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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Zyzak pt. ,, Wplyw biatka adaptorowego
Mal na odpowiedZ antywirusowg zalezng od receptora Toll-podobnego 9 ”,
wykonanej pod kierunkiem promotora Pana dr hab. inz. Jakuba Siednienko oraz
promotora pomocniczego Pani dr inz. Matgorzaty Mitkiewicz.

1. Charakterystyka techniczna rozprawy.

Rozprawa doktorska Pani Joanny Zyzak przedstawiona zostala na 105. stronach
oprawionego wydruku komputerowego. Zawiera 5. rysunkow i 26. rycin i 1. tabele. Na
poczatku dysertacji zamieszczono po stronie tytulowej podzigkowania oraz informacj¢ o
zrodle finansowania. Praca byla wspétfinansowana w ramach projektu OPUS4 Narodowego
Centrum Nauki Nr UMO - 2012/07/B/NZ3/02550. Spis tresci znajdujemy na str. 3-5.,potem
streszczenie w  jezyku polskim str.6., wykaz stosowanych skrotow str. 7-8. Zasadnicze
opracowanie sktada si¢ z 26. stron wstepu, 1. Strony na ktorej przedstawiono cel pracy,
material 1 metody zajmujg 19. stron, wyniki badan to kolejne 23. strony, dyskusja wynikéw
11. stron, wnioski 1. strona, informacja o opublikowaniu czg¢sci wynikéw znajdujacych si¢
w rozprawie oraz publikacje Doktorantki znajdujemy na str. 91. Strona 92 to streszczenie w
jezyku angielskim. Na str. 93-105. Autorka podaje 219 pozycji dobrze dobranego,
aktualnego, w zasadzie anglojezycznego pismiennictwa. Praca ma wigc uktad klasyczny i
przygotowana jest bardzo starannie.
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2. Charakterystyka merytoryczna opracowania, realizacyi celu i uzyskanych wynikow .

Uklad immunologiczny, w Scistej wspoétpracy z uktadem nerwowym i hormonalnym, stanowi
obrong gospodarza. Skladaja si¢ na niego elementy odpornosci wrodzonej: komodrkowe
(monocyty, makrofagi, granulocyty i rozne typy komorek dendrytycznych — DC ) i humoralne
(cytokiny, interferony, biatka uktadu dopetiacz, biatka ostrej fazy - bof etc.). Sg one gotowe do
natychmiastowego dziatania obronnego.

Druga grupa to wolno dzialajace w odpowiedzi immunologicznej elementy odpornosci
swoistej: zroznicowane limfocyty T i B oraz przeciwciata. Elementy odpornosci nieswoistej
pelnig obok funkcji bezposredniej obrony, role tacznika z odpowiedzig swoistg prezentujac na
strukturach komérkowych MHC k1. 11 II fragmenty antygenow.

Komdrki odpornosci nieswoistej cechuje wigksza lub mniejsza zdolno$¢ fagocytozy
spontanicznej, immunologicznej z udzialem opsonin ( immunoglobuliny, skiadowe dopelniacza
C1, C3. bialka surfaktantu. nicktére bof ) oraz wyrafinowane rozpoznanie wzorcow

molekularnych zwigzanych z patogenami ( Pathogen Associated Moleecular Patterns - PAMP)

Wsrdéd PRR sy receptory Toll podobne, ktorych  dotychezas opisano 10 u cztowieka i 13 u
myszy. CzeS¢ z nich wystepuje na powierzchni komérki a czedé we wnetrzu, w endosomach.

Doktorantka we wstepie rozprawy przedstawia aktualng wiedz¢ na temat tych
powierzchniowych receptorow: TLR1-TLR2, TLR2, TLR2-TLR6,TLR4, TLRS5 i TLR10 oraz
receptorow endosomalnych: TLR3,TLR7,TLR8, TLR9, TLR11/12 oraz TLR13. Jej tematem
badan jest TLR9, ktérego naturalnym ligandem jest DNA bakteryjne i wirusowe. Potwierdzona
jest rola tego receptora w rozpoznawaniu oligonukleotydow bogatych w sekwencje
dinukleotydow cytozyno-guaninowych — CpG. Budowa oligonukleotydu i obecny w nim motyw
CpG okreslaja typ i sile indukowanej przez TLR9 odpowiedzi immunologicznej. Autorka
przedstawia budowe i warianty tego receptora oraz proces jego transportu i dojrzewania w
komorce. Przedstawia biatka adaptorowe receptorow Toll-podobnych. W opisie Myddosomu
znajdujemy informacje o biatku adaptorowym MyD88, ktore wykorzystywane jest przez prawie
wszystkie receptory Toll-podobne. Wyjatkiem jest TLR3. Przekazywanie sygnatu przez MyD88
warunkowane jest powstaniem kompleksu okreslanego jako Myddosom. Z pismiennictwa
wynika, ze dokowanie biatka MyD88 do domeny TIR receptoréw Toll-podobnych nie zawsze
zachodzi w sposob bezposredni i wymaga uczestnictwa innego biatka adaptorowego Mal
(MyD88-adaptor like / TIRAP - TIR-domain-cotaining adaptor protein). Potencjalny udziat tego
biatka w odpowiedzi antywirusowej, zaleznej od receptora Toll-podobnego 9, jest glownym
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watkiem badawczym tej rozprawy. W wielu wczesniejszych opracowaniach wskazywano, ze
biatko Mal oddziatuje tylko z TLR blony komdrkowe;.

W dalszej czg$ci wstgpu znajdujemy omowienie szlaku sygnatowego TLRO, z
podkresleniem, ze jest on rozny w poszczegdlnych typach komorek, co Autorka przedstawia
takze na rys. 5. W ¢DC (conventional Dendrtic Cells) i makrofagach gléownym aktywowanym
czynnikiem transkrypcyjnym jest NF- kB, a w przypadku pDC (plazmocytoidalnych Dendritic
Cells) mamy inny repertuar bialek m.in. osteopontyny (OPN) oraz TRAF3 i umozliwiong
aktywacje IRF7. Konficowym efektem uruchomienia szlaku sygnalowego TLR9 jest produkcja
cytokin, chemokin i interferonéw. Interferony typu I sg kluczowe w nieswoistej odpowiedzi
przeciwwirusowe;j.

W swoich eksperymentach Doktorantka wykorzystuje wirusa opryszczki pospolitej typu
1 ( Herpes Simplex Virus , HSV-1 / Human Herpesvirus, HHV-1), dlatego stusznie
zamieszczono we wstepie informacje o roli receptoréw Toll w rozpoznawaniu HSV-1. Ten
powszechnie wystepujacy wirus po wniknieciu do organizmu, zasadniczo prze btony Sluzowe,
po wstepnej replikacji migruje do zakonczen neurondéw czuciowych. Lokalizuje sic w zwoju
nerwu trojdzielnego i wehodzi w stan latencji.

Pani mgr J. Zyzak bazujgc na dostgpnym pismiennictwie przedstawia etapy rozpoznania
wirusa w przebiegu zakazen przez grupe receptoréw Toll. Rozpoznanie rozpoczyna si¢ na etapie
fuzji wirusa i komorki, w czym uczestniczy TLR2 w kompleksie z TLR1. W drugim etapie
udziat bierze endosomalny receptor TLR9 rozpoznajacy materiat genetyczny wirusa. Jako ostatni
aktywowany przez HSV-1 jest TLR3, mogacy wigza¢ dsRNA powstate w trakcie replikacji
wirusa. Udzial roznych typéw TLR w rozpoznaniu odmiennych sktadowych wirionéw HSV-1
ma znaczenie w jego wykryciu przez rézne populacje komérek, cechujacych sie zréznicowanym
ich wystgpowaniem. Tak, jak podkresla to Doktorantka, poznanie mechanizméw angazowanych
do usuwania wirusa z komorki, moze by¢ bardzo istotne w rozwoju nowych terapii
antywirusowych.

Jak wynika z przedstawionego przegladu pismiennictwa funkcja biatka adaptorowego
Mal w szlaku sygnatowym receptora TLR9 nie zostala wyjasniona. Stad jako cel dysertacji Pani
mgr inz. Joanna Zyzak przedstawia: ,, ustalenie funkcji , jaka Mal pelni w TLR9-zaleznej
odpowiedzi antywirusowej oraz poznanie nowych interakcji biatka Mal z biatkami szlaku
sygnatowego receptora TLR9. Podejmuje takze probe identyfikacji czynnikow
transkrypeyjnych regulowanych przez biatko Mal i determinujacych inicjacje transkrypcji
cytokin aktywowanych przez ten receptor”
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Rozdziat Material 1 Metody, to precyzyjnie przedstawiony wykaz odczynnikéw
chemicznych i reagentow, gotowych zestawow buforow 1 Zeli, starteréw do PCR i
poliklonalnych przeciwcial diagnostycznych. Ponadto umieszczono tu opis plazmidow,
izolowania jednojadrzastych ludzkich komoérek krwi obwodowej ( PBMC ) pochodzgcych od
zdrowych dawcow oraz wykorzystanych w eksperymentach linii komérek ludzkich i mysich.
Autorka podaje réwniez wykaz aparatury 1 akcesoriow.

Metody opisane sa jasno i wystarczajgco precyzyjnie. Znajdujemy tu informacje
dotyczace otrzymywania i hodowli komorek, przygotowania plazmidow, wyciszania ekspresji
genu TIRAP, analizy ekspresji gendw, techniki western blottingu, transfekcji, testu zmiany
ruchliwosci elektroforetycznej (EMSA), testu biologicznego oznaczania interferonéw typu I,
oznaczania TNF alfa oraz badania oddziatywania biatka Mal z biatkiem Atgl6L.Ten szeroki
zakres stosowanych metod do rozwigzania postawionego celu pracy, ujawnia duzy zakres prac
eksperymentalnych.

Wyniki przedstawione sg precyzyjnie i pokazujg konsekwentne dgzenie Doktorantki do
rozwigzania kolejnych zadan badawczych. Dokumentacja kazdego etapu przedstawiona jest
precyzyjnie 1 uzupelniona dobrym komentarzem.

Cel pracy zostal osiggniety. Przedstawione S5 wnioskéw wynika z przeprowadzonych
doswiadczen.

Dyskusja s$wiadczy o dojrzatosci naukowej. Jest dynamicznie i bardzo logicznie
poprowadzona, jako konfrontacja osiagni¢tych wynikéw z danymi literaturowymi.

3. Uwagi krytyczne i sugestie.

Na nieliczne literowki i techniczne bledy redakcyjne np. wskazanie, ze sekwencje
zastosowanych starter6w oraz dlugosci amplifikowanych fragmentéw podano w rozdziale
Material i metody punkt 5.1.4, a nie jak wynika to ze wskazania na str.48 w punkcie 5.1.3.,
nalezy spojrze¢ jak na drobne niedoskonatosci tego bardzo dobrego opracowania.

4. Podsumowanie.

Stwierdzam, ze praca doktorska pt. ,, Wplyw biatka adaptorowego Mal na odpowiedz
antywirusowg zalezng od receptora Toll-podobnego 9 ” opracowana przez Panig mgr Joanne Zyzak,
spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim, a okreslone w art. 13 ust.1 z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
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(Dz.U. Nr 65, poz. 595, z pézniejszymi zmianami ). Przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
wniosek o przeprowadzenie dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Whnioskuje o wyrdéznienie tej rozprawy doktorskiej, ze wzgledu na aktualno$¢ podjetego
tematu, dobrze i konsekwentnie wykorzystany warsztat badawczy, zrealizowanie celow
badawczych, interesujaca, logiczng, dynamiczng dyskusje. Stowem, bardzo dobre przygotowanie
1 przedstawienie dysertacji. Argumentem ,,za” jest rowniez fakt opublikowania cz¢sei wynikow
badan w recenzowanym czasopi$mie oraz publikacja prac oryginalnych i przeglgdowych o
tacznym IF = 13,174,

/{/0{0&@09 Wosaks”

Prof. dr hab. Wojciech Nowacki
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