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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Izabelli Jasyk zatytulowanej
»Rola ligazy ubikwityny Pellino3 w szlaku sygnalowym zaleznym od

receptora dla interferonéw typu I”

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Izabelli Jasyk zostala
wykonana w Laboratorium Immunologii Mikrobiomu Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu Polskiej
Akademii Nauk, pod kierunkiem dr hab. Jakuba Siednienko.

Nadrzgdnym celem pracy byto ustalenie roli ligazy ubikwityny Pellino3 w
IFNAR - zaleznej aktywacji kaskady sygnalizacyjnej prowadzgcej do produkcji
chemokin. Ponadto celem dodatkowym byla proba identyfikacji kinaz i
czynnikdw transkrypcyjnych regulowanych przez ligaze ubikwityny Pellino3,
pozwalajgcych na inicjacje procesu transkrypcji cytokin aktywowanych przez
interferon IFNf. Nie mam watpliwosci, ze zakres tematyczny niniejszej pracy i
jej cele sg wazne i wartosciowe.

Interferony sg znanymi od ponad pot wieku biatkami produkowanymi
przez m.in. komorki ludzkie w odpowiedzi na obecnos$¢ patogendéw takich jak
wirusy, mikroorganizmy, pasozyty, ale tez komérki nowotworowe. Cytokiny te
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mechanizmy obronne ukladu odpornociowego w przypadku pojawienia si¢
patogenow, a jednym z najwazniejszych z nich jest interferon typu I (INF I), do
ktorego zalicza sig tez interferon IFNB, wykorzystywany do badan w niniejszej
pracy. Dzigki szerokiej wiedzy nt. immunomodulacyjnej roli interferon typu I'i
jego skutecznego dziatania farmakologicznego od wielu lat wykorzystywany jest
w terapiach przeciwwirusowych, przeciwnowotworowych, ale tez choréb dot.
zaburzen odpornosci. Ze wzgledu na powyzsze, zainteresowanie zarowno
naukowcow, jak i przemystu biofarmaceutycznego jest ogromne, a ilo$¢ doniesien
naukowych i patentéw juz dawno przekroczyta warto$¢ 100 000. Tematyka
badawcza niniejszej dysertacji wpisuje sie w trendy wspotczesnych badan, a jej
owoce mogg stanowi¢ cenny wklad w rozwoj nauki i przyczyni¢ si¢ do
opracowania nowych strategii leczenia.

Rozprawa doktorska mgr inz. Izabelli Jasyk, napisana w jezyku polskim,
obejmuje 120 stron maszynopisu, podzielonych na 13 ponumerowanych
rozdziatow, wérdd ktérych znajdujg si¢ elementy typowe dla tego typu utworow
m.in.: streszczenie w jezyku polskim i angielskim (3 strony), wstep (22 strony),
zalozenia i cel pracy (1 strona), opis zastosowanych w pracy metod badawczych
(21 stron), wyniki badan wiasnych (25 stron), dyskusje (10 stron), wnioski (1
strona). Ponadto praca zawiera wykaz stosowanych skrétow, bibliografi¢ (142
pozycje literaturowe) oraz spis rycin i rysunkow. Tekst zostal napisany jasnym
jezykiem, jednakze nie jest on wolny od btedow, szczegoty znajdujg si¢ w dalsze]
czesci recenzji.

Prace eksperymentalne zostaly podzielone na dziewig¢ czgsci. We
wszystkich z nich wykorzystywano dwie mysie (BMDM) i dwie ludzkie (THP-1)
linie komoérkowe, przy czym w kazdym przypadku wykorzystano lini¢ typu
dzikiego, jak i linie z nokautem genu kodujacego ligaz¢ ubikwityny Pellino3, co
pozwolilo na uzyskanie do$¢ jednoznacznych, a zarazem cennych wynikow.

Wszystkie do§wiadczenia zostaly zaplanowane w przemyslany i staranny sposob,

Politechnika
Warszawska

ul Noakowskiego °
00-664 Warszaw

www.ch.pw.edu.pl



\Vydziat
(Chemiczny

a kolejny etapy badan stanowig logiczng konsekwencje uzyskanych wczesniej
wynikow. Doboru zarowno badanych linii komorkowych, wykorzystywanych
przeciwcial, jak i metod badawczych, w tym do badania poziomu ekspresji genow
kodujacych cytokiny (reakcja RT-PCR), poziomu wydzielanych cytokin (test
ELISA), jak i analizy translokacji czynnikow transkrypcyjnych do jadra
komorkowego (technika Western blotting), dokonano w adekwatny do
zrealizowania zatozonych celow sposob. W poczatkowej fazie prac badawczych
przeprowadzono ocene wptywu stezenia interferonu [FNf na indukcje¢ ekspresji
wybranych genow kodujacych cytokiny (Cxcl9, Cxcl10, Cxcl11) i wptywu ligazy
ubikwityny Pellino3 na ich ekspresje, co pozwolito na wyznaczenie
podstawowych parametrow, zastosowanych w dalszej czgsci do$wiadczen.
Nastepnie okre$lono wplyw bialka targetowego na wydzielenie wybranych
cytokin w odpowiedzi na interferon IFNP oraz przeprowadzono analiz¢ ekspresji
gendéw kodujgcych podjednostki receptora IFNAR, wykazujgc m.in., iz wzor ich
ekspresji jest identyczny dla wszystkich linii komérkowych. Zbadano tez wptyw
ligazy ubikwityny Pellino3 na aktywacj¢ kinaz biatkowych i czynnikéw
transkrypeyjnych aktywowanych przez interferon IFNB w trzech r6znych
szlakach aktywujgcych: JAK-STAT, MAPK i NFkB, co pozwolilo na uzyskanie
interesujgcych  wynikow, wskazujacych na brak zaangazowania bialka
targetowego w aktywacje i fosforylacje kinaz biatkowych MAPK (ERK1/2, JNK,
p38). Ponadto sprawdzono jaki jest wplyw ligazy ubikwityny Pellino3 na
translokacje do jgdra komorkowego czynnikow transkrypcyjnych aktywowanych
w szlakach sygnalowych pochodzacych od interferonu IFNP, ewidentnie
wykazujac translokacje dimeru STAT1/IRF9, zwlaszcza w przypadku mysiej linii
komdrkowej. W ostatnich trzech etapach pracy okreslono wpltyw ligazy
ubikwityny Pellino3 na ekspresje gendéw kodujgcych cytokiny w odpowiedzi na
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(JSH23), inhibitora proteasomu 26S (MG132), inhibitora kinazy PI3K
(wortmanniny) i inhibitora kinazy biatkowej C (Ro318220).

Recenzowang prace doktorskg konczy wyczerpujaca dyskusja i zwigzle
podsumowanie wynikow. Na podstawie uzyskanych rezultatow ustalono funkcje
ligazy ubikwityny Pellino3, jako pozytywnego regulatora szlakow sygnatowych
interferonu IFNP. Przedmiotowe biatko wptywa na ekspresje genow Cxcl10,
CXCLI10 i Cxclll, a co si¢ z tym wigze wydzielanie kodowanych przez nie
cytokin. Ligaza ubikwityny Pellino3 przyczynia si¢ do fosforylacji czynnika
transkrypcyjnego STAT1 oraz pozwala na translokacje do jadra komérkowego
kompleksu STATI1/IRF9 i podjednostek Rel. Ponadto wplywa ona na
przekazywanie sygnatu w szlaku aktywujacym czynnik transkrypcyjny NFkB
oraz degradacje podjednostki inhibitorowej IkB. Dyskusja zostata zakonczona
schematem przedstawiajgcym prawdopodobny mechanizm pozytywnej regulacji
transkrypcji gendéw kodujgcych cytokiny w szlakach sygnalowych aktywowanych
interferonem IFNP przez ligaze ubikwityny Pellino3, co stanowi warto$ciowe
podsumowanie.

Zamierzone cele zostaly osiggniete, wzbogacajgc $wiat nauki w cenne
informacje. Uzyskane przez mgr inz. Izabelle Jasyk wyniki majg duzg warto$¢
poznawczg i z pewnoscig bedg stanowi¢ podwaliny pod dalsze badania zespotu
Laboratorium Immunologii Mikrobiomu Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu PAN oraz innych grup
naukowych.

Lektura pracy doktorskiej nasungta tez kilka pytan, do ktorych
ustosunkowanie si¢ prosze¢ autorke:

i.  Str. 25, 26, 28, 31, 32, 35 — ryciny 5.1-5.6 przedstawiajg r6zne
szlaki, ktore zostaly zapozyczone z artykutu naukowego autorki.
Dlaczego nie zastosowano cytowan literaturowych w opisie pod

rysunkami? Prosz¢ o wyjasnienie dlaczego wszystkie ryciny sg
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Vi.

Vii.

Viii.

ix.

Str. 78 (Rys. 8.15) ,.Wyniki badan przeprowadzonych na
komdrkach THP-1 wykazaly, ze podczas traktowania komdrek
IFNp do translokacji STATI do jgdra komorkowego dochodzi
Jedynie w komorkach dzikich.” — jak wyzej.

Str. 79 (Rys. 8.17) ,,Wyniki badan przeprowadzonych na
komérkach THP-1 wykazaly, ze podczas traktowania komdrek
IFNp przez 60 i 90 minut jedynie w komdrkach typu dzikiego
dochodzi do translokacji bialka p65 do jgdra komorkowego.” —jak
WyZej.

Str. 80, niektore rysunki majg anglojezyczne oznaczenia jak np. rys
8.18 czy 8.22. 7 czego to wynika?

Str. 82 ,,Wyniki reakcji PCR w czasie rzeczywistym pokazaly, ze w
THP-1 WT nie zaobserwowano zahamowania ekspresji genu
kodujgcego CXCLI0 (Rys. 8.19). Jednakie w tescie ELISA
obserwowano obnizenie produkcji cytokiny CXCLY...” — proszg o
wyjasnienie z czego mogg wynikaé te rozbieznosci.

Str. 86-88, na rysunkach 8.26 - 8.29 przedstawiono poziom
ekspresji genow kodujgcych cytokiny tylko dla linii komérkowych
mysich w odpowiedzi na traktowanie komorek interferonem IFNJ,
w obecnos$ci wortmanniny. Dlaczego nie przeprowadzono badan
réwniez dla linii komorkowych ludzkich? Ponadto prosz¢ wyjasni¢
dlaczego na w/w rysunkach zestawiono obok siebie stupki dla linii
komoérkowej BMDM WT i BMDM Peli3”? We wszystkich
wezesniejszych eksperymentach wyniki uzyskane dla w/w linii
byty prezentowane osobno.

Str. 100 na rysunku 10.1 brakuje doktadnego opisu tak jak ma to
miejsce w przypadku wszystkich innych rycin i rysunkow. Warto

tez wyjasni¢ co oznacza czerwony kolor.

Politechnika
Warszawska
1l Noakowskiego 3

00-664 Warszawa

www.ch.pw.edu.pl



\Vydziat
(Chemiczny

ii.

iil.

iv.

czarno-biate i nie najlepszej jakosci/rozdzielczosci, a czg$¢ rycin
(np. 5.1 i 5.2) zostata pozbawiona dolnej czgsci w stosunku do
publikacji. Warto zauwazy¢, ze w publikacji rysunki sg kolorowe i
czytelne. Ponadto zadna z rycin nie ma odnos$nika w tekscie.

Str. 64 ,,Stezenie 50 ng/ml okazalo sie granicznym, wyzsze nie daly
istotnego wzrostu pobudzenia ekspresji” — czy na pewno jest to
stezenie graniczne? 7 rysunku 8.1 wynika, ze w przypadku
stezenia 100 ng/ml relatywny poziom mRNA dla genu Cxcl10 jest
o0 ok. 20% wyzszy, a dla genu Cxcl1 1 jest nawet o ok. 40% wyzszy.
Str. 67 ,,Ze wzgledu na niewykrywalny poziom ekspresji genu
CXCL9 oraz CXCLIl w komdrkach nietraktowanych IFNp,
niemozliwe bylo wyznaczenie relatywnego poziomu mRNA dla tych
cytokin” — czy probowano zastosowaé zamiast metody izolacji
catkowitego RNA alternatywne metody izolacji samego mRNA
(np. z wykorzystaniem kuleczek magnetycznych), ktore zazwyczaj
pozwalajg na otrzymanie wyzszych stezen mRNA o znacznie
lepszej czystosci niz w przypadku mieszaniny RNA?
Alternatywnie mozna przeprowadzi¢ reakcje RT-PCR przy
pomocy réznych zestawdw — czy dokonano optymalizacji wyboru
najlepszej jakosci odezynnikow od réznych producentow?

Str. 70 (Rys. 8.8) ,,...wyrazna fosforylacja STATI obserwowana
Jjest dopiero po 15 minutach stymulacji” oraz str. 71 (Rys. 8.9) ,,W
komdrkach THP-1 WT obserwowana fosforylacja TYK2 zanika po
60 minutach stymulacji IFNp, podczas gdy w komdrkach Pellino3
KO fosforylacja kinazy TYK2 jest znikoma” — ze wzgledu na nie
najlepsza jakos$¢ czarno-biatych zdjeé trudno to oceni¢. Prosze o
przedstawienie wysokiej jakosci kolorowych zdje¢. Prosze

wyjasni¢ w jaki sposdb dokonano weryfikacji.
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Praca doktorska zostala napisana w sposob zrozumialy i logiczny,

niemniej jednak nie uniknieto bledow edycyjnych i jezykowych, takich jak brak

spacji (np. str. 44) czy przecinkow, ,literowki”, bledow sktadniowych i

fleksyjnych itp. Zdarzajg si¢ tez niefortunne sformutowania, np.

i

il.

iil.

iv.

Vi.

Str. 9-10 w wykazie stosowanych skrotdw wyjasniono wzory
sumaryczne zwigzkow chemicznych jak np. CO2, HyO, ktore
sg powszechnie znane.

Str. 19 ,,Wszystkie ludzkie geny IFN typu [ wywodzgq sie z tego
samego  genu  ancestralnego i za ich  kodowanie
odpowiedzialne jest wiele gendow”. — geny nie sa
odpowiedzialne za kodowanie genow, natomiast sa
odpowiedzialne za kodowanie bialek.

Str. 21 ,Ze wzgledu na duzg homologie¢ sekwencji
aminokwasowej z IFNo. (...)” — homologia oznacza obecnos¢
podobnych wilasnosci ze wzgledu na pochodzenie od
wspolnego przodka, nie jest tozsama z identyczno$cia
sekwencji. W przypadku sekwencji aminokwasowych mozna
stwierdzi¢ pewien stopien podobienstwa badz identycznosci.
Str. 23 ,,Ludzki IFNARI jest biatkiem o masie czgsteczkowej
okolo 130 kDa zbudowanym z 557 aminokwasow (...)” —
powinno by¢ reszt aminokwasowych, przy czym nalezy
zaznaczy¢, iz to sformutowanie pojawia si¢ wielokrotnie.

Str. 23 ,Jedynie u kotéw ekspresji ulega funkcjonalne bialko
(...)”—ekspresji ulegajg geny nie biatka. Wyrazenie dotyczace
ekspresji biatka pojawia si¢ wielokrotnie.

Str. 29 ,,Ludzki IFNARI jest kodowany przez 30 kb gen” —
powinno by¢ ,,Ludzki IFNARI jest kodowany przez gen o
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dtugosci okoto 30 kpz”. Skrot kb pochodzi od angielskiej
nazwy ,kilo base”, co oznacza kilo zasad (ssDNA a nie
dsDNA), w jezyku polskim uzywamy skrétu kpz — kilo par
zasad. Powtarza sie w tekscie kilka razy.

vii.  Str. 90 Zdanie rozpoczynajgce dyskusje nie jest w pelni
zrozumiate ,,Odkrycie INF i cheé zrozumienia molekularnych
mechanizméw jakie pelni on w organizmach bylo gléwnym
postepem w biologii i medycynie w ciggu ostatnich 60 lat.”
Warto zauwazyé, ze w catym tekscie stosuje si¢ anglosaski
sposob zapisu nazw biatek operujac tylko skrotami np. INF,
CXCL10, Pellino3. Znacznie lepiej w jezyku polskim brzmig
petne sformutowania dotyczace biomakromolekut tzn. np.
zamiast INF to bialko INF, zamiast CXCL10 to cytokina
CXCL10, zamiast Pellino3 to biatko Pellino3 lub ligaza
ubikwityny Pellino3.

Powyzsze uwagi nie przecza mojej pozytywnej opinii nt. recenzowane]
pracy. Kandydatka do stopnia naukowego doktora potrafi umiejetnie sformutowac
cele badawcze i zaplanowa¢ do$wiadczenia, by je osiggngé. Ponadto bardzo
dobrze umie dobraé i wykorzysta¢ zasoby literaturowe, czego dowodem sa
cytowania najwazniejszych prac w zakresie jej tematyki. Potrafi tez postugiwac
sic we whasciwy sposob szeregiem metod eksperymentalnych, uzyskujgc
wymierne rezultaty, co dowodzi jej dojrzatosci naukowej i zastuguje na stopien
naukowy doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne.

Dorobek mgr inz. Izabelli Jasyk obejmuje dwie publikacje, w tym jedng
przegladowa i doniesienie konferencyjne zwigzane tematycznie z pracg

doktorska. Wszystkie prace sg anglojezyczne, a taczny wspotczynnik wplywu
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wynosi 6,802. Prowadzone badania byty finansowane w ramach projektu Sonata
BIS Narodowego Centrum Nauki nr UMO-2015/18/E/NZ3/00695.
Reasumujgc, doktorantka podczas realizacji prac badawczych

przedstawionych w dysertacji uzyskata bogaty material do§wiadczalny, a jej praca

doktorska wykazuje istotng warto§¢ przede wszystkim pod wzgledem

poznawczym, ale tez aplikacyjnym, a tym samym posiada elementy nowosci
naukowe;j.

Majgc powyzsze na uwadze stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji
praca doktorska mgr inz. Izabelli Jasyk w pelni spelnia wymagania stawiane
pracom doktorskim okre$lone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytutach w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 roku, poz. 1789 z pdzniejszymi zmianami) w zwigzku z
artykutem ustawy z dnia 13 lipca 2018 roku - Przepisy wprowadzajgce ustawe —
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Jednoczesnie wnioskuj¢ do Rady
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda we Wroclawiu Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr inz.
Izabelli Jasyk do dalszych etapow postepowania doktorskiego w celu nadania
stopnia doktora w dziedzinie nauk $cislych i przyrodniczych w dyscyplinie

nauki biologiczne.

dr hab. inz. Marcin Olszewski, prof. uczelni
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