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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Kuli pt. ,,Regulatorowa rola ligazy
Pellino3 w szlakach sygnatowych RIG-I aktywowanych wirusem grypy typu B”

promotor rozprawy: dr hab. inz. Jakub Siednienko

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Anny Kuli zrealizowana zostala
w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
PAN.

Praca dotyczy badania mechanizmow sygnalizacji regulujacych odpowiedz komorek

ludzkiego nabtonka plucnego aktywowanych wirusem grypy typu B (IBV). Zasadniczym
celem pracy byla identyfikacja w tych komorkach wybranych elementéw kaskad
sygnalizacyjnych zaleznych od cytosolowych receptoréw typu RLR oraz okreslenie roli tych
czynnikéw w pobudzeniu produkcji interferonéw typu I i wybranych cytokin prozapalnych w
wyniku odpowiedzi komorek na stymulacje przez ligandy pochodzenia wirusowego.
Podjety problem jest bardzo istotny ze wzgledu na znaczenie kliniczne. Szczegdlowe
poznanie mechanizmoéw obrony przeciwwirusowe] w komodrkach nabtonkowych ustroju
czlowieka moze mie¢ przetozenie na terapi¢, a takze na wytyczanie kierunkow dla
profilaktyki.

Badania objete zakresem rozprawy byly realizowane w ramach projektu SONATA BIS
nr UMO-2015/18/E/N23/00695 przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki.
Doktorantka jest autorkg lub wspolautorkg trzech prac naukowych opublikowanych w
czasopismach anglojezycznych o wysokich wspotczynnikach wplywu 6.1, 7.31 1 6.208. W
dorobku posiada tez jedno wystgpienie konferencyjne na sympozjum migdzynarodowym.



Opis formalny

Rozprawa doktorska mgr inz. Anny Kuli zostala przygotowana w formie monografii o
ukladzie typowym dla prac tego rodzaju. Zawiera 87 stron maszynopisu, 29 rysunkow, kilka
tabel.

Wstep teoretyczny zostat poprzedzony wykazem publikacji Doktorantki, spisem tresci,

wykazem stosowanych skrotow oraz streszczeniem pracy w jezyku polskim i angielskim.
Zawarty na 24 stronach tekst czesci wstepnej podzielony przejrzyscie na 6 podrozdzialow to
zwiezke wprowadzenie teoretyczne do podjetych badan. W osobnej czgci rozprawy
umieszczono zalozenia pracy i cel podjetych badan. Kolejny fragment dysertacji zajmujacy
osiem podrozdziatéw to opis wykorzystanych materiatow. Omowienie metod przedstawiono
w nastepnych szesciu podrozdziatach.
W dalszej partii tekstu zawartej na 17 stronach przedstawione sg wyniki wykonanych badan.
Dla lepszej czytelnosci cze§¢ ta zostala podzielona na 9 podrozdzialow. Zwigzle
podsumowanie uzyskanych wynikow zawiera kolejny rozdziat dysertacji. Po nim, na o$miu
stronach rozwinieta jest dyskusja, gdzie omawiane sa najwazniejsze problemy naukowe
rozprawy. Wnioski koficowe podane sa w kolejnej czgsci tekstu pracy. Rozprawe koncza
opisy rysunkow i wykaz cytowanego pismiennictwa (161 pozycji).

Charakterystyka i ocena merytoryczna

Obecnosé w ustroju antygenow wirusowych pobudza nie tylko makrofagi, monocyty,
komorki dendrytyczne jako komoérki wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Aktywacii
ulegaja rowniez komorki nie-immunologiczne takie jak fibroblasty i komoérki nabtonka. Te
ostanie to wazna bariera obronna m.in. drog oddechowych.

Podjete przez Doktorantke badania zmierzaly do wyjasnienia mechanizméw
przeciwwirusowych w komoérkach nablonka zainfekowanych wirusem grypy typu B (IBV).
Dotyczyly one oceny w tych komorkach dziatania gtéwnej $ciezki przekaznictwa - kaskady
sygnalizacyjnej aktywowanej za posrednictwem receptoréw RIG typu I, odpowiedzialnej w
stanie infekcji za transdukcje sygnatu w kierunku jadra komérkowego i wywotanie
odpowiedzi zapalnej. Zjawiska te badane sg od wielu lat, ale wcigz wymagajg intensywnych
badan i poszukiwania odpowiedzi na nowe pytania.

Kluczowym problemem bylo wyjasnienie udziatu ligazy ubikwityny E3 - bialka
Pellino3 w kontroli szlaku zaleznego od receptora RIG-I podczas odpowiedzi komorek
nablonka na atakujacy wirus IBV. Doktorantka wybrata kilka wariantow komorek A549
(ludzka linia niedrobnokomorkowego nowotworu pluc) do szerokiego udokumentowania
obserwowanych zjawisk i prawidtowe;j ich interpretacji.

Tytul rozprawy doktorskiej ,,Regulatorowa rola ligazy Pellino3 w szlakach sygnatowych
RIG-I aktywowanych wirusem grypy typu B> prawidlowo odzwierciedla jej zawartosc.

We Wstepie teoretycznym Autorka najpierw przedstawia w krétkim zarysie kluczowe
elementy mechanizméw wrodzonej odpowiedzi immunologicznej ustroju w stanach infekcji
wirusowej. Nastepnie w przystepnej formie charakteryzuje obszerng grupg blonowych biatek
receptorowych z rodziny receptoréw Toll-podobnych. W tej czesci Doktorantka opisuje rézne
elementy aktywowanych ta drogg kaskad sygnalowych, w tym wskazuje na biatka
adaptorowe uczestniczace w mechanizmach przenoszenia sygnatu w cytosolu, opisuje typy
kinaz niezbednych w tych procesach, omawia znaczenie modyfikacji bialek sygnatowych
przez ubikwityne w kontroli przenoszenia sygnatu. Na uwage zastuguje wlasne opracowanie
wszystkich ilustracji zamieszczonych w tej czgéci rozprawy, co $wiadezy o dobrym



zapoznaniu sie Autorki z tematykg badan i dobrym przyswojeniu wiedzy pochodzacej z
aktualnych doniesien literaturowych.

Opisane w tekscie i przedstawione na rysunkach kaskady sygnalowe dobrze wyjasniajg efekty
koncowe odpowiedzi komorkowej, wywotanej infekcja wirusows, czyli pobudzenie produkeji
interferonéw typu I oraz cytokin prozapalnych.

Doktorantka przedstawia rowniez drugg rodzing receptoréw, wazng w rozpoznawaniu
antygenow wirusowych 1 generowaniu odpowiedzi przeciwwirusowej. Sa to cytosolowe
receptory z grupy RLR (rodzina receptoréw RIG-I podobnych), w tym receptory RIG-L
Autorka rzeczowo opisuje elementy szlakow sygnatowych aktywowanych przez te receptory,
a dodane do tej czesci ilustracje dobrze uzupelniaja i wzbogacaja ten rozdzial rozprawy,
zwlaszcza czytelny schemat aktywacji kaskad sygnatowych za posrednictwem receptorow
RIG-1 i MDAS.

W kolejnym fragmencie Wstepu Autorka charakteryzuje krétko interferony jako
cytokiny przeciwwirusowe i omawia ich role m.in. w pobudzeniu odpowiedzi nieswoistej w
komorkach nieimmunologicznych. Czytelna ilustracja wyjasnia udzial interferonow typu I w
pobudzaniu gtéwnego szlaku sygnatowego w tych komorkach, zaleznego od receptoréw
IFNAR, z zaangazowaniem bialek STAT jako przeno$nikow sygnatu i czynnikow
transkrypeyjnych. W koncowym efekcie wytwarzane sa biatka przeciwwirusowe (m.in.
enzymy degradujagce wirusowe RNA).

W dalszej czesci Wstepu Doktorantka wyjasnia znaczenie procesu ubikwitynacji
bialek sygnalowych w kaskadach aktywowanych przez receptory RLR i obszernie
charakteryzuje grupe biatek Pellino jako ligazy ubikwityny E3. Zamyka tg czes¢ rozprawy
omoéwienie przez Autorke dotychczasowych doniesien na temat roli Pellino3 w kontrolowaniu
szlakéw przekaznictwa komdrkowego w odpowiedzi na infekcje wirusowa. W tym zakresie
wazny jest udzial Autorki we wezesniejszych badaniach funkcji ligazy Pellino3 w komorkach
makrofagébw i monocytow w stanie infekcji wirusowej, realizowanych przez zespét
kierowany przez promotora pracy.

Wstep teoretyczny napisany jest rzeczowo, przystepnie 1 stanowi wilasciwie
wyselekcjonowany kompleks wiedzy na temat przebiegu i kontroli szlakéw sygnalizacyjnych
istotnych w mechanizmach odpowiedzi immunologicznej ustroju zaatakowanego przez
wirusy. Warto podkresli¢, ze Doktorantka wykazala si¢ duza umiejetnoscig trafnego wyboru
cytowanej literatury. W tej czesci pracy Autorka przedstawita kluczowe zagadnienia istotne
pozniej w ocenie 1 interpretacji uzyskanych wynikéw badan. Ponadto podane we Wstepie
informacje pozwalaja czytelnikowi dobrze zrozumie¢ zalozenia i cel pracy.

ZaloZenia i cel pracy zostaly okreslone prawidlowo, w sposob jasny i jednoznaczny.
Sformutowanie celu gléwnego akcentuje zasadno$é¢ badania funkcji ligazy Pellino3 w
kaskadzie sygnalizacyjnej zaleznej od receptora RIG-I w komoérkach nablonka pluc
zainfekowanych IBV. Ponadto, zostaly wskazane przez Doktorantk¢ cele szczegdtowe
dotyczace badania ekspresji i poziomu wytwarzania interferonéw typu I oraz okreSlenia
udziatu roznych elementéw szlaku sygnatowego istotnych w generowaniu odpowiedzi
przeciwwirusowej.

Materialy i metody. Do realizacji zadan Doktorantka uzyla bogatego zestawu metod,
szezegOtowo opisanych. W pierwszej czesci tego rozdzialu Autorka opracowata czytelny
wykaz uzywanych odczynnikéw z bardzo pomocnymi tabelami przedstawiajacymi zestawy
firmowe reagentéw i ich zrédia. Podata rowniez wykaz inhibitorow swoistych dla badanych
kinaz sygnatowych, czytelng charakterystyke komercyjnych zestawoéw do przeprowadzenia



reakcji PCR i PCR w czasie rzeczywistym, wykaz komercyjnych zestawow do odwrotnej
transkrypcji i do transfekcji. Klarownie w formie stabelaryzowanej przedstawita Doktorantka
sktady buforow zastosowanych w roznych technikach badan molekularnych. Wyszczegolnita
uzyte startery do PCR, plazmidy wykorzystane do koimmunoprecypitacji oraz w badaniach
ubikwitynacji. W obszernej tabeli Autorka opisala przeciwciala potrzebne w
immunodetekcjach jakosciowej i ilosciowej badanych bialek. Ponadto przedstawila klarowny
wykaz 8 typow linii komorkowych.

Na podkreslenie zastuguje wykorzystanie do realizacji zadan bogatego zestawu
nowoczesnych metod i najnowszych technik uzytecznych w biologii molekularnej, analizach
biochemicznych i immunochemicznych. Godna uznania jest r6znorodnos¢ metod badawczych
i zastosowanych technik laboratoryjnych. Warto tez podkredli¢, ze realizacja tak zloZonych
zadah jest czasochlonna, wymaga duzych nakladéw pracy na przygotowanie i wykonanie
procedur. Sadze, ze bylo to dla Doktorantki duze wyzwaniem, ale uzyskane rezultaty
wskazujg na jej wielkg pracowito$¢ i bardzo dobre przygotowanie warsztatowe.

Wyniki. Doktorantka podzielita konsekwentnie tg cz¢s¢ dysertacji na podrozdziaty, w ktorych
rzetelnie omowila rezultaty badan. Dokumentacja wynikOw jest starannie opracowana i nie
budzi moich zastrzezen. Autorka opisata rzeczowo rezultaty doswiadczen oraz przedstawila je
graficznie na 19 ilustracjach bardzo czytelnie skonstruowanych i jasno opisanych. Warto
podkresli¢ ze jednorodny styl graficzny znaczaco ulatwia porownywanie danych parametrow
okreslanych w r6znych typach linii komorkowych nabtonka ptucnego czlowieka.

Godne uwagi jest to, ze Doktorantka okre$lita wazne cechy ligazy Pellino3 w
komoérkach nablonka ptuc infekowanych wirusem IBV. Bialko to nie ma udziatu w kontroli
translokacji czynnika NFkB z cytosolu do jadra komérkowego. Nie wywiera wplywu na szlak
sygnatowy MAP kinaz, czyli stymulacja tg droga stanu zapalnego w odpowiedzi na infekcje¢
wirusows jest niezalezna od ligazy Pellino3.

Oryginalnym i najbardziej istotnym odkryciem Autorki jest wykazanie Zze w
komorkach nabtonkowych plucnych infekowanych wirusem grypy typu B ligaza ubikwityny
E3 - bialko Pellino3 funkcjonuje jako negatywny regulator odpowiedzi przeciwwirusowe;j.
Ujawnil si¢ ten efekt poprzez wplyw Pellino3 na $ciezk¢ sygnalowa zalezng od receptora
cytosolowego - receptora RIG-I. Doktorantka dowiodla, ze ligaza Pellino3 bezposrednio
uczestniczy w poliubikwitynacji czynnika TRAF3 w tej kaskadzie sygnalowej.

Poniewaz ubikwitynacja TRAF3 zachodzi specyficznie i proces ten kieruje TRAF3 do
degradacji w proteasomach, wskutek tego traci aktywnosé kolejny element kaskady
sygnatowej - bialko IRF3, nie zdolne wtedy do translokacji do jadra komérkowego. Spada
produkcja interferonéw typu I, a dalszg konsekwencjg tego jest zmniejszenie stanu zapalnego
w wyniku braku stymulacji blonowych receptorow tego liganda — receptorow IFNAR i w
efekcie koncowym zmniejszenia produkcji chemokin CXCL10 odpowiedzialnych za migracje
komérek obronnych do miejsca zapalnego.

Warte podkreslenia jest, ze Doktorantka wyjasnila kolejne efekty wywolane w
infekowanych IBV komérkach nabtonka ptuc po ich pobudzeniu przez interferony typu I
wigzane specyficznie przez blonowe receptory IFNAR. Autorka wykazala pobudzenie
fosforylacji czynnikow STAT1 i ich udzial w aktywacji gendw ISG — genéw stymulowanych
interferonem, odpowiedzialnych m.in. za wzrost produkcji hemokiny CXLC10 w odpowiedzi
na infekcje wirusows.

Na podstawie zebranych danych Autorka zaproponowala orginalny model dziatania
Pellino3 w regulacji transkrypcji gendw kodujgcych ekspresje interferonu typu I oraz
hemokiny CXCL10 w komoérkach nabtonka pluc w stanie infekcji wirusem grypy typu B, co
jest ukoronowaniem jej pracy.



W Dyskusji Autorka bardzo trafnie zinterpretowata uzyskane wyniki badan. Przeanalizowata
je wnikliwie i kompleksowo w oparciu o dobrze wybrane cytowania aktualnej literatury
$wiatowej. To potwierdza, ze Doktorantka jest bardzo dobrze wprowadzona w temat, posiada
duza wiedze i umiejetnosci trafnej oceny i interpretacji uzyskanych rezultatow.

Warto podkreslié, ze praca ma charakter nowatorski i wnosi istotne i oryginalne
wartosci do wiedzy o kaskadach sygnalizacyjnych aktywnych w komoérkach w stanach
infekcji wirusowych. Stanowi dobra podstawe¢ do dalszych badan nad mechanizmami
kontrolujgcymi odpowiedZ komorki na atakujace ja wirusy.

Tekst rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Kuli napisany jest interesujgco, dlatego
ocena tej pracy nie byta dla mnie jedynie formalnym obowigzkiem, ale okazata si¢ Zrédtem
ciekawych informacji i mozliwosciag poglebienia wiasnej wiedzy. Generalnie oceniana
rozprawa stanowi interesujgce i oryginalne dzielo. Jest starannie opracowana edytorsko i
graficznie. Tekst w zasadzie nie budzi zastrzezen co do poprawnosci jezykowej.

Podsumowujgc, w mojej ocenie praca jest wartosciowa, badania zostaty prawidlowo
zaplanowane i zrealizowane. Mgr inz. Anna Kula podjeta si¢ zbada¢ bardzo wazny problem
naukowy i zrealizowata zamierzone cele. Logiczny uktad tekstu rozprawy, dobry styl pisania,
prawidlowo cytowana literatura, a przede wszystkim sposob analizowania rezultatow badan i
logicznie wyciagnigte wnioski wskazujg na duza wiedzg¢ Doktorantki i jej dojrzatos¢
naukowa.

Warto dodaé, ze dodatkowym atutem wykonanej pracy jest to, iz uzyskane w tych
badaniach podstawowych wyniki dajg mozliwo$¢ wykorzystania zdobytej wiedzy w praktyce
klinicznej. Odkryte przez Doktorantk¢ nowe mechanizmy regulujagce odpornosé¢ wrodzong
ustroju mogg stanowi¢ atrakcyjny cel dziatania terapeutykéw projektowanych do zwalczania
infekcji wirusowych.

Uwazam, ze przedlozona mi do oceny dysertacja zawiera oryginalny material
doswiadczalny i spelnia wszystkie kryteria stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021
r. poz. 478, 619, 1630). Przedstawiam wigc Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doséwiadczalnej PAN we Wroctawiu pozytywna ocen¢ rozprawy oraz wnioskuje o
dopuszczenie mgr inz. Anny Kuli do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na wysokg warto$¢ merytoryczng pracy i jej nowatorski charakter
sktadam wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskie;j.
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