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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Magdy Wachalskiej

pt. ,Udziat bialek komérkowych uczestniczacych w hamowaniu prezentacji antygenéw zaleznym od
biatka UL49.5 bydlecego herpeswirusa BHV-1”

Charakterystyka ogodlna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,Udziat biatfek komérkowych uczestniczacych w
hamowaniu prezentacji antygenow zaleznym od biatka UL49.5 bydlecego herpeswirusa BHV-1" zostata
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Krystyny Bienkowskiej-Szewczyk i dr Andrei Lipiriskiej (promotor
pomocniczy) w Zaktadzie Biologii Molekularnej Wiruséw Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Rozprawa doktorska zostata przedstawiona do recenzji w postaci manuskryptu polskojezycznego
zawierajgcego 139 stron. Uktad tekstu rozprawy jest typowy dla doswiadczalnych rozpraw doktorskich i
zawiera nastepujace rozdziaty: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Cel pracy, Materiaty i
Metody, Wyniki, Dyskusje i Whnioski. Cato$¢ poprzedzona jest Spisem Tresci i Wykazem Stosowanych
Skrotéw, a zakonficzona PiSmiennictwem, Spisem Rycin oraz Osiggnieciami naukowymi Doktorantki. W
rozprawie zawarto 60 rycin, tabele i 181 pozycji piSmiennictwa. Zarowno ukiad pracy, jak rowniez

poszczegodlnych rozdziatow jest czytelny, co utatwia czytelnikowi lekture dysertaciji.

Wirusy wyksztafcity szereg mechanizméw umozliwiajacych im unikanie odpowiedzi uktadu
odpornosciowego gospodarza. W warunkach zakazenia antygeny prezentowane przez czgsteczki MHC
klasy | pochodzg m.in. z proteoclitycznej degradacji biatek wirusowych, ktére poddane ubikwitynacji, a
nastepnie proteolizie ulegajg degradacji lub sa ftransportowane 2z cytoplazmy do retikulum
endoplazmatycznego przez transporter zwigzany z przetwarzaniem antygenéw (TAP). Po utworzeniu
kompleksu biatka wirusowego z MHC klasy |, TAP odtgcza sie od kompleksu, ktéry ulega przemieszczeniu

na powierzchnie komorki. Niektére wirusy majg zdolno$é hamowania prezentacji antygenéw przez



czgsteczki MHC klasy | np. przez zatrzymywanie ich w retikulum endoplazmatycznym i
ubikwitynizacje. W retikulum moze takze dochodzi¢é do gromadzenia sie nieprawidiowo
sfatdowanych biatek, ktére mogg by¢ eliminowane przez dziatanie ligaz ubikwityny E3 i szlak
komorkowy ERAD. Bydlecy herpeswirus typu 1 (BoHV-1) posiada zdolno$é manipulacji szlakiem
ERAD i kierowania transportera TAP do degradacji proteasomalnej, prawdopodobnie przy
wykorzystaniu biatek komérkowych gospodarza.

Tematyka rozprawy jest nowatorska i interesujaca od strony poznawczej. Doktorantka
podjefa sie proby identyfikacji tych czynnikéw komoérkowych, ktdre uczestniczg w degradacii
kompleksu TAP indukowanej przez biatko UL49.5 BoHV-1. Biatko UL49.5 BoHV-1 jest wczesnym
biatkiem transbtonowym typu I, ktére moze wystepowaé jako monomer, homodimer lub w
kompleksie z glikoproteing M ostonki wirusa. Okre$lenie czynnikéw komérkowych
wykorzystywanych przez biatko BoHV-1 do degradacji kompleksu TAP moze mieé réwniez

istotne znaczenie dla poznania mechanizméw wykorzystywanych przez inne herpeswirusy.
Struktura i ocena merytoryczna pracy doktorskiej

Streszczenie jest napisane prawidtowo i obejmuje wprowadzenie, cel pracy, opis badan i
wynikow oraz podsumowanie. Cze$é doswiadczalna pracy zostata poprzedzona Wstepem
liczacym 24 strony. Wstep rozpoczyna sie od omoéwienia proteasomalnej degradaciji biatek z
udziatem ubikwityny. Doktorantka przedstawita kaskadowy charakter ubikwitynacji, opisata ligazy
ubikwityny E3 kompleks proteasomu 268 i szlak komoérkowy ERAD. W dalszej czesci wstepu
Autorka zapoznaje czytelnikdw z rodzing herpeswiruséw, opisujac ich budowe, genom, cykl
replikacyjny i patogeneze na przyktadzie BoHV-1. Nastepnie Autorka opisata ogélnie strategie
immunomodulacyjne wykorzystywane przez herpeswirusy, w tym ich wptyw na szlak prezentaciji
antygenow przez czgsteczki MHC klasy |. Doktorantka skoncentrowata sie na mechanizmach
hamowania aktywnosci transporterow TAP, ktére umozliwiajg ATP-zalezny transport antygenéw
do retikulum endoplazmatycznego. Wstep konczg informacje dotyczace budowy i potencjalnych
funkcji domen biatka UL49.5. Dobér zagadnien omawianych we wstepie pracy jest przemyslany i
tworzy logiczng catos¢ z kolejnymi rozdziatami rozprawy. Tres¢ rozdziatu i sposéb omoéwienia
poszczegdlnych zagadnien poiwierdzajg wiedze i znajomo$é pismiennictwa w zakresie
realizowanej tematyki badawcze;.

Cel pracy zostat sformutowany jasno i przekonujaco. Celem pracy byfto poszukiwanie i

identyfikacja czynnikéw komorkowych wykorzystywanych przez biatko UL49.5 BoHV-1 do
degradacji kompleksu TAP.

Rozdziat Materialy i Metody zawiera szczegdtowy opis stosowanych odczynnikéw,
materiatdw i metod. Wszystkie wykorzystane procedury s3 opisane szczegétowo w sposob

umozliwiajgey ich odtworzenie w innym laboratorium. Na uwage zastuguje zréznicowanie metod
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badawczych wykorzystanych do pracy z DNA, biatkami i komérkami ssakéw, co potwierdza duze
doswiadczenie Doktorantki w pracy laboratoryjnej. Wéréd metod pracy z kwasem
deoksyrybonukleinowym zastosowano m.in. transformacje komérek, izolacje, ligacje i
defosforylacje DNA, natomiast do badania biatek wykorzystano Western blotting, SDS-PAGE i
immunoprecypitacje. Zakres metod pracy z komérkami ssaczymi obejmowat np. transdukcje
komorek otrzymanymi wektorami retro- i lentiwirusowymi, immunofluorescencyjng mikroskopie
konfokalng, cytometrie przeptywowa, wirusowe zakazenia doswiadczalne, wyciszanie ekspresji
genéw siRNA i badanie przesiewowe przy uzyciu biblioteki siRNA dla genéw uktadu ubikwityna-
proteasom. Ponadto, Doktorantka skonstruowata model fluorescencyjny kompleksu TAP w fuzji z
biatkiem GFP. Ze wzgledu na brak danych strukturalnych dotyczacych oddziatywania kompleksu
TAP z biatkiem UL49.5 BoHV-1, Doktorantka przygotowata rézne warianty TAP-GFP w zakresie
linkera i lokalizacji GFP. Podkreslenia wymaga duzy warsztat metodyczny Doktorantki i
zastosowane oryginalne rozwigzania.

Autorka zaobserwowata, ze intensywnos$¢ fluorescencji nie zalezata od rodzaju
zastosowanego linkera, lecz od lokalizacji GFP. Fuzja GFP na kornicu aminowym skutkowata
intensywniejszg fluorescencjg podjednostek TAP w poréwnaniu do fuzji na koficu
karboksylowym. Oznaczenie poziomu ekspresji MHC klasy | wykazato, ze zdolnosé UL49.5 do
hamowania transportera byta podobna dla wszystkich badanych wariantéw TAP-GFP. Jednakze
podatno$¢ na degradacje indukowanga przez UL49.5 byla najwyzsza w przypadku zastosowania
linkera helikalnego w konstrukcie zawierajgcym TAP1 oraz konstrukiu TAP2-N-GFP, ktéry zostat
przez Doktorantke wybrany do dalszych badan. Autorka przeprowadzita wysokoprzepustowe
badanie przesiewowe siRNA, w wyniku kiérego zidentyfikowata biatka komérkowe
zaangazowane w degradacje TAP w obecnosci UL49.5 BoHV-1. Wykazata, ze w proces
degradacji zaangazowane s3 biatka nalezgce do kompleksu ligaz CRL2, kulina 2 oraz elonginy B
i C. Doktorantka zidentyfikowata takze biatko KLHDC3 bedace receptorem rozpoznajacym
substrat kompleksu CRL2 w degradacji TAP zaleznej od UL49.5. Role KLHDC3 jako receptora
potwierdzita przez immunoprecypitacie biatka UL49.5 pod nieobecnos¢ KLHDC3.
Przeprowadzona analiza poréwnawcza sekwencji aminokwasowych wykazata duze
podobienstwo receptora KLHDC3 bydlecego, ludzkiego i mysiego. Autorka potwierdzita, ze biatko
UL49.5 posredniczy w oddziatywaniu miedzy TAP a kompleksem CRL2-KLHDC3 a sekwencja
RGRG UL49.5 jest degronem, ktéry prawdopodobnie stuzy jako adaptor rekrutujgcy kompleks
CRL2 do transportera TAP. Doktorantka wykazata, ze biatko UL49.5 oddziatuje z KLHDC3 takze
niezaleznie od obecnosci TAP. Badanie oddziatywania biatka UL49.5 z kompleksem CRL2
wykazato, ze UL49.5 oddziatuje z kuling 2 tylko na wczesnym etapie infekcji, podczas gdy w
poézniejszych etapach replikacji wiekszo$¢ biatka UL49.5 tworzy kompleks z gM ostonki wirusa.

Przeprowadzone badania i uzyskane przez Doktorantke wyniki oceniam bardzo wysoko.

Wyniki analiz i schematy zastosowanych ukfadéw badawczych zostaly przedstawione na 40
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czytelnych rycinach. Pozytywnie oceniam takze schematyczne przedstawienie hipotetycznych
modeli, ktére Autorka zaproponowata na podstawie otrzymanych wynikéw (np. Rys. 6.23 i 6.24).

Jestem pod wrazeniem wynikow, ktére moga stanowié¢ materiat do dalszych badan.

Dyskusja pracy zostata napisana dojrzale a Doktorantka w sposob krytyczny odnosi w
niej uzyskane przez siebie wyniki do danych literaturowych.

Whioski zostaty sformutowane w postaci szesciu punktéw. W mojej ocenie sg one zbyt
obszerne i powinny ulec skroceniu.

Cytowane PiSmiennictwo obejmuje 181 pozycji. Sg to gtéwnie anglojezyczne prace
oryginaine, w tym prace polskich autorow. Dobér bibliografii $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci
zagadnien zwigzanych z podjeta tematyka badawczg. Doceniajgc fakt cytowania przez
Doktorantke prac fundamentalnych, zwracam uwage na niewielki udziat w cytowanym
pismiennictwie artykutéw opublikowanych w ostatnich trzech latach.

W kontekscie prezentowanych wynikow chetnie poznatabym opinie Doktorantki
dotyczacy Kilku istotnych zagadnien przedstawionych ponizej:
1. W jaki sposdb inne biatka BoHV-1 wptywajg na mechanizmy odpornoséci wrodzonej?
2. Jakie mechanizmy unikania odpowiedzi ukiadu odpornosciowego gospodarza
wyksztatcity inne herpeswirusy?
Jaka jest rola kompleksu UL49.5-gM BoHV-1?

4. Jakie mogg by¢ praktyczne implikacje uzyskanych wynikow?

Rozprawa zostata napisana starannie i poprawnie pod wzgledem jezykowym i edytorskim.
Zawiera niewiele btedéw literowych i stylistycznych, co jest trudne do unikniecia w obszernej
monografii. Rozdzialy rozprawy sg dobrze opisane i przygotowane z uwzglednieniem staran o
strong graficzng. Wszystkie przedstawione w pracy rysunki sg czytelne. Jednakze Autorce nie

udato sie uniknac btedéw, niezrecznosci czy niescistosci a do obowigzkéw recenzenta nalezy ich
odnotowanie:

1. Czes¢ rysunkéw umieszczonych we Wstepie rozprawy zostata bezposrednio
przeniesiona ze zrodet oryginalnych, jedynie z wprowadzonymi opisami w jezyku polskim
(podano w opisie materiaty zrodtowe)

2. Doktorantka w wielu tytutach rysunkéw nie wyjasnia przedstawianych schematéw/
mechanizméw i odsyta czytelnika do tekstu rozdzialu umieszczajgc zdanie: ,Opis
znajduje sig w tekscie”. Autorka pod kazdym rysunkiem powinna wyjasni¢ zastosowane
na rysunku skroty i wyjasni¢ przedstawione na nim procesy



3. Autorka w rozprawie stosuje zapis koniec lub fragment ,C(T)-terminalny” w odniesieniu do
koncdw tancucha polipeptydowego; zapis ten powinien zostaé zastapiony
sformutowaniem koniec ,karboksylowy (aminowy)”

4. Autorka niepotrzebnie uzywa sformutowania "wirusa HIV-1” zamiast HIV-1" (str. 35)

5. Nie udato sie Autorce unikngé zargonu laboratoryjnego np. ,N-terminalna fuzja” (str. 35),

.oflankowany” (str. 47), ,permeabilizowano” (str. 53), ,ko-ewoluowanie” (str. 27)

6. Pojawity sig bledy w nazewnictwie wirusa ,biatko CPXV012 poxwirusa (CPXYV, ang.
cowpokx virus)”. Powinno by¢: ,biatko CPXV012 pokswirusa (CPXV, ang. cowpox virus)”

7. Czesc zastosowanych skrétéw nie zostata uwzgledniona w przygotowanym wykazie (np.
Ub, CD8+, SUMO, UBL, skroéty nazw niektorych wiruséw: PRV, EHV-1).

Chciatabym podkresli¢, ze dostrzezone przez mnie bledy i krytyka nie umniejszajg wartosci

naukowej rozprawy i nie rzutujg na bardzo pozytywng ocene catosci pracy.

Praca doktorska byta czescig projektéow PRELUDIUM 18 i SONATA BIS 4 finansowanych przez
Narodowe Centrum Nauki. Autorka uzyskata ponadto $rodki finansowe na stypendium doktorskie
na Uniwersytecie Stanforda, USA (ETIUDA 8, Narodowe Centrum Nauki).

Cze$¢ wynikéw zostata opublikowana w 2019 roku w czasopiémie Cells w artykule pt.
.Fluorescent TAP as a Platform for Virus-Induced Degradation of the Antigenic Peptide
Transporter”. Autorzy: Wachalska, M., Graul, M., Praest, P., Luteijn, R.D., Babnis, AW., Wiertz,
E., Bienkowska-Szewczyk, K., Lipinska, A.D. Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej

zostaty ponadto przedstawione w trzech doniesieniach konferencyjnych.

Whiosek koncowy

W ocenie formalnej rozprawy stwierdzam, ze praca ma strukture prawidtowa, napisana
jest poprawnym jezykiem i zawiera wtasciwie przedstawione wyniki. Bledy jezykowe, literowe i
redakcyjne nie sg liczne. Uwage zwraca czytelna forma prezentacji wynikow, ktora utatwia
czytelnikowi odbiér zawartych w rozprawie informacji.

Badania Doktorantki dotycza interesujacego tematu, z duzym potencjatem poznawczym i
aplikacyjnym. Pani mgr Magda Wachalska wykazata sie wiedza w podjetej tematyce badawczej i
duzym dos$wiadczeniem w realizacji eksperymentow naukowych. Badania wykonane z
wykorzystaniem dobrze dobranych i zréznicowanych metod pozwolity na osiagniecie w peni
zamierzonych celéw. Jestem przekonana, ze wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej sg
oryginalne, warto$ciowe i majg duzg warto$é¢ naukowa.



Po wnikliwym zapoznaniu sig¢ z trescig rozprawy stwierdzam, ze przedstawiona mi
do oceny desertacja Pani mgr Magdy Wachalskiej pt. ,Udziat biatek komérkowych
uczestniczacych w hamowaniu prezentacji antygenéw zaleznym od biatka UL49.5
bydlecego herpeswirusa BHV-1" stanowi samodzielny dorobek Autorki, ktéry spetnia w
peini wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim przez przepisy obowigzujacej
Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym. Przedmiotem badan skiadajacych sie na rozprawe
jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, ktére potwierdza umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Z peilnym przekonaniem zwracam sie do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdarnskiego o dopuszczenie
Pani mgr Magdy Wachalskiej do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora.

Z uwagi na zakres objetych badan, uzyskane wartosciowe wyniki poznawcze i
jakos¢ naukowa ocenianej pracy zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny o
wyroznienie dysertacji.
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