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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ MGR EWY KOWALCZYK, ZATYTULOWANEJ:
ROLA BIAtKA ADAPTOROWEGO MAL/TIRAP W SZLAKU SYGNALOWYM ZALEZNYM OD

RECEPTORA TLR7

Praca doktorska pani mgr Ewy Kowalczyk przedstawia wyniki badan przeprowadzonych
przez doktorantke w Laboratorium Biatek Sygnatowych, Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN. Promotorem pracy byt dr hab. Jakub Siednienko, profesor w Polskiej
Akademii Nauk. Praca doktorska dotyczy mechanizméw odpornosci wrodzonej, ktéra stanowi
podstawowgq linie obrony organizméw przed patogenami. Odkrycie w latach 90-tych
dwudziestego wieku rodziny receptoréw Tol-podobnych zmienito diametralnie rozumienie
mechanizméw odpornosci wrodzonej i otworzyto olbrzymie pole do badan naukowych.
Poniewaz od tego odkrycia nie uptyneto jeszcze duzo czasu, wiele szczegétowych
mechanizmoéw dziatania odpowiedzi odpornosciowej wynikajgcej z aktywacji receptoréw Tol-
podobnych, wcigz pozostaje nieznanych. Poznanie jednego z takich mechanizméw postawita
sobie za cel Pani mgr Ewa Kowalczyk.

Celem pracy byto wyjasnienie, czy biatko adaptorowe Mal (zwane tez TIRAP) bierze udziat
w przekazywaniu sygnatow od receptora TLR7, a jesli tak, to do jakich efektow komdrkowych
prowadzi szlak sygnatowy w ktérym biatko Mal uczestniczy.

Przedstawiona do oceny praca liczy 105 stron, sktadajg sie na nig nastepujgce rozdziaty:
spis tresci, streszczenie, wykaz skréotow uzywanych w pracy, wstep, przedstawienie celu
badan, opis stosowanych materiatéw i metod, wyniki, nastepnie podsumowanie wynikéw,

dyskusja, wnioski, potem streszczenie w jezyku angielskim oraz spis cytowanej literatury.



Praca jest zredagowana starannie, jezyk i styl sa poprawne, nie ma btedow gramatycznych ani
interpunkcyjnych, zawiera raptem kilka tzw. literéwek.

Wstep liczy 27 stron. Po bardzo krotkim opisie sktadowych i mechanizmow obronnoéci
wrodzonej, przedstawiono w nim bardziej szczegdtowo rodzing receptoréw Tol-podobnych,
oraz wzorce molekularne rozpoznawane przez te receptory. Bardzo szczeg6étowo opisane
zostaty biatka biorgce udziat w przekazywaniu sygnatéw od aktywowanych receptorow Tol-
podobnych do jagdra komdérkowego, aktywowane czynniki transkrypcyjne oraz interferony
produkowane pod wptywem aktywacji receptoréw Tol-podobnych. Na koniec przedstawiono
choroby z autoagresji, w ktérych rozpoznanie wzorcéw molekularnych przez receptor TLR7
jest elementem patomechanizmu. Jak wspomniano, duig cze$¢ wstepu zajmuje opis biatek
biorgcych udziat w sygnalizacji od receptoréw Tol-podobnych. Ta czgs¢ wstepu mogtaby
znacznie zyska¢, gdyby umieszczono w niej rysunki, badz schematy pokazujgce sposob,
umiejscowienie oraz kolejnos¢ aktywacji poszczegdlnych biatek i czastek sygnalizacyjnych.
Wiele z wymienionych w tresci skfadowych szlakdw sygnalizacyjnych nie wystgpuje na
zadnym z rysunkow zamieszczonych w pracy.

Na stronie 38 przedstawiono cel pracy. Ta cze$¢ rozprawy sktada sig z trzech akapitow,
spoérod ktérych tylko trzeci przedstawia cel pracy. Uwazam, ze dwa pierwsze akapity sg
niepotrzebne, gdyz ich tre$¢ zostata juz przedstawiona we wstgpie.

13-stronicowy rozdziat ,Materiaty i metody” jest jasno i szczegotowo napisany. Jedynym
moim zastrzezeniem do tego rozdziatu jest to, Zze nie podano w nim, ile razy powtarzano
eksperymenty. W szczegdlnosci jest to istotne w przypadku eksperymentow typu Western-
blot.

Rozdziat ,Wyniki” liczy 26 stron. W rozdziale tym przedstawiono wyniki licznych
eksperymentow, wykonanych na komorkach mysich oraz ludzkich, ktérych celem byfo
zbadanie, czy biatko Mal uczestniczy w przekazywaniu sygnatu od aktywowanego receptora
TLR7. W eksperymentach zastosowano wiele réznorodnych technik badawczych, hodowle
komorek in vitro oraz ex vivo, transdukcje komdrek lentiwirusami, reakcje PCR, Real-time
PCR, testy ELISA, elektroforeze kwasow nukleinowych oraz biatek, oznaczenia typu Western-
blot, analize reporterowg ekspresji gendw oraz immunoprecypitacje chromatyny. Wigkszos$¢
eksperymentdw oraz ich interpretacji byta logicznie przeprowadzona, jednak z niektérymi
chciatabym polemizowaé. Moje zastrzezenia do poszczegdlnych eksperymentow wymienie

w kolejnosci odpowiadajacej ich wystepowaniu w pracy.



Na stronie 52 napisano, ze zwigzek R848 jest selektywnym ligandem receptora TLR7,
w zwigzku z tym w dalszych eksperymentach wszelkie efekty wywotane przez R848
przypisywano aktywacji TLR7. Tymczasem firmy sprzedajgce R848 podajg, ze jest to
aktywator TLR7 oraz TLRS (np. http://www.invivogen.com/r848;

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sml0196?lang=pl&region=PL).

Uprzejmie prosze o wyjasnienie tej kwestii w trakcie obrony doktoratu.

Gtéwnym modelem badawczym byly komorki, mysie makrofagi BMDM oraz ludzkie
komorki biataczki szpikowej THP-1, w ktérych wyciszano ekspresje genu kodujgcego biatko
Mal. Modele te zostaly stworzone w ramach wykonywania pracy doktorskiej, w celu
pozyskania komorek pozbawionych biatka Mal. Niestety, w pracy nie pokazano, jaki byt
poziom tego biatka w wykorzystywanych modelach komdrkowych. Pokazano jedynie brak
mRNA w komdrkach mysich w klasycznej reakcji PCR (ryc. 6.1.3.) oraz obnizenie do koto 60%
mRNA dla Mal w komérkach THP-1 w reakcji Real-time PCR (ryc 6.4.3.1.). Tymczasem uwaza
sie, 76 mechanizm dziatania shRNA wprawdzie jest réznorodny, ale gtéwnie polega na
hamowaniu translacji biatka, wiec poziom mRNA dla blokowanego genu niekoniecznie musi
by¢ wprost proporcjonalny do poziomu biatka. Na stronach 54/55 napisano wrecz, ze
,obnizenie ekspresji genu kodujgcego IFNB na drodze zaleznej od TLR7 jest skutkiem nokautu
genu kodujgcego ... Mal”. Uwazam, Ze jest to nadinterpretacja.

Na rycinie 6.3. przedstawiono wyniki eksperymentu, w ktérym badano aktywacje kinaz
Erk1/2 w eksponowanych na R848 komdrkach mikrogleju, ktére, jak podano w pracy, nie
syntetyzujg receptora TLR7. Z faktu, ze w zadnej z badanych préb nie zaobserwowano
obecnosci fosforylowanej formy Erk1/2 wyciggnieto wniosek, ze R848 dziata specyficznie za
poérednictwem TLR7. Moim zdaniem, w tym eksperymencie powinna zostac pokazana
pozytywna kontrola, w ktérej kinazy Erk1/2 zostatyby fosforylowane w odpowiedzi na jaki$
inny czynnik. Przedstawiony brak aktywnych kinaz Erk1/2 moze bowiem wynikaC z wielu
innych powoddw, niz ten podany w interpretacji, np. z powodu zbyt niskiego stezenia
pierwszorzedowego przeciwciata w detekcji Western-blot.

W rozdziale 6.5.2. przedstawiono wyniki eksperymentow wykonanych na komdrkach,
w ktorych oprocz biatka Mal, wyciszano takie czynnik transkrypcyjny IRF7. Prosze
o wyjasnienie, gdyz z tekstu nie wynika to jednoznacznie, czy oba wprowadzone wektory
wyciszajace ekspresje gendw (Mal oraz IRF7) posiadaja opornos¢ na ten sam antybiotyk,

puromycyne. Jesli tak, to uwazam, ze zastosowana strategia wyciszania dwoch gendw nie jest



prawidtowa, gdyz nie ma gwarancji, ze w komorkach, na ktérych wykonywano eksperyment
oba wektory byly stale obecne. Ponadto, rowniez w tych komdrkach nie zbadano poziomu
biatka, ktorego obecnos¢ zamierzano wyeliminowac.

Na rycinie 6.9.1. przedstawiono wyniki eksperymentu, w ktérym badano w komoérkach
BMDM dzikiego typu oraz z wyciszonym biatkiem Mal, eksponowanych na R848, aktywacje
czynnika transkrypcyjnego STAT-1. Brak aktywacji STAT-1 w komorkach z wyciszonym Mal
zinterpretowano, jako brak autokrynnego dziatania IFNB, ktéry wydzielany jest po ekspozycji
komorek typu dzikiego na R848. Wydaje mi sig, ze jest to nadinterpretacja. Aby wykaza¢
faktyczny udziat IFNB wydzielanego przez komdrki BMDM, nalezatoby dodac do nich
przeciwciata anty-IFNB, uniemozliwiajgcego jego autokrynne dziatanie, lub chociaz
zablokowac translacje biatek, aby wykaza¢, ze faktycznie czynnik aktywujgcy STAT-1 jest
wtdrnie produkowany w odpowiedzi na aktywacje komorek za pomocg R848.

W 13-stronicowej ,Dyskusji” doktorantka przeanalizowata uzyskane przez siebie wyniki,
utozyta badane przez siebie szlaki sygnatowe w sie¢ powigzan oraz przedyskutowata je na tle
dostepnych w literaturze naukowej danych. Dyskusja jest prowadzona w sposob logiczny,
jakkolwiek uwazam, ze niektore stwierdzenia sg zbyt mocne. Wynika to ze wspomnianej
przeze mnie nadinterpretacji niektérych wynikéw. Uwazam, ze praca dostarczyfa wielu
silnych przestanek na udziat biatka Mal w przekazywaniu sygnatu od receptora TLR7 do
aktywacji genow interferonowych, natomiast nie sa to dowody (na tyle, na ile ,,dowody”
w naukach biologicznych w ogole istniejg). Rowniez w tej czesci pracy przydatby sie schemat
lub rysunek podsumowujgcy sie¢ sygnalizacyjna, ktéra zdaniem doktorantki, posredniczy
w przekazywaniu sygnatéw od TLR7.

Na stronie 91 pracy znajduje sie rozdziat ,Wnioski”. Wnioskow jest cztery. O ile
z pierwszymi trzema wnioskami sie zgadzam, to uwazam, ze punkt czwarty nie jest
whnioskiem, lecz kolejng hipoteza, ktéra wymaga dalszych badan.

Cytowana literatura to 210 publikacji dobranych adekwatnie do badanego tematu.
Wszystkie cytowane publikacje sg anglojezyczne, pochodzg z renomowanych czasopism
naukowych. Jedynym minusem jest pewien brak starannosci w edycji niektérych publikacji,
ktérych tytuty sg napisane wielkimi literami, w odrdznieniu od wigkszosci cytowanych
tytutow.

Analizujgc prace doktorska pani mgr Ewy Kowalczyk nalezy podkreslic, ze temat pracy jest

bardzo ciekawy naukowo, a doktorantka opanowafa bardzo wiele nowoczesnych metod



badawczych. Uwazam, ze przedstawione wyniki wnoszg spory wkifad w rozumienie
przekazywania sygnatu od receptora TLR7 do jadra komorek uktadu odpornosci. Nie zgadzam
sie z wszystkimi interpretacjami uzyskanych wynikéw i uwazam, ze wnioski powinny by¢
formutowane z wiekszg ostroznoscia.

Moje uwagi do przedstawionej do oceny rozprawy nie umniejszajg znaczenia wigkszosci
przeprowadzonych eksperymentéw. Podsumowujgc, moja ocena przedfozonej do recenzji
pracy doktorskiej zatytutowanej: Rola biatka adaptorowego Mal/TIRAP w szlaku sygnafowym
zaleznym od receptora TLR7 jest pozytywna. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone
w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym i dlatego wnosze o dopuszczenie mgr
Ewy Kowalczyk przez Rade Naukowag Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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