Monika Sakowicz-Burkiewicz
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