[F40 - Inciytut Immunologil

% Wit. dl‘.iﬁ; 93-63-2“23 .....
| LOZe ereveeremendifeeessnnaneas

WOJSKOWY INSTYTUT HIGIENY | EPIDEMIOLOGII
im. gen. Karola Kaczkowskiego
01-163 Warszawa, ul. Kozielska 4
tel. 261 853 101 fax 261 853 133
e-mail: kancelaria.jawna@wihe.pl

dr hab. n. med. Matgorzata Krzyzowska, prof. WIHIE Warszawa, 20.02.2023
Kierownik Zaktadu Medycyny Regeneracyjnej

Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii

w Warszawie

OCENA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Kuli

pt.” Regulatorowa rola ligazy Pellino 3 w szlakach sygnalowych RIG-I
aktywowanych wirusem grypy typu B”

Rozprawa doktorska wykonana w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej Instytutu

Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu.

Promotor: dr hab. inz. Jakub Siednienko

Wrodzona, nieswoista odpowiedz immunologiczna stanowi najstarszy ewolucyjnie
mechanizm odporno$ci na czynniki zakazne o etiologii wirusowej, bakteryjnej ale réwniez
mechanizm obronny w  kontakcie z grzybami czy pasozytami. Wirusy grypy naleza do
powszechnie wystepujacych wiruséw atakujacych drogi oddechowe, ktére pomimo
istniejacych szczepiefi mogg powodowaé cigzki przebieg infekcji, powigzany z duzym
ryzykiem powiktan, hospitalizacji czy zgondéw. Podczas infekcji wirusem grypy silne
pobudzenie nieswoistych mechanizméw odpornosciowych moze prowadzié do uszkodzenia
tkanki plucnej, a tym samym zaburzaé wytworzenie prawidlowej odpowiedzi
immunologicznej. Pierwsza linig obrony organizmu podczas infekcji wirusem grypy CF:]
interferony (IFN), bgdace cytokinami wytwarzanymi i uwalnianymi przez komérki po
rozpoznaniu przez receptory komoérkowe struktur molekularnych zwanych wzorcami
molekularnymi zwigzanymi z patogenami (PAMP), ktére nie wystepuja w komorkach

niezakazonych. Wydzielone interferony stymuluja nastgpnie ekspresje wielu genéw, wspdlnie



nazywanych genami stymulowanymi interferonem, ktorych ekspresja indukuje dalsze etapy
odpowiedzi przeciwwirusowej. Ubikwitynacja jest procesem modyfikacji posttranslacyjne;
biatek, ktoéry odgrywa istotng role w regulacji wielu funkcji biologicznych, w tym nieswoiste;

odpowiedzi przeciwwirusowe;j.

Przedstawiona do oceny dysertacja zawiera na 87 stronach wszystkie wymagane
rozdzialy. We wstepie Doktorantka opisuje wyczerpujaco rodzaje receptoréw rozpoznajacych
wzorce (PPR), ktore wigzg wzorce molekularne powiazane z patogenami (PAMP) i odgrywaja
istotng rol¢ w odpowiedzi przeciwwirusowej: receptory Toll-podobne (TLR), receptory NOD-
podobne oraz receptory RIG-podobne (RLR). Nastgpnie, Autorka szczegétowo charakteryzuje
szlaki sygnalowe aktywowane przez receptory RLR, role interferonu oraz ubikwitynaciji
w odpowiedzi przeciwwirusowej. Wstep rozprawy konczy wyczerpujgcym opisem ligaz
ubikwityny E3 z rodziny Pellino z dokladng charakterystyka pelionej przez nie roli

w nieswoistej odpowiedzi przeciwwirusowej na podstawie dostepnych danych literaturowych.

W mojej opinii wstep do rozprawy stanowi bardzo dobre i wyczerpujace wprowadzenie
do tematyki rozprawy doktorskiej, a omawiane zagadnienia sg zilustrowane przejrzystymi
rycinami. Zwazywszy na istotny problem zagrozenia pandemicznego wirusami grypy typu A
i B oraz konieczno$¢ poszukiwania nowych lekéw przeciwwirusowych, stosowanych
w leczeniu cigzkiego przebiegu infekeji, poznanie mechanizméw regulacyjnych odpowiedzi
interferono-zaleznej moze stanowi¢ punkt wyjscia do pozyskania nowych inhibitorow

przeciwwirusowych.

W swojej rozprawie doktorskiej Doktorantka postawita sobie cel badawczy polegajacy
na ustaleniu funkcji jaka pelni ligaza Pellino3 w szlaku sygnalowym receptora RIG-I
aktywowanym przez zakazenie wirusem grypy typu B w komoérkach nabtonka ptuc. W tym
celu Doktorantka przeprowadzita analize ekspresji i produkeji interferondw typu I, oraz analize
aktywacji czynnikéw transkrypeyjnych STAT i produkeji CXCL10. Ponadto, Doktorantka
podjeta si¢ réwniez proby okreslenia roli ubikwitynacji przez ligaze Pellino 3 czynnikow
transkrypcyjnych w szlaku sygnatowym receptora RIG-I podczas zakazenia wirusem grypy

typu B.

W rozdziale Materiaty i metody Doktorantka przedstawita szczegdtows liste technik
oraz odczynnikow stosowanych przez nia w pracach badawczych. Opis technik biologii

molekularnej jest bardzo wyczerpujacy i sporzadzony w sposéb umozliwiajacy ich



odtworzenie. Wyjatek stanowi brak opisu sposobu prowadzenia stymulacji ligandem receptora

RIG-I (3p-hpRNA), chociaz wyniki przedstawiono w podrozdziale 7.3.1.

Wyniki badan Doktorantka przedstawita w formie 19 rycin, uzupetionych klarownym
opisem. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze Doktorantka postuzyla sie w badaniach wiecej
niz jedng technika, a w kazdej z nich wykazata si¢ duza biegloscig. Konsekwentny dobor
technik badawczych, pozwalajacy na logiczna odpowiedz na kolejne pytania badawcze
powigzane z rolg ligazy Pellino 3 w zakazeniu wirusowym komérek nabtonka, w tym dobor

kontroli zastuguje na uznanie oraz $wiadczy o duzej dojrzatosci zawodowej Badaczki.

Wazng czgscig rozprawy doktorskiej jest przeprowadzona na 8 stronach Dyskusija,
w ktorej omdwione zostaty uzyskane wyniki w oparciu o 161 pozycji literaturowych oraz
Rycing przedstawiajgca schemat regulacji szlaku sygnatowego receptora RIG-I aktywowanego
infekcja wirusem grypy typu B w ludzkich komorkach nablonka pluc. Autorka dokonuje
klarownego podsumowania wynikow oraz ich omowienia w $wietle badan nad rolg ligazy
Pellino 3 w innych zakazeniach wirusowych oraz na innych modelach badawczych,
dostgpnych w literaturze. Dyskusja pozwala na poznanie znaczenia pozyskanych wynikéw
w $wietle istniejacej wiedzy o roli ligazy Pellino 3, co $wiadczy o dojrzalosci naukowej
i umiejetnodei krytycznego spojrzenia na pozyskane wyniki. Autorka formutuje wnioski w

scistym powiazaniu z uzyskanymi wynikami badan.

W moim poczuciu szczegdlng wartoscia naukows rozprawy doktorskiej s nie tylko
konsekwentnie i doktadnie przeprowadzone badania, ale réwniez wykazanie, ze dzialanie
ligazy Pellino 3 moze by¢ zalezne od rodzaju tkanki oraz wykazanie istnienia alternatywnie
uruchamianych szlakow w odpowiedzi na zakazenie wirusowe komoérek nabtonka, takich jak

aktywacja STAT2 na drodze niezaleznej od interferondéw typu 1 czy aktywnosé szlaku kinaz
p38.

W obowigzku recenzenta pozostaje mi jednak zada¢ pytania dotyczace zwiazane
bezposrednio ze sposobem wykonywania badan, ktéry mogt wplywaé na wyniki i ich

interpretacje.

- Na ryc. 7.4 (str. 53) Autorka pokazuje poziom produkcji interferonéw typu I
w komoérkach A549 w odpowiedzi na stymulacje ligandem receptora RIG-I. Nie znalazlam
w rozdziale materialy i metody sposobu zastosowania liganda 3p-hpRNA, jak réwniez

uzasadnienia zastosowania takiego a nie innego stymulatora RIG-I.



- Naryc. 7.5 (str. 54) oraz 7.12 (str. 60) postuzono si¢ technikg PCR celem oceny r6znic
w ekspresji genow kodujgcych, odpowiednio, DDX58 i MAVS oraz TRAF3 i TRAF®6.
Zakladam, ze wybor tej techniki byt w jaki$ sposob uzasadniony technicznie/naukowo, dzieki

czemu nie bylo koniecznos$ci potwierdzania pozioméw ekspresji na poziomie biatka?

- Interesujgce z punktu widzenia odpowiedzi przeciwwirusowej byloby zbadanie innych
cytokin czy chemokin indukowanych w komorkach A549 w odpowiedzi na zakazenie wirusem
grypy typu A czy B, takich jak CCL2, CCL5 i CXCL8. Zakiadam, ze wybor CXCL10 byt
w jaki$ sposob uzasadniony — badZ to wezesniejszymi badaniami w zespole, lub pomiarami
pilotazowymi. Zbadanie zahamowania innych cytokin/chemokin przez aktywnos$é ligazy
Pellino 3 w odpowiedzi na zakazenie wirusem grypy typu B umozliwitoby zrozumienie czy
aktywno$¢ tej ligazy moze si¢ przyczynia¢ do nadmiernej aktywacji proceséw zapalnych

w komorkach nabtonka ptuc.

- Na ryc. 7.16 przedstawiono fosforylacj¢ czynnikdéw transkrypcyjnych STAT1
i STAT2 w komorkach A549 po infekcji wirusem grypy typu B. Reprezentatywny blot
wskazuje na wzrost fosforylacji STAT1 w 6h zaréwno dla komorek dzikich, jak
1 pozbawionych ligazy Pellino 3 oraz duzo stabszy w 4h. Z kolei na ryc. 7.17 przedstawiono
wyniki fosforylacji czynnikéw transkrypeyjnych STAT1 1 STAT2 po zablokowaniu receptora
interferonéw typu I w 4h. Z jakiego powodu doswiadczenia przedstawione na ryc. 7.17

przeprowadzono w 4, a nie w 6h?

- Na ryc. 7.19 przedstawiono poziom produkcji CXCL10 w komorkach A549
w odpowiedzi na infekcj¢ wirusowa po zablokowaniu receptora interferonéw typu 1. W opisie
zaznaczono, ze réznice w zahamowaniu produkcji CXCL10 wykazywaly istotnos¢ statystyczng
rzedu p < 0,00, jednak z wykresu wynika, ze w szczeg6lnosci dla komoérek dzikich odchylenie
statystyczne bylo duze. W ilu powtérzeniach wykonano to do$wiadczenie i skad mogly

wynika¢ takie roznice?

- Na ryc. 7.14 przedstawiono dwa panele, jednak zabraklo opisu czym réznig sie oba
panele. Oczywiscie mozna si¢ tego domysle¢ z opisu wynikéw i jest to drobna usterka

techniczna.

Powyzsze pytania czy uwagi nie umniejszaja w moim poczuciu duzej wartosci
przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Kuli. Rozprawa doktorska,
jest napisana niezwykle starannie, logicznie a poziom merytoryczny $wiadczy o duzej wiedzy

Autorki i umiejetnoscei jej wykorzystania przy formutowaniu zatozen pracy i dyskusji wynikow.
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Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest oryginalnym i warto$ciowym dorobkiem
mgr inz. Anny Kuli wniesionym do wiedzy o roli ligazy ubikwityny Pellino3 jako negatywnego
regulatora produkcji interferondéw typu I w szlaku zaleznym od receptora RIG-1 uruchamianym

w zakazeniu wirusem grypy typu B.

Podsumowujac, rozprawa doktorska speinia spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. z 2021 r.,
poz. 478 ze zm.) 1 tym samym wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Dos$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu o dopuszczenie magister inzynier
Anny Kuli do dalszych etapow przewodu doktorskiego w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne, i jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie

rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Kuli.




