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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Hanny Nowickiej
wykonanej w Instytucie Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM w Poznaniu
pod kierunkiem prof. dr hab. Hansa A.R. Bluyssena

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. “The role of phosphorylation of ISGF3
components in the regulation of ISG expression and viral protection” to 162-stronicowe,
anglojezyczne opracowanie zawierajagce typowy uktad ztozony z rozdziatéw: wstep, hipoteza i
cele badawcze, materiat i metody, wyniki, dyskusja, streszczenia w jezyku obcym i polskim, wykaz
figur, tabel oraz akronimoéw, spis literatury oraz informacje o zrédfach finansowania badan.
Promotorem pracy jest prof. dr hab. Hans A.R. Bluyssen z Instytutu Biologii Molekularnej i
Biotechnologii UAM w Poznaniu, kierownik Zaktadu Genetyki Molekularnej Cztowieka. Na
wstepie chciatbym zaznaczy¢, ze zespét prof. H. Bluyssena od wielu lat prowadzi badania m.in. z
zakresu szlaku sygnatowego JAK/STAT, a wiec gtéwnego watku badawczego rozwijanego w
ocenianej pracy.

Sciezka sygnalizacyjna interferonu (IFN) jest gtownym sktadnikiem wrodzonej odpowiedzi
przeciwwirusowej ssakdw, cho¢ patogeny wirusowe wyksztatcity wiele mechanizméw utatwiania
infekcji i antagonizowania tego szlaku. Wytwarzanie IFN jest inicjowane po rozpoznaniu
specyficznych wzorcéw molekularnych zwigzanych z patogenami (PAMP) przez receptory
rozpoznawania wzorcoéw gospodarza. IFN wigzg sie ze swoimi receptorami, aktywujac
fosforylacje kinaz JAK1 i TYK2, a w konsekwencji fosforylacje biatek STAT1 i STAT2, tworzacych
heterodimer. Po zwiazaniu z czynnikiem IRF9, tworza kompleks ISGF3, ktéry przemieszcza sie do
jadra i aktywuje element odpowiedzi stymulowanej interferonem (ISRE), indukujac szeroki zakres
genow stymulowanych przez IFN (ISG). Szlak sygnatowy JAK/STAT jest jedna z waznych
regulacyjnych kaskad sygnatowych dla mnogich proceséw komérkowych inicjowanych przez
rézne rodzaje ligandow, takich jak cytokiny, czynniki wzrostu lub hormony. W rozprawie stawiane
sq istotne pytania, bedace wynikiem i rozwinieciem prowadzonych przez zespét badan, majacych
na celu zrozumienie alternatywnych mechanizméw indukujacych ekspresje I1SG przy uzyciu

technik wysokoprzepustowych.
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Wstep rozprawy jest bardzo obszernym rozdziatem, w ktérym Autorka drobiazgowo
wyjasnia poznane do tej pory mechanizmy odpowiedzi immunologicznej na zakazenie

patogenami. Szczegdtowo opisuje molekularne aspekty aktywacji $ciezek sygnatowych
prowadzacych do zwalczania wirusow. Na samym poczatku stusznie wskazuje na istote problemu
chordéb wirusowych oraz mutagennosci wiruséw, wspominajac o doswiadczeniach ostatnich lat,
a wiec pandemii COVID-19 wywotanej wirusem SARS-Cov2. Dzieki zabiegom stylistycznym, z
jednej strony pozostawia czytelnika z retorycznymi pytaniami, z drugiej zaprasza do dalszej
interesujacej lektury. W niektérych momentach mozna unikng¢ powtdérzen informacji, ktére
pojawiaty sie we wczesniejszych podrozdziatach, co moze nieco skroci¢ wypowiedz, a nie wptynie
na ptynnosc przekazu. Z jednej strony wstep jest szczegétowym opracowaniem, ale zdarza sie,
ze Autorka pozostawia niektére kwestie niewyjasnione, jak np. na stronie 11, opisujagc mozliwg
aktywacje (w okreslonych warunkach), genéw stymulowanych wzajemnie przez interferony,
zawierajacych sekwencje ISRE lub GAS. Podobnie, na stronie 29, zawarto ciekawg informacje, ze
IRF? moze samodzielnie, cho¢ z mniejszym powinowactwem rozpoznawac¢ sekwencje ISRE i
taczy¢ sie z DNA. Nasuwaja sie pytania czy w takim razie IRF? moze samodzielnie wchodzi¢ do
jadra komorkowego, jesli tak to w jakich warunkach, kiedy jako ISGF3, a kiedy samodzielnie i jaka
moze byc¢ tego przyczyna. Niewatpliwie cenne sg fragmenty wstepu, w ktorych Autorka
porownuje mechanizmy odpowiedzi komoérkowej u réznych gatunkéw, najczesciej jednak u

myszy, wskazujac na roéznice z komaorkami ludzkimi.

Hipoteza badawcza zostata jasno sformutowana i zaktada wspétistnienie i funkcjonowanie
kompleksow ISGF3 z innymi, w sktad ktérych nie wchodzi STAT1, w formie fosforylowanej lub
nie. Postawiono pie¢ gtéwnych celéw badawczych, do ktérych Autorka odnosi sie w rozdziale

wyniki w formacie, od najbardziej ogdInych po bardziej szczegdtowe i dogtebne.

W rozdziale Materiat i metody, podrozdziale izolacja RNA i odwrotna transkrypcja
zabrakto informacji tabelarycznej odnosnie stezen niektérych uzywanych odczynnikéw, podobnie
w tabeli 3/2, w ktorej zamiast objetosci dodawanych starterow, wazniejsze bytoby zamieszczenie
informacji o ich korcowym stezeniu. W tabeli 3/3, w punkcie 3 powinna zosta¢ uzupetniona
informacja o etapie wydtuzania amplikondéw, a nie tylko przytaczania starteréw. Choc¢ zestawiono
sekwencje starterow uzywane do PCR, to brakuje informacji o dtugosci produktow oraz
specyficznych warunkach. Autorka zawarta takze informacje, ze ilosciowy PCR byto wykonywany
na dwoch roznych maszynach. Biorgc pod uwage wytyczne MIQE guidelines, opracowania na

potrzeby analiz gPCR, ktére ma na celu ujednolicenie metod i zapewnienie powtarzalnosci
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publikowanych wynikdéw, w rozprawie powinny w mojej ocenie zosta¢ zawarte dodatkowe
istotne informacje. Po pierwsze, Autorka wskazuje, ze bazowata w obliczeniach na dwdch genach
referencyjnych, ACTB lub GAPDH, jednak w rozdziatach przedstawiajacych wyniki wszystkie
analizy odnoszone sa wzglednie do GAPDH. Czy zatem zwalidowano stabilno$¢ ekspresji gendw
referencyjnych oraz jak przedstawiat sie profil ekspresji tych genéw pomiedzy analizowanymi
liniami  komoérkowymi? Czy analizy wykonano na cDNA bibliotek, uzytych do analiz
wysokoprzepustowych (RNA-seq), ktére przygotowano w trzech powtérzeniach biologicznych,
czy przygotowano dodatkowe préby na cele gPCR? Warto uzupetni¢ takze ten rozdziat,
szczegolnie gdy ekspresja mRNA gendéw badanych jest poréwnywana ze soba, o kontrole
efektywnosci reakcji dla poszczegdinych gendw (m.in. slope i Y-intercept). Nie przedstawiono
takze rozdziatu odnos$nie metod statystycznych uzytych do poréwnan miedzygrupowych lub w
odstepach czasowych. Inne metody, RNA-seq, Chip-seq czy western-blot zostaty szczegdtowo
opisane i zapewniaja ewentualnym odbiorcom odwzorowanie technik. Dla zaspokojenia
ciekawosci recenzenta, uwzglednitbym w tym rozdziale, lub na wstepie wynikéw krétka
informacje lub zestawienie tabelaryczne opisujace jakos$¢ sekwencjonowania, ilo$¢ uzyskanych

odczytéw w prébach etc.

Wyniki przedstawiono w podziale na 5 podrozdziatéw, w ktérych Autorka umiejetnie
przedstawia analizy jednocze$nie dokonujac wstepnych konkluzji. W niektérych miejscach
pojawiaja sie jednak niejednoznaczne stwierdzenia np. “phosphorylation remained slightly
higher”, ktére jak rozumiem, maja wskaza¢ pewien trend, jednak powinna zosta¢ zawarta
informacja o ewentualnej istotnodci (lub jej braku) danego wyniku. W rycinie 4.3, przedstawiajacej
ekspresje wybranych genéw w komdrkach 2fTGH oraz Huh7.5 nie jest jasne czy dane
uwzgledniajg $rednig ekspresje dla gendw wyszczegdlnionych na kolejnych wykresach, czy
szerszy/odmienny pakiet ISG. W podrozdziale 4.6 Autorka wskazuje takze na dwa odmienne
progi stosowane w analizie krotnosci ekspres;ji (log2FC), co spowodowane jest prawdopodobnie
brakiem gendw ulegajacych zréznicowanej ekspresji (DEG) w komérkach ST2-U3C przy zatozeniu
log2FC>1. Bardzo ciekawe wyniki przedstawiono w trzeciej czeéci tego rozdziatu, w oparciu o
analizy z uzyciem inhibitora JAK (JII). Stusznie zaznacza Autorka, ze w niektérych przypadkach,
ekspresja nie zostata zupetnie wyciszona i utrzymywata sie nawet do 72h, jak w przypadku IF16.
Zastanawiajaca moze by¢ zatem préba przesledzenia szlaku ekspresji tego genu i indukcji takze
przez inne czynniki. Zwracam uwage na potrzeby przygotowania manuskryptu, ze tozsame
wykresy dla linii ST2-U3C majg odwrdcona kolorystyke stupkdw. Bardzo trafionym pomystem sa

formutowane podsumowania konkretnych rozdziatéw i partii wynikéw w zwieztym akapicie.
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Dyskusja rozprawy liczy 15 stron, na ktérych Doktorantka czytelnie i zrozumiale omawia
uzyskane wyniki jednocze$nie odnoszac je do wczesniej publikowanych. Szczegdlnie cenne sa
proponowane przez Autorke, odpowiednio zilustrowane modele przebiegu szlakow
sygnalizacyjnych zbudowane na podstawie istniejacej wiedzy oraz badan zespotu i wtasnych. W
tej czesci nasuwa sie kilka istotnych pytan. W pierwszej kolejnosci pytanie dotyczy profilu
ekspresji genow stymulowanych interferonem, w szczegdélnosci tych wykazujacych dtugotrwata
ekspresje. Czy obserwowany efekt wynika z ciagtej ekspresji na wzglednie statym poziomie czy
poczatkowej wysokiej ekspresji i utrzymaniu mRNA. Drugie pytanie, nieco wykraczajace poza
obszar badawczy rozprawy dotyczy biatek STAT2 i potencjalnych mechanizméw prowadzacych
do ich degradacji. W pracy Autorka podata kilka przyktadéw inhibicji biatka STAT1 przez niektére
wirusy. Jednak, dla przyktadu, wsrod gatunkéw duzych zwierzat (przezuwaczy) i zakazenia
orbiwirusem (BTV) wykryto mechanizm degradacji takze biatka STAT2. Jak wspomniatem
wczesniej zestawienie takich mechanizmoéw, dla réznych gatunkéw zwierzat modelowych,

towarzyszacych oraz cztowieka bytoby bardzo przydatne.

W pracy doktorantka postuguje sie gtéwnie liczbga mnogg opisujac wyniki, ale takze
whnioski lub prowadzac dyskusje. O ile w pracach oryginalnych, wieloautorskich tego typu narracja
jest oczywista, gdyz wskazuje na udziat kazdego z autoréw w powstanie pracy, przebieg czy
realizacje badan, to w przypadku rozprawy doktorskiej, dokumentujaca zreszta warsztat mtodego
naukowca, sktaniatbym sie do formy pierwszej osoby, wzglednie formy bezosobowej -
wytypowano, przeanalizowano, wyciggnigto wnioski... Nie umkneto mi jednocze$nie czytajac
prace bardzo rzetelne, szczerze wskazanie przez Doktorantke osob, ktére uczestniczyty w
badaniach, pomagaty w analizach czy udostepnity swoje wyniki lub warsztat naukowy. Dlatego
powyzsza uwaga ma bardziej wymiar redakcyjny, jako ze w sposéb oczywisty wyniki analizowane
byty przez caty zespdt. Niemniej zachecam na kolejnych etapach kariery naukowej do odwagi w
formutowaniu twierdzen i konkluzji. Z pewnoscia duza zaletg pracy jest mnogo$¢ technik
analitycznych uzytych do weryfikacji stawianych hipotez. Nalezy zaznaczy¢, ze choc
wysokoprzepustowe techniki sa juz powszechnie uzywane, a dostepne odczynniki i aparaty
zapewniajg coraz bardziej powtarzalne i dogtebne, wysokorozdzielcze wyniki, to taki warsztat
badawczy na tym etapie kariery naukowej z pewnoscia zaprocentuje i zastuguje na uznanie. Na
wyréznienie zastuguja takze przygotowane przez Autorke ryciny ilustrujgce mechanizmy
odpowiedzi komérkowej na wzorce molekularne (tzw. PAMPs oraz DAMPs) oraz inne. Dodatbym
moze do nich jedynie legende, przedstawiajaca poszczegdlne elementy graficzne zawarte na

rycinie. Uwazam ponadto, ze cenne bytoby zestawienie istniejacych danych literaturowych i
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pokazanie ich w tabeli nt. poznanych mechanizméw odpowiedzi komérkowej na dany wirus lub

wykazanie wptywu konkretnych patogenéw na funkcjonowanie éciezki JAK/STAT.

Z obowiazku recenzenta, zwracam takze uwage na drobne btedy redakcyjne, np. str. 10 -
IFNARG1 - powinno by¢ IFNRG1; str. 15 - w podrozdziale 1.3.1. JAKs, powinna pojawi¢ sie
informacja o kinazie JAK2 i JAK3 (a nie JAK1 i JAK3), uzupetniajacych rodzine tych biatek obok
JAKL i TYKZ; strona 49 - W pracy Autorka czesto postuguje sie akronimem KO - od angielskiego
knock-out. W wigkszosci przypadkéw zachowuje pisownie z kropkami, cho¢ nie zawsze, stad
proponuje ujednolicenie i pozostanie przy formie KO. Spis literatury zostat przygotowany
chaotycznie, w niektérych pozycjach pojawiaja sie numery DOI, w innych odniesienia do strony
portalu NCBI, w jeszcze innych brakuje danych zeszytowych i numeréw stron dla publikacji
sprzed kilku lat. Rzecz jasna uwagi te nie wptywaja na warto$¢ merytoryczna pracy.
Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona praca doktorska ma wysokg warto$¢ merytoryczna,
udokumentowana cennymi wynikami, ktére powinny znalez¢ odzwierciedlenie w oryginalnej
publikacji naukowej. Ponadto zostata napisana przystepnie, fachowym jezykiem o bardzo dobrej

konstrukcji stylistycznej.

Majac powyzsze na uwadze stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Hanny Nowickiej
spetnia warunki stawiane pracom doktorskim w my$l artykutu 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 poz. 1668) i wnosze do Rady
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie
Pani mgr Hanny Nowickiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w

dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.
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