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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Kuli

pt. ,Regulatorowa rola ligazy Pellino3 w szlakach sygnafowych RIG-I aktywowanych
wirusem grypy typu B"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr. inz. Anny Kuli zostata wykonana pod
kierunkiem dr hab. inz. Jakuba Siednienko w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we
Wroctawiu. Badania byly realizowane w ramach grantu Sonata Bis z Narodowego Centrum
Nauki (2015/18/E/NZ3/00695).

Podjete przez doktorantke badania dotyczg poznania mechanizmu obrony organizmu przed
infekcjami wirusowymi, ze szczegdlnym uwzglednieniem powszechnych zakazen wirusem
grypy typu B. W rozprawie przedstawiono wyniki badan dotyczace regulacji odpowiedzi
przeciwwirusowej zwigzanej z wewnagtrzkomorkowymi szlakami sygnatowymi, aktywowanymi
przez receptory RLR (receptory RIG-I-podobne). Szczegotowe wyjasnienie aktywacji $ciezki
sygnatowej w komoérkach nabtonkowych, uwalniania czynnikéw transkrypcyjnych oraz udziatu
ligazy ubikwityny Pellino3 pod wptywem infekcji wirusem grypy typu B, prowadzgcych do
indukciji cytokin prozapalnych i interferonéw byto gtéwnym przedmiotem pracy.
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Ocena formalna

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Kuli ma typowy dla prac eksperymentalnych uktad.
Zorganizowana jest na poszczegolne rozdziaty, ktére zawierajg odpowiednio umieszczone
tresci. Cato$¢ pracy obejmuje 87 stron z czego obszerng czes¢ stanowi opis i dyskusja
uzyskanych wynikéw badan. We wstepie opisano kontekst problemu badawczego, w
klarowny sposéb wyjasniajgc znane dotad elementy sciezek sygnatowych, role receptoréw
zewnatrz i wewnagtrzkomérkowych, czgsteczek adaptorowych i czynnikdw transkrypcyjnych
oraz mechanizméw regulacyjnych obejmujgcych ubikwitynacje biatek, zwigzanych z
odpowiedzig na infekcje wirusowe. We tym miejscu zasadne bytoby wyjasnienie udziatu
nabtonka uktadu oddechowego w odpowiedzi przeciwwirusowej, podkreslajgcego kontekst
prac badawczych oraz uzasadniajgcego wybor uzytego do badarnn modelu komérkowego,

czego we wstepie zabrakto.

W kolejnym rozdziale autorka wyjasnia cel pracy, wskazujgc na potrzebe zbadania roli ligazy
Pellino3 w szlaku sygnatowym aktywowanym przez receptor RIG-| podczas infekcji wirusem
arypy typu B w komoérkach nabtonkowych ptuc. W rozdziale Materiaty i metody uwzgledniono
szczegotowe wykazy odczynnikéw, inhibitorow, gotowych zestawéw, buforéw i zeli, starterow
reakcji PCR, przeciwciat, plazmidéw, linii komérkowych, wiruséw oraz akcesoriow i
programow komputerowych wykorzystanych w pracy. Jest to dos$¢ interesujgcy uktad,
utatwiajgcy odnalezienie szczegoétébw uzytych narzedzi badawczych, ale nieco
niestandardowy. Metody opisane sg w sposdb wyczerpujgcy i umozliwiajgcy powtérzenie
eksperymentéw, cho¢ zabrakio kilku precyzujgcych informacji (wymienione na koncu
recenzji). Wyniki ilustrowane sg czytelnymi i dobrze opisanymi rysunkami, ktore
ponumerowano zgodnie z numerem rozdziatdbw, zamiast w kolejnosci ich umieszczenia, co
niepotrzebnie utrudnia ich odnalezienie, szczegdlnie jesli numery nie odpowiadajg numerom
podrozdziatéw, jak w przypadku Rysunku 7.2, 7.3, 7.4, itd., ktére dotyczg odpowiednio tresci
w podrozdziatach 7.1, 7.2, 7.3, itd. Dyskusja wynikow poprowadzona jest w ciekawy sposoéb z
uwzglednieniem aktualnej literatury i prowadzi do propozycji regulacji szlaku aktywowanego
przez receptor RIG w odpowiedzi komérek nabtonkowych na zakazenie wirusem grypy.

Zebrane wnioski w rozdziale 10 stanowig odpowiedzi na postawione cele.

Dopetnieniem pracy sg streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétow, spis
rysunkéw oraz 161 pozycji, glownie najbardziej aktualnego pismiennictwa. Podsumowujgc,

praca jest spdjna tematycznie z wyraznie przedstawionym celem i wyczerpujgcym opisem
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przebiegu prac doswiadczalnych oraz podsumowaniem wynikow zilustrowanych na

koncowym schemacie.

Ocena merytoryczna

Podjeta w pracy tematyka skupia sie na wyjasnieniu mechanizmu regulacji odpowiedzi
komorek nabtonkowych na zakazenie wirusem grypy typu B. Wczesniejsze badania wiasne
doktorantki (Raniewicz et al., Oxid. Med. Cell Longev. 2021) oraz innych, prowadzone na
komérkach uktadu immunologicznego — makrofagach i monocytach, wykazaty, ze podczas
zakazenia wirusem dochodzi do aktywacji kaskad sygnatowych z udziatem receptorow RIG-I
oraz MDA5, co w konsekwencji prowadzi do wydzielania cytokin prozapalnych i interferonéw.
W tym procesie ligazy ubikwityny mogg promowac (jak wykazano we wczesniejszej pracy
doktorantki) lub hamowa¢ przeciwwirusowg odpowiedz komérkows, dlatego celem pracy byto
ustalenie receptoréw oraz roli ligazy ubikwityny Pellino3 w regulacji szlaku sygnatowego
prowadzgcego do wydzielania interferonéw jako reakcji obronnej na zakazenie komorek
nabtonkowych. W celu kompleksowego poznania regulacji szlaku sygnatowego doktorantka
po potwierdzeniu udziatu ligazy Pellino3 w regulacji wydzielania interferonéw przez
zainfekowane modelowe komoérki nabtonkowe przeprowadzita konsekwentne badania wptywu
tej ligazy na kolejne etapy kaskady sygnatowej receptora RIG-I. Badania obejmowaty
fosforylacje wybranych kinaz MAPK, aktywacje jadrowego czynnika transkrypcji genéw NF-
kB, czynnikéw regulujgcych interferon, czynnikéw z rodziny AP-1 oraz czynnikéw TRAF3 i
TRAF6. Ostatnim elementem byto ustalenie profilu ubikwitynacji TRAF3 przez ligaze Pellino3,
wyjasniajgcego  kierowanie tego czynnika do proteasomalnej degradacji. Dane
eksperymentalne wskazaly, ze ligaza ubikwityny Pellino3 jest negatywnym regulatorem
wydzielania interferonéw przez komorki nabtonkowe infekowane wirusem grypy typu B.
Ostatnim etapem pracy wyjasniajgcym mechanizm regulacji odpowiedzi przeciwwirusowe;j
przez ligaze Pellino3, ktéra wptywa na obnizenie poziomu interferonéw typu |, byto zbadanie
jej roli podczas fosforylacji czynnikéw transkrypcyjnych STAT1 i STAT2 kontrolujgcych
wydzielanie cytokiny CXCL10.

Umieszczone w rozprawie wyniki badan, ktére przedstawione sg w elegancki sposéb na
licznych rysunkach, potwierdzajg wyciggniete wnioski na temat roli ligazy ubikwityny Pellino3

w regulacji odpowiedzi przeciwwirusowej komérek nabtonkowych. Nalezy podkreslic, ze
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czes¢ eksperymentalna zostata starannie zaplanowana, uwzgledniata konieczne kontrole, a
testy zostaly wykonane w kilku powtérzeniach za pomocg komplementarnych testow, np.
ekspresja na poziomie mRNA (QPCR) oraz biatka (WB). Doktorantka podsumowata swoje
obserwacje na ostatnim rysunku (Rysunek 9.1) ilustrujgcym proponowany mechanizmem
regulacji szlaku sygnatowego receptora RIG-I po jego aktywacji w komorkach nabtonkowych
pluc zainfekowanych wirusem grypy typu B, co w petni zamyka realizacj¢ zaplanowanego
celu.

Jedyne uwagi krytyczne dotyczace przedstawionej do oceny rozprawy dotyczg raczej
uszczegotowienia dla celéw lepszego zrozumienia przeprowadzonych badan lub wynikajg z
ciekawosci naukowej, ale nie maja wplywu na koncowg oceneg. Prosze o uwzglednienie

wyjasnienia nastepujgcych kwestii:

1) We wstepie nie wyjasniono powodéw wyboru modelu badawczego — uzytych linii
komadrkowych. Wykorzystanie komercyjnej linii nabtonka ptuc, ktéra jest linig
nowotworowg wydaje sie oczywiste, cho¢ nasuwa si¢ pytanie, czy obserwowane
mechanizmy regulacji odpowiedzi przeciwwirusowej sg podobne w komorkach
zdrowego nabtonka. Dodatkowo, prosze¢ o skomentowanie wyboru linii
kostniakomigsaka U-2 OS, ktérg wykorzystano do zbadania miejsca ubikwitynacji
biatka TRAF3 przez ligaze Pellino3.

2) W wykazie odczynnikéw brakuje wyjasnienia nazwy i sktadu buforu DPBS;

3) W rozdziale Materiaty i metody:

- podrozdziat 6.2.3. brak jest odniesienia do zrodtowego opisu metody oznaczania
miana wirusa (CID50) oraz koniecznosci pracy w warunkach odpowiedniej klasy
bezpieczenstwa, ktéry moze nie by¢ oczywisty dla osob bez wczesniejszego
doswiadczenia;

- podrozdziat 6.2.6.5. brakuje sktadu kazeinowego buforu blokujgcego;

- podrozdziat 6.2.8 — zabrakfo informacji nt substratu dla RIG (3p-hpRNA), ktory zdaje
sie, ze byt takze dostarczony do transfekowanych komorek. Informacje na temat tego
ligandu pojawiajg sie dopiero w dyskusji;

- Analiza statystyczna — czy 3 niezalezne powtérzenia mozna uznac za 3 niezalezne
eksperymenty, czy tez za powtérzenia techniczne w ramach jednego eksperymentu?

4) Jaka jest interpretacja obserwowanego na Rysunku 7.6 utrzymujgcego si¢ nawet do 6
godzin podniesionego poziomu phospho-p38 w komorkach PELI3", w poréwnaniu z
przejsciowym, podniesionym sygnatem w komorkach dzikich? Czy byta to tylko
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jednorazowa obserwacja? Pomocne byloby przedstawienie wynikow WB w formie
wykresoéw stupkowych ilustrujgcych wartosciami liczbowymi intensywnos¢ prazkow
biatkowych uzyskanych dla 3 powtorzen (z odchyleniami standardowymi), najlepiej
normalizowanych do poziomu biatka kontrolnego, np. aktyny.

Ta sama uwaga dotyczy rysunkéw 7.8, 7.10, 7.11, 7.13. 7.16, 7.17.

5) W podsumowaniu wkradt sie btad w pkt. 7 — wniosek raczej powinien méwi¢ o
tworzeniu rozgatezienia w miejscu lizyny K48, zgodnie z wynikiem przedstawionym w
podrozdziale 7.6.3 i rysunkiem 7.15.

6) Jakie sg praktyczne aspekty uzyskanych wynikow? Czy sg juz doniesienia na temat
zmiennosci osobniczej ekspresji, polimorfizmu lub mutacji ligazy Pellino3? Czy
planowane sg badania na modelu zwierzecym i jaki jest przewidywany wypadkowy
efekt odpowiedzi przeciwwirusowej, w przypadku dzikiej formy ligazy Pellino3
wywotujgcej odwrotny efekt w komorkach nabtonkowych i komdrkach
odpornosciowych?

Podsumowanie

W mojej ocenie, przedstawiona do oceny rozprawa Pani mgr inz. Anny Kuli stanowi wazny
wkiad w poznanie mechanizmu regulacji odpowiedzi przeciwwirusowej w zakazeniach grypy
typu B. Przeprowadzone badania pozwolity na rozwigzanie skomplikowanego problemu
badawczego jakim jest mechanizm regulacji komérkowych szlakow sygnatowych i stanowig
znaczng warto$é poznawcza, a potencjalnie takze aplikacyjng. Wiasciwie wyciggane wnioski
oraz prowadzona dyskusja pokazujg znajomo$¢ przez doktorantke tematyki oraz biezacej
literatury. Doktorantka wykazata si¢ znajomoscig réznorodnych i zaawansowanych metod
badawczych z zakresu biologii komérki, immunochemii i biologii molekularnej, pozwalajgcych
na kompleksowe prowadzenie badan w obszarze komérkowych szlakéw sygnatowych oraz
odpowiedzi komérkowej na zakazenia. Wczesniej opublikowane prace w prestizowych
czasopismach (Talanta i Oxid Med. Cell Longev.) potwierdzajg biegtos¢ i skutecznosc¢
doktorantki w prowadzeniu badan w obszarze ostatnio szczegolnie waznym spotecznie, jakim

sg zakazenia wirusowe.

Majac na uwadze rzetelnos¢ przeprowadzonych badan oraz ich prezentacje, oceniam
przedstawiong rozprawe doktorska Pani mgr inz. Anny Kuli bardzo wysoko. Praca spetnia
wszystkie kryteria okreslane w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
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naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U.
Nr 65, poz.595, z pézn. zm.), a opublikowane dotgd prace w prestizowych czasopismach
naukowych sg podstawg mojego wniosku, jaki niniejszym sktadam, do Wysokiej Rady
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii
Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr inz. Anny Kuli do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego oraz wyréznienie ocenianej pracy stosowng nagroda.
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dr hab. Magdalena Staniszewska prof. KUL
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