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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani Magister Ewy Kowalczyk
p-t.: “"Rola biatka adaptorowego Mal/TIRAP w szlaku sygnatowym
zaleznym od receptora TLRZ7"”
wykonanej pod kierunkiem dr. hab. Jakuba Siednienko, prof. PAN
w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu

Rozprawa doktorska Pani magister Ewy Kowalczyk koncentruje sie na badaniu
mechanizmdéw molekularnych dziatania biatek zaangazowanych w indukcje odpowiedzi zapalnej
i przebieg choréb wynikajacych z autoagresji, takich jak reumatoidalne zapalenie stawdw, toczen
uktadowy rumieniowaty czy tuszczyca — schorzen niezwykle trudnych w leczeniu, stanowigcych
bardzo istotny problem zdrowotny na catym $wiecie. Z tego wzgledu podjeta tematyka pracy
wpisuje sie w petni w nurt $wiatowych badan nad zagadnieniami sygnalizacji komérkowej, ktérych
celem jest znalezienie wtasciwych metod immuno-modulujgcych przydatnych w leczeniu
powyzszych choréb.

W niniejszej pracy podjeto probe ustalenia roli biatka adaptorowego Mal w szlaku
sygnatowym receptora TLR7. W tym celu analizie poddano poziom indukowanych przez TLR7
cytokin: IFNB, TNFa i IP-10. Zbadano aktywacje poszczegdlnych elementéw kaskady sygnatowe;j
w komorkach typu dzikiego i pozbawionych zdolnosci ekspresji biatka Mal. Podjeto réwniez prébe
wyjasnienia mechanizmu stojacego za zalezng od biatka Mal aktywacjg kinaz biatkowych ERK1/2
i czynnika transkrypcyjnego IRF7. Badania oparto na komédrkach pochodzenia mieloidalnego:
mysich makrofagach izolowanych z myszy Mal”" i typu dzikiego oraz komérkach THP-1 i ludzkich
plazmocytoidalnych komérkach dendrytycznych z wyciszong ekspresja genu dla biatka Mal oraz po

zastosowaniu peptydu o dziataniu antagonistycznym wzgledem biatka Mal.
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Praca wykonana zostata w Laboratorium Biatek Sygnatowych Instytutu Immunologii
i Terapii Doéwiadczalnej PAN we Wroctawiu pod kierunkiem Pana dr hab. Jakuba Siednienko,
profesora PAN w ramach projektu OPUS4 Narodowego Centrum Nauki nr UMO-
2012/07/B/NZ3/02550 i wspditfinansowana ze srodkéw Wroctawskiego Centrum Badan EIT+
w ramach realizacji projektu NanoMat — ,Wykorzystanie nanotechnologii w nowoczesnych
materiatach”, (POIG.01.01.02-02-002/08), zadanie 7.2, wspdtfinansowanego ze srodkéw
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego (Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka,

Poddziatanie 1.1.2).

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani Magister Ewy Kowalczyk jest
opracowaniem w jezyku polskim, zawartym na 105 stronach maszynopisu i posiada wszystkie
istotne wymagane elementy sktadowe tj.: streszczenie pracy, wykaz stosowanych skrotow,
wstep z uzasadnieniem wyboru tematu, cel pracy, ponadto materiaty i metody, wyniki i ich
oméwienie w postaci dyskusji oraz wnioski. Wstep (27 stron) zawiera 4 podrozdziaty, ktore
wprowadzaja czytelnika w zakres badar opisanych w rozprawie. Po jednostronicowym
przedstawieniu celu pracy nastgpuje opis materiatéw i metod (13 stron). Wyniki (25 stron) sa
podzielone na 11 podrozdzialtbw a osobng czescig rozprawy jest jednostronicowe
podsumowanie wynikdw. Dyskusja zawarta jest na 13 stronach i zakonczona czterema
syntetycznymi wnioskami z realizacji projektu pracy doktorskiej. Praca zawiera ponadto spis 210
pozycji literatury oraz streszczenie w jezyku angielskim. Rozprawa doktorska Pani magister Ewy

Kowalczyk spetnia zatem wymogi stawiane tego rodzaju opracowaniom.

Ocena merytoryczna

Wstep rozprawy przedstawia aktualny stan wiedzy na temat sygnalizacji komorkowej
aktywowanej przez receptory Toll — podobne.

Autorka w wyczerpujacy sposob opisuje budowe receptoréw Toll- podobnych ze
szczegdlnym uwzglednieniem receptora TRL, ktory stanowit przedmiot badan w projekcie.
Czytelnik ma tez mozliwo$¢ zapoznania sie z bardzo dobrze opisanymi szlakami sygnatowymi

aktywowanymi przez receptory Toll — podobne. Doktorantka konczy ,Wstep” opisem
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aktualnych mozliwosci terapeutycznych i perspektyw nowych terapii opartych o wiedze o tych
receptorach.

Wstep napisany jest dobrym jezykiem, zwigzle i przejrzyscie. Opracowanie to wskazuje,
iz Autorka posiada usystematyzowana wiedze teoretyczng na temat molekularnych aspektéw
badanego problemu. Dobdr Zrédet literaturowych uzytych do opisu przedstawionych zagadnien
nie budzi zastrzezen.

Z obowigzku recenzenta pragne natomiast odnies¢ sie do stosunkowo stabego, w mojej
opinii, zilustrowania bardzo ztozonych i trudnych zagadnien opisywanych we wstepie.
Doktorantka zamiescita w catym wstepie jedynie trzy schematy, z ktérych kluczowy dla
zrozumienia i zilustrowania prezentowanych szlakéw sygnatowych aktywowanych przez receptor
TLR7 schemat na stronie 31 pozostawia niedosyt. Brak jest np. w tekscie opisujacym sygnalizacje
aktywowang przez TLR7 odniesienia do niektérych biatek zaznaczonych na schemacie (OPN,
a raczej iOPN). W innym miejscu pracy Autorka stwierdza, iz wiedza na temat prezentowanych
danych (zwfaszcza dotyczaca funkcji biatka adaptorowego Mal) jest w niektérych aspektach
dyskusyjna, co nie jest odzwierciedlone w prezentowanym schemacie. Pani Kowalczyk nie podaje
poza tym, na podstawie jakich Zrédet literaturowych opracowata schemat.

W podrozdziale opisujagcym role receptoréw TLR w toczniu uktadowym rumieniowatym
doktorantka wspomina o wycinkach weztéw chtonnych pobranych.... ze szpiku kostnego (str. 36).
Prositbym o doprecyzowanie irédta pochodzenie tychze weztéw chtonnych. Ciekawi mnie
rowniez, czym wedtug Autorki rézni sie zakazenie od infekcji (str. 36) i na koniec tej analizy
krytycznej wstepu - chciatbym zapytac jaki rodzaj nowotworu moze byé powodowany przez
zakazenie narzadéw piciowych wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV), powodujacego
powstawanie brodawek, czyli ktykcin koriczystych?

Mimo tych kilku uwag krytycznych, wysoko oceniam te czes¢ rozprawy, ktérg przeczytatem
z zaciekawieniem. Na pochwate zastuguje odpowiedni dobér tresci, podanych w sposéb logiczny,
na wilasciwym poziomie szczegétowosci. Wstep jest oparty na bogatym pismiennictwie

i dokumentuje duza wiedze Doktorantki w zakresie tematyki pracy.

Cel pracy sformufowany poprawnie i zrealizowany w toku pracy zostat przedstawiony
w jednostronicowym rozdziale, w formule, ktéra w mojej opinii jest nieco btedna, gdyz zawiera

fragment nalezgcy raczej do koricowej czesci wstepu (dwa pierwsze akapity rozdziatu ,,Cel pracy”)
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oraz fragment opisujacy zastosowang metodyke badan (pasujgcy raczej do czedci ,Wyniki” lub
,Dyskusja”). W tej czesci powinno pojawic sie tylko jedno zdanie rozpoczynajgce akapit trzeci.
Pragne natomiast w tym miejscu zaznaczy¢, iz caty omawiany rozdziat ,Cel pracy” duzo
lepiej spetnitby, po odpowiednim uzupetnieniu o uzyskane wyniki i wnioski, funkcje Streszczenia
pracy niz to streszczenie, ktére jest zaprezentowane przez Autorke. Mam nadziejg, iz ta uwaga
krytyczna skfoni na przyszto$é Doktorantke do bardzo precyzyjnego formutowania streszczenia (czy
w innych rodzajach prac - abstraktu), ktéry ma zarysowac aktualny stan wiedzy i hipoteze
naukowa, cel badar, zastosowang metodyke, osiagniete wyniki i wyciggniete z nich wnioski

w niezmiernie skondensowanej i syntetycznej postaci.

Materiaty i metody zostaty przedstawione w kolejnym rozdziale i dobrane odpowiednio do
zatozonych celéw. Ich zakres jest szeroki, co wskazuje na duzg biegtos¢ i sprawnoé¢ Doktorantki w
postugiwaniu sie warsztatem doswiadczalnym w dziedzinie biologii molekularnej komaérki.

W moim przekonaniu, opis zastosowanych metod jest na tyle szczegétowy, ze umozliwia

powtdrzenie przeprowadzonych doswiadczen.

Wyniki pracy przedstawione zostaty na 25 stronach maszynopisu. Rozdziat ten sktada sig
z 4 czesci, konsekwentnie opisujacych realizacje postawionego sobie przez Doktorantke celu
projektu. Wyniki pracy obejmuja 29 rycin, przedstawiajac konsekwentny cykl doswiadczer
prowadzacych do préby poznania roli biatka adaptorowego Mal/TIRAP w szlaku sygnatowym
zaleznym od receptora TLR7. W swojej pracy Autorka zastosowata dwa modele doswiadczalne:
mysi — w postaci unie$miertelnionych mysich makrofagéw pochodzenia szpikowego (linia
komdrkowa BMDM) oraz ludzki — w postaci ludzkich biataczkowych plazmocytoidalnych komdérek
dendrytycznych (linia komérkowa pmDCO5), ludzkich komérek mikrogleju (CHME-5), ludzkich
monocytéw krwi obwodowej (THP-1) oraz ludzkich komérek embrionalnych nerek, w ktérych
w stabilny sposéb nastepuje ekspresja receptora TLR7 (HEK293/TLR7). Takie zaplanowanie
modelu badawczego umozliwito kompleksowa analize roli biatka Mal w szlaku sygnatowym
zaleznym od receptora TLR7.
W swojej pracy pani mgr Kowalczyk wykazata miedzy innymi, iz biatko adaptorowe Mal jest
niezbedne do zaleznej od receptora TLR7 ekspresji genu dla IFNB, wptywa na aktywacje kinaz
biatkowych ERK1/2 na drodze zaleznej od TLR7, nie wptywa z kolei na aktywacje czynnika

transkrypcyjnego NF-kB. Biatko to jest natomiast niezbedne do aktywacji czynnika IRF7. Ponadto,
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w wyniku aktywacji receptora TLR7 (w mysli interpretacji uzyskanych wynikéw zaprezentowanej
przez Doktorantke) dochodzi do zaleznej od czynnika transkrypcyjnego NF-«kB indukcji ekspres;ji
czynnika transkrypcyjnego IRF7, a proces ten jest wymagany do ekspresji genu kodujgcego IFN.
Indukcja ekspresji genu dla IFNB jest zalezna od receptora TLR7 i biatka adaptorowego Mal
i wptywa na aktywacje czynnika transkrypcyjnego STAT-1 i indukcje ekspresji chemokiny IP-10.
Aktywacja kinazy TBK1 w odpowiedzi na ligand receptora TLR7 nie jest zalezna od biatka Mal.
Fosforylacja kinaz biatkowych ERK1/2 w odpowiedzi na aktywacje receptora TLR7 nie podlega
kontroli kinazy tyrozynowej Brutona czy kinazy bia’rkowej_ C, ale jest warunkowana aktywnoscig
kinazy fosfatydyloinozytolu PI3K.

W szeregu eksperymentéw z zastosowaniem reakcji PCR w czasie rzeczywistym do
normalizacji wynikéw stosowano gen kodujgcy fosforybozylotransferaze hipoksantynowo-
guaninowa (HPRT). Prosze o wyjasnienie, na jakiej podstawie wybrano ten gen referencyjny do
normalizacji pomiaru ekspresji genéw w réznych uktadach doswiadczalnych — zaréwno mysich
makrofagach pochodzenia szpikowego (BMDM), komdrkach ludzkich monocytéw (THP-1) jak
i ludzkich biataczkowych plazmocytoidalnych komérkach dendrytycznych (PMDCO5).

W ramach dyskusji podczas obrony pracy doktorskiej Pani magister Ewy Kowalczyk
z przyjemnoscig poprosze ponadto o wyjasnienie kilku pojeé¢ zastosowanych w pracy:
- bufor pasywny (str. 60, podpis pod ryc. 6.5.1.),
- podczerwony fluorofor (str. 49, 55, 59, 67, 72, 73, 74, 75),

- catkowita forma kinaz (str. 56)

Generalnie bardzo pozytywnie oceniam poziom merytoryczny i techniczny zamieszczonych
w rozprawie wynikéw, a takze sposéb ich prezentacji. Autorka przedstawita spéjng linie badawcza,
jasno zaprezentowata i poprawnie zinterpretowata uzyskane wyniki. Badania Doktorantki
przyczyniajg sie¢ do bardziej szczegétowego zrozumienia molekularnych mechanizméw interakgji
biatek zaangazowanych w szlaki sygnatowe aktywowane przez receptory Toll — podobne.

Strona edytorska pracy nie budzi zasadniczo zastrzezen, stosunkowo nieliczne btedy

interpunkcyjne, literowe i stylistyczne nie umniejszajg jej jakosci.
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Dyskusja zawierajgca omoéwienie uzyskanych wynikéw zajmuje 13 stron maszynopisu.

Autorka przeprowadza w niej krytyczng i wnikliwg analize uzyskanych wynikow
w kontekscie aktualnego stanu wiedzy. Autorka potwierdza, migdzy innymi, ze cze$¢ uzyskanych
wynikéw jest zgodna z istniejgcymi doniesieniami literaturowymi. Dyskusja ma charakter
wszechstronny i wyczerpujacy i jest mocnym elementem rozprawy. Praca jest zaréwno zakoriczona
wyodrebnionym podsumowaniem wynikéw jak i wnioskami koricowymi po zaprezentowanej
dyskusji, co daje koficowe, ostateczne przeswiadczenie czytelnikowi, iz Autorka precyzyjnie umie

okredli¢ wartoé¢ uzyskanych w trakcie realizacji projektu wynikéw, oszacowaC stopien

zrealizowanego celu i umiejscowi¢ swoje osiggniecia na tle aktualnej wiedzy w badanym

przedmiocie.

Pozytywnie oceniam zatem Dyskusje pracy i zawarte w niej tresci. Ten wazny rozdziat
monografii doktorskiej mgr Ewa Kowalczyk napisata wartkim, poprawnym jezykiem naukowym
i tadna polszczyzna, z naleznym podkreslaniem wartosci wtasnych wynikéw oraz autorskich
przemyslen zwigzanych z ich nie zawsze tatwa interpretacja.

Jedyny niedosyt budzi¢ moze brak propozycji modelu (np. w postaci schematu) interakcji
biatka adaptorowego Mal/TIRAP z innymi elementami szlaku sygnatowego zaleznego od receptora
TLR7. Schemat taki mogtby byé swoistym ,graficznym” podsumowaniem uzyskanych przez
Doktorantke wynikéw i jako nowa hipoteza naukowa — punktem wyjscia do zaproponowania

dalszych badan.
Podsumowanie

Rozprawa doktorska pani mgr Ewy Kowalczyk podejmuje istotny problem naukowy
z dziedziny biologii molekularnej komérki, o potencjalnym znaczeniu praktycznym w poszukiwaniu
mozliwych terapii chorc’)b o podtozu autoagresji. Przedstawione w rozprawie doswiadczenia
zostaly poprawnie zaplanowane, wykonane i zinterpretowane. Uzyskane wyniki sa niewatpliwie
cennym wktadem Autorki do wiedzy przedmiotu i solidng podstawg do dalszych badan.
Doktorantka wykazata sie zaréwno duzg wiedza teoretyczng, sprawnoscig eksperymentatora jak
i umiejetnoscig krytycznej analizy uzyskanych wynikéw i ich interpretacji w stosunku do
istniejagcego stanu wiedzy. Moje uwagi majg przede wszystkim charakter dydaktyczny i nie
umniejszaja wartoéci rozprawy, sg natomiast wskazéwkami do planowania przysztych badan

i prezentacji wynikow.
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Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszystkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim w rozumieniu Ustawy o tytule i stopniach naukowych
i zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN

z wnioskiem o dopuszczenie Pani Magister Ewy Kowalczyk do dalszych etapéw przewodu

Mwlxt’ y'M.
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