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rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Zyzak, zatytutowanej

Wplyw biatka adaptorowego Mal na odpowiedZ antywirusowq zaleznq
od receptora Toll-podobnego 9,

wykonanej pod kierunkiem dra hab. inz. Jakuba Siednienko

w Laboratorium Biatek Sygnatowych Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Rozpoznanie patogenu i jego szybka eliminacja z organizmu zalezy od
prawidlowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego. Proces ten rozpoczyna sie od
rozpoznania na powierzchni patogenéw charakterystycznych wzorcéw molekularnych,
zwigzanych z patogenami PAMP (ang. pathogen-associated molecular patterns) przez
swoiste receptory PRR (ang. patogen recognition receptors), zlokalizowane na
powierzchni lub wewnatrz komoérek immunokompetentnych - makrofagéw, komorek
dendrytycznych, limfocytéw, jak rowniez komérek nabtonkowych uktadu oddechowego
czy pokarmowego. Rozpoznanie PAMP uruchamia wewnatrz komérki mechanizmy
transdukgcji sygnatu, prowadzace do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych biorgcych
udzial w transkrypcji genéw kodujgcych cytokiny oraz czgsteczki kostymulujgce CD40 i
CD86. Do grupy receptorow PRR naleza receptory Toll-podobne (ang. Toll-like
receptors), bedace elementami wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Dotychczas
scharakteryzowano 13 receptoréw Toll (TLR1-13), ktéore mogg by¢ zlokalizowane na
powierzchni komorek lub wewnatrz - w endosomach, lizosomach, siateczce
endoplazmatycznej. Ligandami dla TLR wystepujacymi na powierzchni komoérki sg
czasteczki eksponowane na powierzchni patogenu, natomiast dla TLR wystepujgcych w
pecherzykach endosomalnych kwasy nukleinowe, pochodzgce od zdegradowanych w
endosomach patogenéw. Na przyktad, endosomalny TLR 9 wigze DNA bogate w
niemetylowane sekwencje CpG. Receptor ten bierze udziat w odpowiedzi
przeciwwirusowej, skierowanej przeciw licznym wirusom.

Funkcjonowanie receptoréw Toll zalezy od ich struktury, translokacji i
lokalizacji w btonie komdrki, procesu ich dojrzewania oraz oddziatywania z licznymi
biatkami. Z receptorami Toll wspoétdziatajg biatka adaptorowe, kinazy i biatka
posredniczgce.
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Szlaki sygnalowe zalezne od TLR moga przebiega¢ odmiennie w komérkach
réznych typéw. Ich poznanie i zrozumienie moze mie¢ istotne znaczenie dla
opracowania swoistej terapii przeciwwirusowej, przeciwnowotworowj i by¢ moze
pozwoli na lepsze zrozumienie etiologii chordéb autoimmunologicznych.

Z tego wzgledu cel pracy doktorskiej mgr inz. Joanny Zyzak nad rolg biatka
adaptorowgo Mal/TIRAP (ang. MyD88 Adaptor Like/TIR domain containing adaptor
protein) w szlaku sygnatowym receptora TLR-9 i odpowiedzi wirusowej uwazam za
stuszny i w pelni uzasadniony. Cel badan Doktorantki jest jasno okre$lony we wstepie
pracy. Podjecie proponowanych przez mgr inz. Joanne Zyzak badan zostato uzasadnione
takze we wstepie rozprawy, w Kktérej opierajgc sie na najnowszych danych
literaturowych, Doktorantka przedstawia aktualny stan badan nad receptorami TLR i ich
role w aktywno$ci przeciwwirusowe;.

W funkcjonowaniu receptora TLR9 wazng role peini region TIR,
zlokalizowany w jego C-koncowej czesSci cytoplazmatycznej. Jest on odpowiedzialny za
dimeryzacje receptora, oddzialywania z biatkiem adaptorowym MyD88 (ang. myeloid
differentiation primary response gene 88), proces dojrzewania TLR 9 i transport do
endosomu. Ligandem dla tego receptora sg niemetylowane oligonukleotydy zawierajace
sekwencje CpG, jak rowniez dsDNA wirusa neurotropowego opryszczki HSV 1.

Realizacje celow badan mgr Joanna Zyzak rozpoczeta od okreélenia ekspresji
na poziomie mRNA genu interferonu i czynnika TNF o w komérkach linii CHME-5 z
wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko Mal (TIRAP) za pomocg shRNA o sekwencji
komplementarnej do TIRAP. Komoérki takie zakazata wirusem HSV-1. Jako prébe
kontrolng stosowata komorki linii CHME-5 z niewyciszong ekspresjg genu TIRAP.
Obnizony poziom ekspresji gendéw interferonu 3 i TNFa w komorkach z wyciszonym
genem TIRAP, zakazonych HSV, wskazywat na udziat biatka Mal w transdukcji sygnatu
od receptora TLR 9. Potwierdzita to Doktorantka w toku dalszych badan, w ktorych
wykorzystata swoisty oligonukleotyd do zablokowania ekspresji tego receptora, jak
rowniez przeprowadzajagc badania na ludzkich komédrkach jednojadrzastych
izolowanych z krwi obwodowej, w ktérych do stymulacji TLR9 poza HSV-1 zastosowata
syntetyczny oligonukleotyd bogaty w niemetylowane nukleotydy CpG. W komorkach
takich dodatkowo zablokowata dostep biatka Mal do domeny TIR receptora TLR9 za
pomocg swoistego peptydu.

W nastepnym etapie badan mgr Joanna Zyzak zanalizowata wptyw biatka Mal
na ekspresje innych biatek biorgcych udziat w transdukcji sygnatu TLR9, w tym kinaz
biatkowych z rodziny MAP oraz na poziom czynnika transkrypcyjnego NF-xf i jego
inhibitora IkBa. Wyniki tych badan wykazaly, ze Mal bierze udziat w regulacji
aktywowanej przez TLR 9 fosforylacji kinaz ERK1/2 po stymulacji receptora HSV-1 lub
syntetycznym oligonukleotydem bogatym w niemetylowane CpG. Z kolei, aktywno$¢
kinaz ERK1/2 wymagana jest do zaleznej od TLR 9 indukcji ekspresji genu interferonu
B1 i TNFa. Brak biatka adaptorowego Mal w komoérce hamuje zatem aktywacje kinaz
ERK1/2, co prowadzi do obnizonej ekspresji genow interferonu i TNF.

W kolejnym etapie pracy Doktorantka postanowita zbada¢ role kinazy BTK
(kinaza treoninowa Brutona), biorgcej udzial w fosforylacji domeny TIR biatka Mal w
aktywacji kinaz ERK1/2. Stosujac swoisty inhibitor BTK, wykazata, ze fosforylacja kinaz
ERK1/2 w transdukcji sygnatu zaleznego od TRL 9/Mal nie jest regulowana przez te
kinaze. Wykazata réwniez, ze inhibicja aktywnosci serynowo-treoninowej kinazy Tpl2 z
rodziny kinaz MAP (MAP3K) swoistym inhibitorem prowadzi do zahamowania
transkrypcji genéw interferonéw, natomiast transkrypcja TNF jest zahamowana o 30%
w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi. W procesie indukcji ekspresji genoéw cytokin



zaleznych od TLL 9 bierze natomiast udziat kinaza PI3. Wskazywato to na zwigzek
transdukeji sygnatu TLR 9 z autofagia. Jednym z biatek komérkowych zaangazowanym
w tworzenie autofagosomow jest biatko Atgl6L1. Mgr Joanna Zyzak stosujac
koimmunoprecypitacje, wskazata na potencjalng zdolno$¢ oddziatywania biatka Mal z
biatkiem Atg16L1. Oddziatywanie obu biatek, zdaniem Doktorantki, moze odgrywac role
podczas tworzenia fagoforu lub fuzji autofagosomu z endosomem. Sugestia ta
wymagataby jednak potwierdzenia w toku dalszych badan. Koncowym etapem
transdukcji sygnatu receptora TLR 9 jest aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych
biorgcych udziat w transkrypcji gendéw kodujacych miedzy innymi interferon. Mgr inz.
Joanna Zyzak wykazata, ze w komorkach zakazanych HSV dochodzi do aktywacji
promotora genu dla interferonu beta, jak réwniez jego domen regulatorowych, przede
wszystkim wigzacej czynnik NF-xf3, ktéra wzrastata pod wpltywem ekspresji genu biatka
Mal. Poza tym, Doktorantka wykazata, ze biatko Mal jest zaangazowane w translokacje
podjednostek tego czynnika do jgdra komérkowego.

Reasumujgc wyniki badan otrzymane przez Doktorantke, uwazam, ze cele
badan wytyczone na wstepie pracy zostaly w peini zrealizowane. Mgr inz. Joanna Zyzak
wykazala, Ze biatko Mal jest waznym regulatorem w transdukcji sygnatu, zaleznym od
receptora TLR 9, prowadzgcej do ekspresji genéw IFNf3 i TNF «. Biatko Mal ma takze
wplyw na translokacje jadrowego czynnika NFkB w komoérkach stymulowanych
ligandenm dla TLR 9. Z kolei, czynnik NF-k8 kontroluje ekspresje promotoréw genéw
cytokin. Biatko adaptorowe Mal moze by¢ takze zaangazowane w proces autofagii.

Przedstawiona do oceny praca dostarcza szeregu nowych i bardzo waznych
danych pozwalajgcych na lepsze zrozumienie nie tylko roli biatka Mal w transdukcji
sygnatu zaleznego od receptora TLRY, ale réwniez na poznanie mechanizméw
molekularnych zaangazowanych w ten proces. Przedstawione w pracy badania zostaty
starannie zaplanowane i konsekwentnie zrealizowane. Na uwage zastuguje szeroki
wachlarz technik badawczych, jakie Doktorantka wykorzystata w pracy. Mgr inz. Joanna
Zyzak wykazala si¢ przy tym znajomo$cia i umiejetnoscig zastosowania najnowszych
technik z biologii molekularnej (tj. PCR, wyciszanie ekspresji gendéw, blokowanie
aktywnosci biatek, EMSA, hodowle komoérkowe) oraz immunologii (Elisa, Western
Blotting, koimmunoprecypitacja). Na uwage zastuguje réwniez sposéb opracowania
wynikéw badan przez Doktorantke, jak tez ich udokumentowanie na wykresach i
fotografiach , co bardzo utatwia czytelnikowi ich analize. Wyniki badafn Doktorantka
przedyskutowata w danymi z literatury przedmiotu w rozdziale zatytutowanym
Dyskusja. Dyskusja wynikéw $wiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu mgr inz. Joanny
Zyzak do badan i Jej dojrzatosci naukowej. Badania Doktorantki  doskonale
koresponduja z nurtem podobnych badan na $wiecie.

Praca napisana jest w sposob jasny i poprawny. Drobne uchybienia czy
niejasnosci nie maja wptywu na moja wysoka ocene merytoryczng rozprawy mgr Joanny
Zyzak. Przedstawiona do oceny praca stanowi bardzo cenne opracowanie naukowe,
przedstawiajgce szereg nowych danych poznawczych, jak réwniez waznych dla
opracowania nowych terapii przeciwwirusowych. O wysokiej wartoSci wynikéw
prezentowanych w rozprawie mgr inz. Joanny Zyzak $wiadczy ich czeSciowe juz
opublikowanie w czasopismie ,J. Innate Immun” w 2019 roku, ktérego wspédtczynnik
oddzialywania wynosi 4,089.

Przedstawiong do oceny rozprawe doktorska otrzymatam w formie 105
stronicowego wydruku komputerowego, a jej uktad jest typowy dla tego typu rozpraw.
Czg¢$¢ doswiadczalna pracy zostata poprzedzona streszczeniem w jezyku polskim i



wstepem przedstawiajgcym najnowsza wiedze na temat transdukcji sygnatu z udziatem
receptoréw Toll i biatek z nim wspoétdziatajacych. Metody stosowane w badaniach sg
dobrze opisane. Na uwage zastuguje takze cze$¢ do$wiadczalna pracy, w ktorej uzyskane
wyniki zostaly bardzo dobrze udokumentowane i opatrzone krdétkim komentarzem.
Dokumentacja badan jest przedstawiona na 35 rycinach i 7 fotografiach. Uzyskane
wyniki zostaty poddane analizie statystycznej. Bardzo podobata mi sie¢ rowniez
dyskusja wynikéw. Doktorantka wykazala sie doskonata znajomoscig literatury
przedmiotu. Prace koncza wilasciwie przedstawione wnioski badan, spis literatury
obejmujacy 219 pozycji literatury przedmiotu oraz streszczenie rozprawy w jezyku
angielskim.

W mojej ocenie, praca doktorska Pani mgr inz. Joanny Zyzak speinia
wszystkie kryteria okreslane w Ustawie MNiSW z 18.03.2011 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym (DzU nr 204). Zwracam si¢ zatem do Wysokiej Rady
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr inz. Joanny Zyzak do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego. Réwnoczeénie, majac na uwadze wysoka wartos¢
poznawcz, jak réwniez jej znaczenie aplikacyjne, zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda o wyréznienie
ocenianej pracy stosowng nagroda.
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