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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Patryka Reniewicza ,,Mechanizmy regulacji szlakéw

sygnalowych receptora cytozolowego RIG-I przez ligaz¢ ubikwityny Pellino3.”

Niniejsza recenzja rozprawy doktorskiej zostata przygotowana w odpowiedzi na pismo
Rady Naukowej IITD PAN we Wroctawiu ze 197 posiedzenia, ktére odbylo si¢ 30 maja
2019 r. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem
prof. dra hab. Jakuba Siednienki. Badania zostaly przeprowadzone w Laboratorium
Immunobiologii Mikrobiomu Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika

Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Formalny opis rozprawy

Praca zostata przygotowana w jezyku polskim i liczy 93 strony. W nastepnej kolejnosci
zaprezentowane zostato streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim. Wlasciwa praca
zostata podzielona na Wstep (20 stron maszynopisu), Cel pracy (1 strona), Materiaty (5
stron), Metody (8 stron), Wyniki (18 stron), Dyskusj¢ (6 stron) oraz Bibliografi¢ (137 pozycji

literaturowych). Praca ma charakter standardowej rozprawy doktorskiej.
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Ocena merytoryczna

Celem autora przedlozonej pracy byto zbadanie wptywu biatka Pellino3 na regulacje
szlaku sygnatowego inicjowanego przez receptor RIG-I. Pellino3 jest ligazg ubikwityny, ktora
zaangazowana jest w regulacje szlakéw sygnalowych wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej zaleznej m.in. od TLR2, TLR3 i TNFR. We wstgpie pracy autor
kompleksowo opisuje znane systemy detekcji zagrozenia oraz wzorcéw charakterystycznych
dla patogenow w komorkach eukariotycznych. Opisy sa poprawne i wyczerpujace. Brakuje
nieco petnego schematu pokazujgcego przebieg poszczegdlnych $ciezek sygnatowych w
roznych scenariuszach (podobny do ryciny 2), co pozwolitoby na dodanie wigkszej liczby
szczegOolow na rycinie 2. W dalszej czesei wstepu autor opisuje histori¢ odkrycia oraz funkcje
i budowe poszczegolnych biatek z rodziny Pellino. Ubikwitynacja, w zaleznosci od miejsca,
moze prowadzié¢ do zmiany funkcji biatka, jego aktywacji lub degradacji w proteasomie. W
rozprawie autor skupia si¢ na jednym z przedstawionych biatek z tej grupy, ligazie

ubikwityny Pellino3.

W rozdziale 4. Opisano cel pracy. Bialko Pellino3 posiada zdolno$¢ modyfikacji $ciezek
sygnatowych w komérce, wigczajgc w to $ciezki zalezne od TLR i NOD. Celem pracy byto
sprawdzenie, czy biatko Pellino3 moze modyfikowaé¢ réwniez odpowiedZ zalezng od
receptordéw RLR przy zakazeniu wirusowym. Cel pracy zostat jasno zdefiniowany, chociaz
niepotrzebnie moim zdaniem w rozdziale pojawiaja si¢ szczegdly techniczne

przeprowadzonych badan, co nieco zaciemnia obraz.

W dalszej kolejnoéci autor opisuje wykorzystane w pracy materialy. Opis jest
wyczerpujacy i pozwala na identyfikacje poszczegdlnych odczynnikéw. Nastgpnie autor
przechodzi do opisu zastosowanej metodyki. Opisy sa poprawne, jednak pojawia si¢ kilka
brakow oraz niejasnodci. Czes$é tabel w mojej ocenie powinna znalez¢ si¢ w sekcji materiaty
(m.in. wykorzystywane linie komodrkowe, szczepy wirusow). Ponadto brakuje nieco
informacji o genotypie wiruséw oraz odniesien literaturowych / numeréw pozwalajgcych na
identyfikacje. Podobne niedopatrzenia pojawiajg si¢ przy opisie linii komdrkowych. W opisie
testu tysinkowego nie jest jasne, czy autor korzystal z barwnikow (np. czerwien neutralna).
Jest to standardowe podejécie, a brak wybarwienia materialu moze prowadzi¢ do
nieprawidtowych odczytow. W rozdziale 5.2.5.2 pojawia si¢ opis trawienia DNA, jednak nie
podano czy efekt trawienia DNA byt weryfikowany eksperymentalnie. Jest to bardzo wazne z

punktu widzenia interpretacji uzyskanych wynikéw. Nieco szkoda, ze w eksperymentach nie
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wykorzystano standardéw, co pozwolitoby oszacowaé skal¢ zmiany liczby poszczeg6lnych

transkryptow.

W dalszym etapie pracy autor przechodzi do opisu uzyskanych wynikéw. Cze$¢ ta jest
bardzo obszerna i pozwala na pelne zrozumienie procesu badawczego. Pojawia si¢ tutaj z
mojej strony kilka pytan dotyczacych zastosowanych analiz, o ktérych wspominam w dalszej
czedei recenzji. Gtownym zarzutem w tym miejscu jest brak jakichkolwiek analiz, ktore
potwierdzaja, ze doszto do zakazenia ktérymkolwiek z wirusow, a obserwowane wyniki nie
sg artefaktem. Ponadto, pojawiajg sie¢ pewne problemy z interpretacjg wynikéw western blot,
poniewaz analiza densytometryczna zostala przeprowadzona tylko dla wybranego obrazu i
brak jest informacji o istotnosci statystycznej wynikéw. Sam proces badawczy zostal jednak
dobrze przemyslany, a uzyskane wyniki sg petne i ttumaczg mechanistycznie obserwowany

efekt.

W ostatniej czedci uzyskane wyniki zostaja poddane pod dyskusje. Dyskusja

przeprowadzona jest prawidlowo i porusza wszystkie istotne watki zwigzane z tematem.

Podsumowujgc, autor wykazal, ze ligaza ubikwityny Pellino3 jest istotnym czynnikiem
przy indukcji odpowiedzi wrodzonej w czasie zakazenia wirusowego. Przeprowadzone
eksperymenty jasno pokazaly, ze w czasie zakazenie VSIV biatko to uczestniczy zar6wno w
procesie hamowania ekspresji mRNA dla IFNB oraz IP-10 (w wyniku modulacji fosforylacji
IRF3/4), jak i w procesie idukcji translacji tych cytokin poprzez fosforylacje czynnikow
transkrypcyjnych elF4E oraz elF4B.

Ocena edytorska rozprawy

Rozprawa zostala przygotowana bardzo starannie. Lektura pokazata, ze liczba bigdow
jezykowych i ortograficznych jest stosunkowo mata, co przy duzym dokumencie wymaga
sporej uwaznosci. Pewne zastrzezenia mam do oznaczen stosowanych w pracy. Zgodnie z
wytycznymi Rady Jezyka Polskiego ,,miedzy wartoscig liczbowsg a literowym oznaczeniem
miary, czyli skrotem lub skrétowcem, stawiamy spacje, natomiast migdzy wartoscig liczbowa
a oznaczeniem miary za pomocg symbolu albo polaczenia skrotu/skrétowca i symbolu spacji
nie stawiamy”. W pracy w kilku miejscach zasada ta nie jest przestrzegana, chociaz jest to

sporadyczne. W tym miejscu warto rowniez przypomnieé, ze w podobnych opracowaniach
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nalezy stosowaé odpowiednie symbole, ktore w zyciu codziennym czasem roboczo
zastepujemy literami. Przyktadowo, zamiast litery ,,x” powinno stosowa¢ si¢ znak mnozenia
,X”. Chcialbym rowniez zwrdci¢ uwage na odpowiednie stosowanie stow ,liczba” oraz

,,1108¢” z rzeczownikami policzalnymi i niepoliczalnymi.

Struktura pracy poprawna, praca zostala podzielona na czg$ci pozwalajgce na latwa
lekture. Zawarty na poczgtku pracy wykaz skrotow jest petny i wyczerpujgcy. Ryciny w pracy
sg czarno biate, czytelne i dobrze opisane. Niewielkie zastrzezenia mam jedynie do legendy —
opis rycin powinien by¢ oznaczony inng czcionka. W obecnej wersji legenda czgsto zlewa sig

z tekstem. W rycinie 6.1.1. legenda jest podzielona na dwie strony.

Podsumowanie

W mojej ocenie praca prezentuje bardzo ztozony i trudny temat w sposdb niezwykle
przystepny. Poszczegblne elementy $ciezki sygnatowej zostaty przesledzone krok po kroku,
co umozliwia faktyczng oceng mechaniki dziatania poszczegdlnych bialek oraz samego biatka
Pellino3. Niewielkie uchybienia edytorskie w zaden sposob nie obnizajg jako$ci

przedstawionej pracy.

Moja ocena pracy jest bardzo wysoka, chciatbym jednak uzyskaé odpowiedz na kilka

nurtujgcych mnie pytan:

1. W pracy brak informacji, jak sprawdzono czy doszto do zakazenia wirusowego. Brak
rowniez informacji o ilosciowym przebiegu tego procesu. Autor poczgtkowo
rozpoczal prace z serig wirusow (wirus paragrypy, wirus RS, wirus grypy, wirus
pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej), jednak juz po pierwszym eksperymencie
odrzucil wiekszo$¢ z nich. Wydaje sie, ze decyzja ta zostala podjgta w oparciu o brak
indukcji odpowiedzi interferonowej przy zakazeniu. W mojej ocenie jednak, powodd
mogt byé znacznie bardziej prozaiczny. Mysie makrofagi s nie najlepszym modelem
dla zakazenia wirusami ludzkimi, szczeg6lnie wirusami oddechowymi. Brak dyskusji
uwzgledniajacej ten fakt oraz brak dyskusji dlaczego zostala wybrana taka linia. Co
wiecej, brak ilosciowej oceny procesu zakazenia utrudnia lub w  niektorych
przypadkach uniemozliwia korelacje obserwowanej indukcji poszczegdlnych sciezek z

samym procesem zakazenia. Prosze o przedyskutowanie tego zagadnienia.
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2. W reakcji potilosciowego PCR specyficzno$é starteroéw sprawdzana byla poprzez
analize krzywych topnienia PCR. Czy zweryfikowano na zeli wielko$¢ produktu oraz

czy poddano sekwencjonowaniu produkt reakcji?

3. W badaniach analizowano zakazenie wirusem w odniesieniu do kontroli mock. W
niektérych przypadkach brak doktadnego wyjasnienia, czym byla kontrola mock.
Preparat zakaznego wirusa jest de facto lizatem komorek uszkodzonych w czasie
zakazenia i jest bogaty we wszelkie czgsteczki sygnatowe, ktoére produkowane sg
przez zakazone i umierajgce komorki. Czy probka mock byla przygotowana w

podobny sposéb? Czy moze stosowane preparaty wirusowe oczyszczano?

4. Rozdziat 6.1.2. Czy stosowano kontrole zawierajacg inaktywowanego wirusa (np.
poprzez naswietlenie UV)? Zazwyczaj stosuje si¢ niereplikujacy wirus, aby wyjasni¢
czy obserwowany efekt jest zwigzany z replikacja wirusa czy tylko z obecnoscig
PAMPs.

5. Nad ile specyficzny jest inhibitor FR180204?

6. W pracy analizowano aktywno$¢ / obecno$é poszczegoélnych cytokin w pozywce
hodowlanej. Czy analizowano poziom poszczegdlnych biatek w komorkach? Czy brak
podobnej analizy mégt prowadzi¢ do nieprawidtlowego uznania braku sekrecji za brak

translacji?

7. Rycina 6.1.2., 6.1.3., W jakim czasie pobierany byt mock? Dla kazdego z punktow

czasowych powinna zosta¢ pobrana probka referencyjna.

8. Rozdzial 6.2.2. W jaki sposob zweryfikowano, czy komorki A549 sg wrazliwe na

zakazenie wirusem VSIV?

9. Czy prowadzone eksperymenty obejmowaly pojedynczy czy wielekrotny cykl

replikacji?

10. Rycina 6.8. Autor pokazuje zmiane w aktywacji czynnikéw inicjacji translacji w
komorkach po infekcji wirusem. Mam dwa pytanie do tej ryciny: (a) brak jest kontroli
niezakazonych w poszczegolnych punktach czasowych oraz (b) czy wida¢ jakikolwiek
efekt istotny statystycznie? Jezeli nie, nie powinnismy wycigga¢ wnioskOw na tej

podstawie. Podobnie jest w przypadku ryciny 6.7.
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Whnioski koricowe

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z przedstawiong pracg doktorskg oraz ocenie
indywidualnego wkladu mgr Patryka Reniewicza w jej powstanie, moge stwierdzi¢, ze
przedstawiona rozprawa speinia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okre$lone w artykule 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 o tytule naukowym i stopniach
naukowych oraz tytule i stopniach naukowych w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz 595, wraz
pézniejszymi zmianami). Praca ma oryginalny i nowatorski charakter, a zawarte w nigj
wyniki majg cechy nowosci naukowej. Jestem pod wrazeniem systematycznosci
prowadzonych badan oraz wynikow, ktore w przysztosci moga by¢ Zrédlem kolejnych,

bardzo ciekawych prac.

W zwiazku z powyzszym zwracam sie do Rady Naukowej Instytut Immunologii i Terapii
Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie mgr Patryka Reniewicza do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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