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Ze wzgledu na nieustanny kontakt z czynnikami zakaznymi o etiologii wirusowe;j,
bakteryjnej ale réwniez z grzybami czy pasozytami, w drodze ewolucji doszto do rozwoju
mechanizméw rozpoznawania i usuwania patogendéw atakujacych zaréwno organizmy
jednokomorkowe, jak i zaawansowane ewolucyjnie kregowce. Wrodzona, nieswoista
odpowiedz immunologiczna opiera si¢ na mechanizmach ktére rozwinetly sie¢ wczesniej w
filogenezie, sa mniej precyzyjne ale stanowia pierwsza linie obrony. Interferony (IFN) stanowig
grupe cytokin wytwarzanych i uwalnianych przez komorki w odpowiedzi na zakazenia

wirusowe.

Przedstawiona do oceny dysertacja zawiera na 120 stronach wszystkie wymagane
rozdzialy. We wstepie Doktorantka opisuje szczegdtowo wszystkie trzy typy interferonow: I,
IT i III, z uwzglednieniem ich roli w odpowiedzi immunologicznej, oraz budowy biatka i
lokalizacji w genomie. Nastepnie Autorka szczegdétowo opisuje wewngtrzkomoérkowe szlaki

transdukcji sygnalow uruchamiane w odpowiedzi na zwigzanie IFN 3 wymienionych typow ze




specyficznymi receptorami. Wstep zakonczono opisem ligaz Pellino z dokladng
charakterystykg uruchamianych przez nie szlakoéw transdukcji sygnatu oraz pelniong przez nie
rolg, na podstawie dostgpnych danych literaturowych. Autorka nie ustrzegla si¢ bledu
merytorycznego we wstepie, chociaz w moim poczuciu moze byé on zwyklym bigdem
edytorskim. Na stronie 19 Autorka pisze m.in.: ,,W osoczu i surowicy 0sob z chorobami
autoimmunologicznymi [DeStefano i wsp. 1982] takimi jak reumatoidalne zapalenie stawow
czy zespdt nabytego niedoboru odpornosci (AIDS)[Lau i wsp. 1991]”. AIDS to choroba

wywolana zakazeniem wirusem HIV, nie za$ choroba autoimmunologiczna.

W mojej opinii wstep do rozprawy stanowi dobre i wyczerpujagce wprowadzenie do
tematyki rozprawy doktorskiej. Zwazywszy na powszechne wykorzystanie interferonu typu I
w terapiach przeciwwirusowych, przeciwnowotworowych oraz w leczeniu stwardnienia
rozsianego, dokladne poznanie mechanizmdéw regulacji odpowiedzi zaleznej od IFN typu I
moze mie¢ kluczowe znaczenie dla powodzenia tych terapii. W swojej rozprawie doktorskiej
Doktorantka postawita sobie cel badawczy polegajacy na ustaleniu funkcji jakg pelni ligaza
Pellino3 w IFNAR-zaleznej aktywacji kaskady sygnalizacyjnej prowadzacej do produkcji
chemokin waznych w odpowiedzi immunologicznej. Ponadto, Doktorantka podjeta sie rowniez
proby identyfikacji kinaz i czynnikdéw transkrypeyjnych regulowanych przez Pellino3 i

determinujacych inicjacje transkrypcji chemokin aktywowanych przez IFN.

W rozdziale Materiaty i metody Doktorantka przedstawita szczegdtows liste technik
oraz odczynnikow stosowanych przez nig w pracach badawczych. Nalezy przypuszczaé, ze
przed przystapieniem do badan opracowano kryteria wyboru zaréwno komérek in vitro, jak i
uzycia IFNP do stymulacji receptora IFNAR, chociaz w rozprawie doktorskiej zabrakto tych
informacji. Opis technik biologii molekularnej jest bardzo wyczerpujacy i sporzadzony w
sposob umozliwiajacy ich odtworzenie. Zastanawia mnie jednak wybér BMDM do badan. Z
opisu skrétu mozna wnioskowaé, ze bone marrow derived macrophages zostaly poddane
jakiej$ procedurze unie$miertelnienia, jednak sam fakt ze nie jest to linia dostepna komercyijnie,
jak THP-1, wymaga opisu skad zostata pozyskana, w jaki sposéb otrzymana itp. Zakladamy,
ze s3 to makrofagi otrzymane ze szpiku kostnego myszy, ale czemu wybrano taki model — tej
informacji nie znalaztam. Istnieja mysie linie komdrkowe, jak chocby RAW 264, ktore sg

dobrze poznane i powszechnie wykorzystywane do badan.

Wyniki badain Doktorantka przedstawita w formie 29 klarownych graficznie rycin,

stanowigcych ilustracje dla opisywanych wynikow. Na szczegolng uwage zastuguje fakt, ze



Doktorantka postuzyta si¢ w badaniach technikg Western-blotting, ktéra bywa technikg trudng
1,kaprysng” w praktyce laboratoryjnej, a przedstawione wyniki wskazujg na uzyskanie duzej

bieglosci w postugiwaniu si¢ tg technikg przez Doktorantke.

Wazng czescig rozprawy doktorskiej jest przeprowadzona na 11 stronach Dyskusja, w
ktorej omowione zostaly uzyskane wyniki w oparciu o ok. 150 pozycji literaturowych oraz
Rycing przedstawiajaca hipotetyczne dzialanie szlaku ligazy Pellino 3. Autorka dokonuje
klarownego podsumowania wynikdéw oraz ich oméwienia w $wietle informacji dotyczacych
ligaz Pellino dostgpnych w literaturze. Dyskusja pozwala na poznanie znaczenia pozyskanych
wynikow w $wietle istniejacej wiedzy o przekazywaniu sygnatu indukowanego przez IFN typu
I, co $wiadezy o dojrzato$ci naukowej i umiejetnosci krytycznego spojrzenia na pozyskane

wyniki. Autorka formutuje wnioski w $cistym powigzaniu z uzyskanymi wynikami badan.

W obowigzku recenzenta pozostaje mi jednak zada¢ pytania dotyczace zwigzane
bezposrednio ze sposobem wykonywania badan, ktéory mogt wpltywaé na wyniki i ich

interpretacje.

- Na ryc. 8.2 Autorka pokazuje kinetyke zmian ekspresji gendw kodujacych Cxcl10,
Cxclll w BMDM 1 zaréwno w rozdziale Wyniki, jak i w Dyskusji stwierdza, ze najwyzsza
ekspresje¢ pozyskano w 4h stymulacji I[FNB. Zwazywszy na dokladno$¢ przedstawienia
pozostatych wynikoéw pozostaje zada¢ pytanie czy nie badano kinetyki zmian ekspresji w/w
genow po 4h, badz czy istnieje inny powdd, dla ktérego nie pokazano ekspresji w innych

godzinach po inkubacji z IFN3?

- Omawiajac wyniki uzyskane na blotach, Autorka poshuguje si¢ stwierdzeniami typu:
»Zhaczaco wyzszy”, ,,wyrazny”, itp. Technika Western-blottingu ma swoje niezaprzeczalne
zalety, ale réwniez wady, a do nich zalicza si¢ brak mozliwosci uzyskania bezposredniego
wyniku w postaci cyfr, ktére mozna nastgpnie podda¢ obrobee statystycznej. Dopiero taka
obrobka pozwala na uzycie stwierdzenia ,,znaczaco wyzszy” z podaniem przedziatu ufnosci.
Pozostaje mi zatem zada¢ Autorce pytanie, czy przy ocenie wzrostu/spadku aktywacji czy
translokacji do jadra komoérkowego, Doktorantka postugiwata si¢ technikg densytometryczna,
ktora pozwala na oceng ,,ggstosci” sygnatu, a tym samym ocene statystyczna? Ocena wizualna
moze wprowadza¢ w blad, czego przykladem jest ryc. 8.15 oraz znajdujacy si¢ na str. 78 opis
tej ryciny. Zaktadam, ze Doktorantka wykonywata bloty w powtdrzeniach, a do dysertacji uzyta

blotow wizualnie najatrakcyjniejszych.



- Zastanawiam si¢, czy wyniki pokazane na Ryc. 8.5 dla chemokiny CXCL9 w formie
biatka i jednoczesny brak wynikow dla ekspresji mRNA genu Cxcl9 w BMDM wynika z
rodzaju dobranych starterow do reakcji PCR? Czy Doktorantka dokonywata optymalizaciji

doboru starterow?

Rozprawa doktorska mgr inz. Izabelli Jasyk, pomingwszy powyzsze usterki, jest
napisana starannie, logicznie a poziom merytoryczny $wiadczy o duzej wiedzy Autorki i

umiejetnosci jej wykorzystania przy formutowaniu zatozen pracy i dyskusji wynikdw.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest oryginalnym i. wartosciowym dorobkiem
mgr inz. Izabelli Jasyk wniesionym do wiedzy o roli ligazy Pellino3 w szlakach transdukcji
sygnatu uruchamianych przez IFNp, jak rowniez do wiedzy o szlakach wewnatrzkomorkowych

uruchamianych przez zaliczany do IFN typu I.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. z 2021 r., poz. 478 ze zm.)
i tym samym wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu o dopuszczenie magister inzynier Izabelli Jasyk do
dalszych etapow przewodu doktorskiego w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w

dyscyplinie nauki biologiczne.
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