R
\{};‘f

PAN - Instytot Immunologii

03 -07- 2020

o

1950-2020

Katedra i Zaklad Biochemii Lekarskiej

RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Patryka Reniewicza pt. ,,Mechanizmy regulacji szlakéw
sygnatowych receptora cytozolowego RIG-I przez ligaze ubikwityny Pellino3” wykonanej pod
kierunkiem dr hab. inz. Jakuba Siednienko

Przedstawiona mi do recenzji praca podejmuje probe wyjasnienia udziahu biatka Pellino3
w regulacji odpowiedzi antywirusowej zaleznej od receptoréw RIG-I. W kontekscie panujace;
pandemii, ktora bolesnie obnazyla bezradno$é Iudzkoéci wobec wiruséw, nikogo nie trzeba
przekonywaé, jak istotny i aktualny to temat. Poglebienie wiedzy w tym zakresie ma nie tylko
wartos¢ poznawcza, ale i potencjat aplikacyjny, poniewaz moze przyczynié si¢ do opracowania

skutecznych terapii antywirusowych.

Recenzowana rozprawa liczy 93 strony maszynopisu w ukladzie typowym dla rozpraw
doktorskich i jest bardzo zwigzia. Doktorant cytuje 137 pozycji pi$miennictwa. Prace poprzedza
spis tresci i porgezny wykaz stosowanych skrétéw, a uzupelnia spis rycin i rysunkéw. We Wstepie
Doktorant wyczerpujgco przedstawia mechanizm odpowiedzi antywirusowe;j, charakteryzujgc
rodzaje i rolg wzorcéw molekularnych, typy receptoréw blonowych i cytozolowych oraz
aktywowane przez nie szlaki sygnatowe, a takze przedstawia rodzing biatek Pellino. Konstrukcja
tej czgsci pracy nie budzi zastrzezen, jest napisana bardzo przejrzyscie, a pismiennictwo zostato
dobrane wiasciwie. Jej zrozumienie utatwiaja przygotowane przez Doktoranta ryciny. Chciatabym
jednak zwréci¢ uwage na konieczno$é precyzyjnego wyrazania sig. W czedci tej pojawia sie
bowiem informacja o udziale biatek Pellino w regulacji stanu zapalnego w ukladzie nerwowym.
Doktorant wspomina o podwyzszonym poziomie ekspresji Pellinol w mézgach pacjentéw ze
stwardnieniem rozsianym w poréwnaniu z moézgami zdrowych dawcow (str. 33), co sugeruje
przeprowadzenie badan na zywych ochotnikach i jest raczej nieprawdopodobne. Rzeczywiscie,
przywolana w tym fragmencie praca Xiao i wsp. przedstawia wyniki badan post mortem, trudno

wigc méwi¢ w tym wypadku o ochotnikach, a tym bardziej o osobach zdrowych. Co wiecej,

ul. Chatubiriskiego 10, 50-368 Wroclaw
T. +48 71 784 13 70, F: +48 71 784 00 85 www.umed.wroc.pl




materiat referencyjny stanowity probki mézgu pobrane od os6b chorych, tyle ze ze schorzeniami

innymi niz stwardnienie rozsiane.

W dalszej czedci pracy Doktorant definiuje cel badan, ktory nieco ginie w towarzyszacym
mu opisie roli ubikwitynacji w ogéle i ubikwitynazy Pellino3 w szczegédle. Uwazam, ze opis
szerszego kontekstu i zasadnodci przeprowadzonych badan jest bardzo istotny. Powinien on
jednak pojawi¢ si¢ we Wstepie i byé¢ doktadnie oméwiony w Dyskusji, czego wyraznie zabraklo.
Sprzeciw budzi twierdzenie Doktoranta o wykonaniu w pracy ,.kompleksowej analizy profilu
cytokin” w $wietle przeanalizowania jedynie trzech: IFNB, TNFa. i IP-10. Stworzenie faktycznego
profilu cytokin umozliwitoby zastosowanie techniki multipleksowania i, w przypadku bialek,
oznaczen na platformach typu Luminex, z czego w pracy nie skorzystano. Z tym zastrzezeniem,
pozostate zaproponowane w pracy techniki badawcze uwazam za dobrze dobrane i wystarczajgce
dla realizacji zamierzonego celu. Uwazam jednak, ze ich opis w rozdziale Materiaty i Metody
wymaga uzupelnienia. Przy opisie izolacji RNA, Doktorant wspomina o ocenie czystosci
izolatéw, nie ma jednak mowy o ocenie integralnosci wyizolowanego RNA - czy byla wogdle
przeprowadzona? Nie pojawia si¢ informacja o zastosowaniu kontroli reakcji odwrotne;j
transkrypoji, czy qPCR, ani tez o wydajnodci uzytych sekwencji starterowych. Kluczowy w
reakcjach qPCR jest wiasciwy dobér gendw referencyjnych stuzacych do normalizacji wynikéw.
W pracy postuzono si¢ HPRT, ale nie ma informacji o badaniach wlasnych, czy danych
literaturowych, ktére by wskazywaly na to, ze w danych warunkach cksperymentalnych wystarczy
tylko jeden gen i ktére uzasadnialyby wybér wiagnie HPRT. Jako praktyk uwazam tez, ze
wykonywanie badan qPCR tylko w dwéch powtdrzeniach nie jest optymalne. Z kolei opis
oznaczefl immunoenzymatycznych wymaga uzupelnienia o wspoélczynniki zmiennoséci wewnatrz-
1 migdzy testami i informacji o ilogci wykonanych powtorzen technicznych. W opisie oznaczania
ilodci biatka zabraklo sprecyzowania zastosowanych wzorcow biatkowych, a Western blotu -
informacji o sposobie normalizacji wynikéw i czy przeprowadzono kontrole specyficznodci
przeciwcial. W opisie zastosowanych analiz statystycznych mowa jest o przedstawianiu wynikow

W postaci Sredniej+SD, tymczasem na rysunkach wasy obrazujgce odchylenie standardowe sg

tylko w jednym kierunku.

Wyniki badan Doktorant przedstawia w spos6b zwiezly 1 logiczny, informujge, co uwazam
za cenne, o celu kazdego kolejnego kroku badawczego i interpretujagc uzyskany wynik. Moje
krytyczne uwagi do tej czedci pracy dotycza sposobu prezentacji wynikéw. Kazdy rysunek
powienien zawiera¢ komplet informacji umozliwiajacy jego zrozumienie bez koniecznodci

odwotywania si¢ do tekstu. Tymczasem w opisach rysunkéw znalez¢é mozna informacje o sprzecie



na ktérym wykonano np. wizualizacje (niepotrzebne), a brakuje kluczowej informacji, co dany
rysunek przedstawia (np. ze stupki z wasem reprezentujg $rednie z powtérzen biologicznych+SD).
Na rysunkach figurujg nie objasnione w legendzie skréty, ktorych znaczenia trzeba sie domyslaé
(np. UT, RLU, pbialko — przy czym ,,p” czasem oznacza ,protein” a czasem jest symbolem
fosforylacji), brakuje opiséw osi Y (rys. 6.4, 6.5, 6.7, 6.8), czy opisdw, co przedstawiaja
poszczegdlne panele A, B, etc. (rys. 6.4, 6.5, 6.7, 6.8). Rys. 6.3.3 przedstawia jedynie analizowane
geny, a brak jest kontroli ilo§ci DNA naniesionego na zel (gen referencyjny). Podobnie, Rys. 6.5.
przedstawia jedynie analizowane biatka, a brak jest normalizatora. Na Rys. 6.4, 6.5, 6.7 i 6.8 w
panelu A przedstawiono reprezentatywne bloty, co jest zrozumiale i akceptowalne. Jednak
wykresy stupkowe umieszczone w kolejnych panelach powinny przedstawia¢ wyniki ugrednione
ze wszystkich powtdérzen biologicznych wraz z analizg statystyczng. Jest to niezbedne dla
potwierdzenia powtarzalnosci wyniku i jego znamiennodci. Zastosowanie przeciwcial
znakowanych podczerownym fluoroforem sugeruje, ze zastosowano odczyt fluorescencyjny w
podczerwieni, tymczasem w pracy Doktorant powoluje sie na analize densytometryczng. W
rozdziale Wyniki pojawiaja si¢ odwolania do danych literaturowych, lecz przy niektorych

zabraklo odnognikow (str. 58-59, str. 62).

Uzyskane wyniki podsumowywuja trzy poprawnie sformutowane i uzasadnione wnioski,
ktére pozwolity Doktorantowi zaproponowaé na zakonczenie Dyskusji model dziatania Pellino3,
jako molekularnego przetacznika miedzy transkrypcja a translacja genéw efektorowych
indukowanych przez wirus VSIV. Szkoda, ze poza tym Dyskusja pracy stanowi glownie
przywotanie i interpretacje wynikéw. Cze$¢ ta bardzo by zyskata, gdyby pojawilo sig tu szersze
spojrzenie na znaczenie uzyskanych wynikéw, o ktérym Doktorant napomknat w Celu pracy.
Sposob prowadzenia dyskursu jest miejscami zbyt zwiezly i skrétowy i tok rozumowania Autora
staje si¢ niejasny (fragment dotyczacy zakazef bakteryjnych, str. 75). Stwierdzenia »analizy te sg

spdjne z danymi literaturowymi” az prosza sie o rozwinigcie.

Praca napisana jest fadnym i zrozumialym jezykiem, cho¢ Doktorant nie unikngt drobnych
bledéw edytorskich (mata/duza litera, brak nawiasow kwadratowych przy jednostkach, etc.), czy
interpunkcyjnych. Przede wszystkim dopracowania wymaga starannos¢ i konsekwencja w zapisie
nazw gendéw z uwagi na to, ze sposéb zapisu wskazuje, czy mowa o genie, czy biatku, oraz
operowanie skrotami. Sugerowatabym réwniez unikania stowa »poziom”, gdy mozna je zastgpié
okresleniami typu ,,stezenie”, czy ,,ilo$é transkryptow”, co pozwolitoby unikng¢ niefortunnych
powtorzeni, jak ,,..analiza poziomu czynnika eIF4A, kidry wystepuje w komdrce na stalym

poziomie”.



W podsumowaniu recenzji chciatabym podkreslié, ze nie mam zadnych istotnych
zastrzezen merytorycznych i uwazam pracg za oryginalng, dobrze zaplanowang i wykonang, za$
jej wyniki za istotne i warte popularyzacji. Dlatego tez uwazam, ze rozprawa doktorska mgr.
Patryka Reniewicza pt. ,,Mechanizmy regulacji szlakéw sygnatowych receptora cytozolowego
RIG-I przez ligaze ubikwityny Pellino3”, spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.). Dlatego wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu o przyjecie tej pracy doktorskiej i

dopuszczenie mgr. Patryka Reniewicza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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