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Warszawa, 02.08.2022

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Magdy Wachalskiej

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

(Participation of cellular proteins in the inhibition of antigen presentation dependent on
UL49.5 protein of bovine herpesvirus BHV-1)

Powszechnie stosowang strategig unikania reakgji immunologicznej jest kierowanie przez
wirusy  kluczowych molekut obronnych i sygnatowych gospodarza do degradacji
proteasomalnej przy uzyciu ligaz ubikwityny (tzw. enzymy E3) wirusa lub gospodarza. Jednym
z przyktadéw jest wirus opryszczki bydta 1 (BHV-1, BoHV-1), ktéry moze unikna¢ odpowiedzi
immunologicznej z udziatem limfocytéw cytotoksycznych CD8+ poprzez indukcje degradacji
transportera antygenowego TAP. Biatka UL49.5 bydlecego herpeswirusa 1 jest
odpowiedzialne za ten proces, ale jego mechanizm pozostawat nieznany. Poniewaz UL49.5 nie
posiada domeny charakterystycznej dla enzyméw E3 przypuszcza sie, ze wykorzystuje ono
maszynerig systemu ubikiwtyna-proteasom gospodarza w celu usuniecia kompleksu TAP. |
Celem tej pracy byta identyfikacja elementéw komérkowych oraz mechanizmu dziatania
UL49.5. Temat podjety przez Autorke jest wazny i aktualny, gdyz moze poméc w odkryciu
czynnikow modulujacych ztozone relacje miedzy gospodarzem a patogenem oraz nowych
strategii interwencji ukierunkowanych na wczesne etapy infekcji wirusowej.

Czgs¢ eksperymentalna doktoratu jest obszerna i bez watpienia wymagata duzego naktadu
pracy i umiejgtnosci w zakresie biologii molekularnej i komdrkowej. Doktorantka w
wyczerpujacy sposob  zrealizowata cel pracy, jakim byfa identyfikacja czynnikéw
komérkowych, a w szczegdlnosci komponentdéw  szlaku  ubikwityna-proteasom
zaangazowanych w degradacje kompleksu TAP. Eksperymenty zostaty zaplanowane bardzo
starannie i btyskotliwie, wykorzystujgc aktualny stan wiedzy. Widoczna jest dbatoéé¢ o
stosowanie odpowiednich kontroli eksperymentdw i wykorzystanie réznych metod oraz
wnikliwg interpretacje wynikdw. Doktorantka ,swobodnie” porusza sie w badanych
zagadnieniach, czemu daje wyraz w rzetelnie poprowadzonej dyskusji.

Wyniki dysertacji stanowilty podstawe oryginalnego manuskryptu opublikowanego w
czasopismie Cells, a Doktorantka jest jego pierwsza autorka. Dodatkowo, Autorka w czasie
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pracy doktorskiej uczestniczyta w opracowaniu narzedzi oraz w badaniach nad rolg
pecherzykdw pozakomérkowych w infekcji wirusowej. Rezultaty tej pracy réwniez zostaly
opublikowane, a Doktorantka byt odpowiednio pierwszg oraz wspoétautorka.

Uwagi:

1. We wstepie teoretycznym zabrakfo wprowadzenia i poglebionej charakterystyki
retikulum endoplazmatycznego, roli transportu peptydéw antygenowych do tego
organellum, opisu strategii DIVA, opisu degronow trzeciorzedowych oraz informacji nt
miejsc oddziatywania UL49.5 z gM (przy okazji rys. 3.18).

2. Hipoteza postawiona w pracy doktorskiej opiera sie na badaniach pokazujgcych
proteasomalng degradacje TAP. Zabrakto mi na poczatku czesci opisujgcej stworzony
system eksperymentalny przedstawienia wynikéw (np. immunodetekcji), ktére
walidowatyby to zjawisko. Mogtoby sie wydarzy¢, ze Doktorantka nie potwierdzitaby
tego zjawiska na etapie tworzenia wtasnego systemu i wtedy nasuwatoby sie pytanie o

zasadnos¢ przeprowadzenia wyciszenia panelu gendw zwigzanych z systemem
ubikwityna-proteasom.

3. Nie znalaztem opisu bioinformatycznej analizy sekwencji za pomocg programu
Geneious. Czy predykcje struktury drugorzedowej uzyskane za pomocg programu
Geneious zostaty réwniez skonfrontowane z wynikami z innego programu/metody?

4. Czy byta przeprowadzona normalizacja wzgledem zywych komérek podczas analizy
stabilnosci fluorescencyjnego modelu TAP w komérkach MJS podczas infekcji BoHV-1
(rys. 6.13)? Zmiany we fluorescencji mogtyby wynikaé z faktu, ze komérki umierajg na
skutek infekcji wirusem BoHV-1, i stagd widoczne sg spadki fluorescencji EGFP, a nie
dlatego, ze wirus bezposrednio oddziatuje z TAP.
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5. Zabrakto przedstawienia potencjalnego mechanizmu ttumaczacego, dlaczego inhibitor
VCP/p97 NMS-873 w obecnosci UL49.5 znacznie stabilizuje TAP (rys. 6.15A), a tylko
nieznacznie MHC | (rys. 6.16A).

6. Wyciszenie ekspresji gendéw za pomocg siRNA i wysokoprzepustowego badania
przesiewowego - w czesci wynikowej brakuje danych iloSciowych otrzymanych z
optymalizacji wyciszenia ekspresji gendéw oraz wybranych danych z badania
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przesiewowego (poza zbiorcza analiza). Przydataby sie réwniez statystyczna analiza
jakosci badania przesiewowego (m.in. obliczenie Z-factor). Zastanawiam sig tez, czy
otrzymane wyniki ,,odbiegatyby” od potencjalnych wynikéw, gdyby zastosowano
prostsza analize w oparciu o oszacowanie catkowitej fluorescencji z dotka na czytniku

ptytek (znormalizowanej do ilosci komérek) stosujac jednorodna linig komodrkowa, a
nie mieszanine komoérek MJS TAP2-GFP mCherryNLS oraz MJS TAP2-GFP UL49.5. Czy
taka analiza byta brana pod uwage? Jakie bylyby potencjalne trudnosci zwigzane z tak
przeprowadzong analizg? Zabraklo mi rowniez opisu kryteriow selekcji do
przesiewowego badania walidacyjnego w sekcji 6.2.4.

Podczas identyfikacji biatek wchodzacych w sktad kompleksu z Rbx1 (rys. 6.24) oraz w
badaniu oddziatywania UL49.5 z kuling 2 (rys. 6.25) nie pokazano oddziatywania z TAP.
Dlaczego nie sprawdzano interakcji z tym biatkiem, skoro Doktorantka proponuje
modelu kompleksu CRL2-UL49.5-TAP (rys. 6.29)? Czy w sytuacji, gdy Cul2 nie wigze juz
UL49.5 (kompetycja ze strony gM), dochodzi do stabilizacji TAPOW?

. W przypadku analizy wptywu zahamowanej neddylacji i retrotranslokacji na stabilnos¢
podjednostki TAP1 i biatka UL49.5 w warunkach zatrzymanej translacji biatek (rys.
6.39) doktorantka napisata: ,, Zanotowano jedynie niewielki wzrost iloéci UL49.5 pod
wptywem inhibitora MLN4924 w poréwnaniu do znaczacego wzrostu iloéci UL49.5 pod
wptywem zahamowania retrotranslokacji, co moze wskazywaé na czesciowq
degradacje UL49.5 razem z kompleksem TAP oraz istnienie dodatkowo innej ligazy E3
zaangazowanej w degradacje wolnego UL49.5 na drodze ERAD”. Zgadzam sig z
koricowym whnioskiem, jednakze w tym eksperymencie brakuje mi kwantyfikacji, ktora
kinetyki degradacji UL49.5 w obecnosci inhibitora MLN4924 i NMS-873 przy
zahamowanej translacji. W przypadku inhibitora MLN4924 mam wrazenie, ze
Doktorantka pisze o zmianie w kinetyce degradacji w poréwnaniu z kontrolg DMSO.
Natomiast w przypadku inhibitora NMS-873 rzeczywiscie nastgpuje akumulacja
UL49.5, ale degradacja wydaje sie¢ nadal zachodzic mimo zahamowanej
retrotranslokacji. Zastanawia mnie réwniez, czy Doktorantka poréwnywata kinetyke
degradacji (przy zahamowanej translacji) UL49.5 i mutanta UL49.5""A, Czy mutacja
degronu mogtaby prowadzi¢ do zwigkszenia stabilnosci tego biatka (na rys. 6.36 w
lizacie widaé, ze UL49.5"* ma wigkszg stabilno$¢)? W pracy zabrakto mi réwniez
poruszenia kwestii czy UL49.5 podlega ubikwitylacji oraz czy KLHDC3 degraduje to
biatko?
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9. Zabrakto informacji w catej czesci wynikowej rozprawy doktorskit'aj W Jaki s.posot:
przeprowadzone byly analizy statystyczne, jaki byt dobor testow, ktory deterr?nlnowa
poziom istotnosci statystycznej, oraz co oznaczaja stupki bigdow na wykresachs

Pomimo tych uwag, wysoko oceniam jakos¢ merytoryczng i estetyke (poza nieczytelnym ¥s.
6.38 oraz literéwkami i btedami stylistycznymi) rozprawy doktorskiej mgr Magdy Wachalskiej.
Spefnia ona w petni wymogi art. 187. ust. 1. i 2. Ustawy z dn. 20.07.2018 . Pra\{vo 0
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 ze zm.) w zakresie szerokie) YVquZY
ogdinej doktoranta, umiejetnoéci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, jak rowniez
przedmiotu rozprawy, ktérym jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego przy

zastosowaniu wynikéw wiasnych badai. Wnosze o dopuszczenie mgr Magde Wachalska do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Aplig—

dr hab. Wojciech Pokrzywa

Laboratorium Metabolizmu Biatek
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