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rozprawy doktorskiej mgr Mirostawy Panasiuk

pt. ,,Molekularne mechanizmy przechodzenia alfaherpeswiruséw z komérki do komérki”

Charakterystyka ogodlna rozprawy

Badania bedgce przedmiotem pracy doktorskiej zostaly wykonane w Zaktadzie Biologii Molekularnej
Wiruséw Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego pod opiekg naukowa Pani prof. dr hab. Krystyny Biernkowskiej-Szewczyk.
Rozprawa doktorska zostata przedstawiona do recenzji w postaci manuskryptu polskojezycznego
przygotowanego w uktadzie typowym dla prac do$wiadczalnych. Rozprawa obejmuje tgcznie 138
stron i zawiera nastepujace rozdziaty: Wstep, Cel pracy, Metody, Materiaty, Wyniki i Dyskusje.
Ponadto, do pracy dotgczono Wykaz stosowanych skrotow, Streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, Bibliografie obejmujaca 137 pozycji oraz Legendy do filméw. Rozprawa zawiera 53
ryciny, 10 tabel i 13 filméw. Czytelny schemat pracy i jej rozdziatow utatwia czytelnikowi lekture

dysertacji.

Tematyka rozprawy jest bardzo interesujgca od strony poznawczej. Poznanie mechanizméw
rozprzestrzeniania si¢ wirusow pomiedzy komoérkami gospodarza ma takze duze znaczenie w
opracowaniu nowych strategii profilaktycznych i terapeutycznych. Namnazanie wiruséw w komorkach
wrazliwych jest zwykle zwigzane z uwolnieniem zsyntetyzowanych wirionéw do przestrzeni
zewnatrzkomérkowej, a nastepnie z rozpoznaniem i zwigzaniem biatek kapsydu lub ostonki lipidowej z
koreceptorami obecnymi na powierzchni komoérek gospodarza. Zmiany konformacyjne biatek
powierzchniowych umozliwiajg wirusom wnikanie do komoérek na drodze fuzji, endocytozy lub
wiropeksji. W przypadku wiruséw bezostonkowych, rozprzestrzenianie sie zakazenia jest zwykle
zwigzane z lizg komoérek zakazonych, uwalnianiem czastek wirusowych do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej i ich wnikaniem do komorek przez endocytoze. Wirusy ostonkowe, do ktérych
nalezg herpeswirusy, mogg by¢ uwalniane pozakomdrkowo i wnika¢ na drodze fuzji lub endocytozy.



Przemieszczanie sig¢ wiruséw ostonkowych pomiedzy komérkami moze takze nastepowac na drodze
transmisji bezpo$redniej, przy wykorzystaniu potgczen miedzykomérkowych (,cell-to-cell spread”) i z
pominigciem etapu uwalniania wirionéw do $rodowiska zewnetrznego. Nalezy zwrécié uwage, ze taki
sposob przenoszenia wiruséw umozliwia im unikanie lub ograniczenie odpowiedzi ze strony uktadu

odpornosciowego gospodarza.

Przedmiotem zainteresowania Doktorantki jest zagadnienie migdzykomérkowej transmisji
bezposredniej cztonkéw podrodziny Alphaherpesvirinae. Ze wzgledu na zdolno$¢ herpeswiruséw do
zakazania komoérek uktadu nerwowego, mozliwosé wystepowania w nich w stanie latencji i zdolnos¢
wirusa do reaktywaciji, poznanie strategii i czynnikéw uczestniczacych w transmisji bezposredniej tych
patogenéw jest niezwykle istotne. Podczas realizacji badan Doktorantka wykazata, ze bydlecy
herpeswirus typu 1 (BoHV-1) wykorzystuje do rozprzestrzeniania sie wystepujgce naturalnie
potgczenia miedzykomorkowe zwane nanorurkami (tzw. tunneling nanotubes, TNT) oraz okre$lita role
wirusowej kinazy serynowo-treoninowej Us3 w transmisji zakazenia. Podjecie przez Doktorantke tych

badan uwazam za wyzwanie ambitne, trudne i bardzo wartosciowe.

Struktura i ocena pracy doktorskiej

Streszczenie w jezyku polskim i angielskim obejmuje wprowadzenie, cel pracy, opis badan
i wynikéw oraz podsumowanie. WWe Wstepie Doktorantka zawarta najwazniejsze informacje dotyczace
poznanych mechanizméw przenoszenia wiruséw oraz charakterystyke cztonkéw rodziny
Herpesviridae, w tym zastosowanego w badaniach BoHV-1. Wséréd mechanizmow
migdzykomérkowego przemieszczania sie wiruséw Doktorantka omowita zakazenie z zewnatrz (,free
entry”) i transmisje bezposrednig (,cell-to-cell spread”) z opisem wystepujacych naturalnie potaczen
migdzykomorkowych takich jak mostki, nanorurki, filopodia i synapsy wirusowe. Opisano funkcje
potaczen scistych i przylegajgcych migdzy komoérkami oraz role biatek uczestniczacych w stabilizacji
tych potaczen. Zwrécono takze uwage na mozliwosé wykorzystania synaps znajdujgcych sie na
zakonczeniach nerwdw czuciowych i motorycznych, ktére stuzg do przenoszenia wirusow
neurotropowych. Doktorantka oméwita ponadto udziat komplekséw glikoproteinowych ostonki wirusa
gE/gl i gH/gL i innych biatek w bezposredniej transmisji BoHV-1. Zaznaczyta ponadto, ze rola
wielofunkcyjnego biatka tegumentu - kinazy Us3 w tym procesie nie zostata dotychczas okreslona.
Ryciny zawarte we wstepie stanowig doskonate uzupetnienie tresci rozdziatu i utatwiajg analize

prezentowanych tresci.

Cel pracy zostat zdefiniowany w sposob jasny i dojrzaty jako poznanie mechanizmu
bezposredniej transmisji alfaherpeswiruséw migdzy komoérkami, w tym okreslenie zdolnosci do
wykorzystywania diugich potgczen miedzykomérkowych. Cel zostat sformutowany w sposéb rzeczowy

i dobrany adekwatnie do tematyki omawianej w rozprawie. Wiedza i do$wiadczenie Doktorantki
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umozliwity okreslenie etapéw pracy doswiadczalnej, w tym: obserwacje i charakterystyke nanorurek,
analize rozprzestrzeniania si¢ infekcji przez nanorurki w komérkach zakazonych fluorescencyjnymi
mutantami BoHV-1 oraz analize¢ wptywu aktywnosci katalitycznej kinazy Us3 na proces tworzenia

nanorurek w komérkach ré6znego pochodzenia.

Rozdzialy Metody i Materialy zostaly przygotowane w sposéb staranny i szczegétowy,
umozliwiajgcy powtérzenie przeprowadzonych eksperymentéw. Metodologia badan zostata dobrana
w sposdb pozwalajgcy na realizacje poszczegéinych etapéw badan i osiggniecie zamierzonego celu.
W badaniach wykorzystano szczep typu dzikiego BoHV-1, mutanty wirusowe zawierajgce geny
fluorescencji GFP lub/i mCherry w rejonie genéw kodujgcych biatka wirusowe gE i VP26 oraz mutant
z delecjg genu kodujgcego Us3. Badania zostaty przeprowadzone z uzyciem ciagtych i pétciagtych linii
komérkowych oraz hodowli pierwotnych fibroblastéw bydlecych i neuronéw szczurzych pozyskanych
z hipokamu i kory moézgowej. Nalezy zaznaczyé, ze Doktorantka do analizy fragmentéw genomu
i proteomu wykorzystata szereg metod biologii molekularnych np. transformacje, transfekcje,
amplifikacje, izolacje i oczyszczanie biatek oraz metody immunohistochemiczne. Obserwacje
mikroskopowe, ktore stanowity istotng cze$¢ metodologii, przeprowadzono przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej. Cze$¢ doswiadczalng uzupeiniajg odpowiednio zastosowane metody pracy z wirusem
takie jak zakazenie do$wiadczalne, mianowanie i pomiar wielko$ci tysinek wirusowych, test
neutralizacji, namnazane i oczyszczanie rekombinantéw wirusowych. Metody badawcze stosowane
przez Doktorantke wymagaty optymalizacji i opracowania warunkéw dla wymagajgcego modelu

badawczego.

Rozdziat Wyniki stanowi najobszerniejsza cze$¢ rozprawy (48 stron). Rozdziat rozpoczyna sie
od wnikliwej charakterystyki typéw potgczen miedzykomorkowych obserwowanych w transmisji Bo-
HV1. Doktorantka wykazata obecno$¢ biatek wirusowych BoHV-1 w TNT oraz zwiekszong czestosé
wystepowania ich postaci dtugiej (>20 pm) charakteryzujacej sie obecnoécig widkien aktynowych
i tubulinowych. Zastosowanie mutantéw fluorescencyjnych BoHV-1 umozliwito potwierdzenie
zdolnosci wirusa do zakazania kolejnych komoérek wrazliwych na drodze gtéwnie jednokierunkowej
transmisji bezposredniej przez nanorurke w $rodowisku przeciwciat neutralizujgcych. Obserwacije te
zostaly potwierdzone w komoérkach réznego pochodzenia tzn. miedzy komérkami nabtonkowymi
i fibroblastami przy obserwacji biatek pochodzacych z réznych czesci czasteczki wirusowej, biatek
ostonki gE i Us3 oraz kapsydu VP26. Biatka ostonki byty czesciej obserwowane w tzw. gondolach,
natomiast biatko kapsydu migrowato prawdopodobnie wraz z kapsydem. W kolejnym etapie badan
mgr M. Panasiuk podjeta sie okre$lenia roli kinazy Us3 w procesie transmisji wirusa przez nanorurki.
Doktorantka przygotowata dwa mutanty fluorescencyjne BoHV-1, jeden zawierajgcy biatko Us3 typu
dzikiego i mutant zawierajgcy Us3 bez aktywnosci kinazowej. Wyniki przeprowadzonych badan
wykazaty, ze brak aktywnosci kinazowej Us3 powoduje powstawanie mniejszej liczby nanorurek,
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gtéwnie krotszych, w poréwnaniu do nanorurek powstajacych w warunkach obecnosci kinazy Us3
typu dzikiego. Obserwacje dokonane przez Doktorantke potwierdzity udziat aktywnosci kinazowej Us3
przy tworzeniu diugich potaczer migdzykomoérkowych na wezesnych etapach infekcji. Przygotowanie
| zastosowanie konstruktu zawierajagcego jedynie rejon domeny kinazowej Us3 pozwolito wykazaé
Doktorantce, ze w odréznieniu od Us3 typu dzikiego, byt on niezdolny do modyfikacji cytoszkieletu
komérkowego a zmienione biatko wystepowato w jgdrze i cytoplazmie w postaci nieregularnych
zgrupowan. Mgr M. Panasiuk wykazata takze, ze biatko Us3 zawierajagce domene kinazowg ma
zachowang zdolno$¢ fosforylacji czesci substratéw. Ekspresja Us3 typu dzikiego powodowata
apoptoze neuronow szczurzych chociaz efekt ten nie byt obserwowany w komérkach pochodzenia
nabfonkowego. Wyniki otrzymane przez Doktorantke zostaly poddane rzetelnej i krytycznej analizie
oraz przedstawione w formie wiasciwie opracowanych rycin, zdje¢ i filméw przygotowanych

w technice timelapse.

Dyskusja stanowi logiczng konfrontacje uzyskanych wynikéw z odpowiednio dobranym
pismiennictwem. Dobor bibliografii $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci zagadnien zwigzanych z

podjetg tematykg badawcza.

W kontekscie prezentowanych wynikéw chetnie poznatabym opinie Doktorantki dotyczacy kilku
istotnych zagadnien przedstawionych ponize;j:

1) jakie czynniki, oprécz wirusowej kinazy Us3, moga wptywaé na wytwarzanie potaczen
miedzykomoérkowych, ich dtugos¢ i stabilno$é?

2) w jakich sytuacjach mechanizm transmisji bezposredniej wydaje sie byé mozliwy w warunkach
infekcji naturalnej (rola typéw komérek, cyklu lizogenicznego, inne)?

3) trzy biatka btonowe alfaherpeswiruséw (gE, gl i US9) sg istotne w rozprzestrzenianiu
herpeswiruséw w ukfadzie nerwowym. Prosze o wyjasnienie potencjalnej roli biatka US9 w
transmisji miedzykomarkowej

4) jakie zdaniem autorki moga by¢ praktyczne implikacje uzyskanych wynikow?

Z obowigzku recenzenta chciatabym zwréci¢ uwage na brak Spisu Tabel oraz Rycin, ktére
mogtyby by¢ pomocne w lekturze dysertacji. Ponadto, Doktorantka stosuje nazewnictwo, ktére
posiada odpowiedniki w jezyku polskim np. okreslenie ,komorki epitelialne” mozna zastgpié
sformutowaniem ,komérki nabtonkowe”, ,molekuty” - wyrazeniem .czasteczki” (str. 8), ,komorki
permisywne” - ,komorki wrazliwe” (str. 11). Doktorantka zastosowata btednie nazewnictwo wirusa
goraczki lasu Semliki (jako ,wirus gorgczki semliki forest”, str. 9 i 113) oraz ostonki lipidowej (,otoczka
lipidowa”) na Rys. 11. Niefortunnym wydajg si¢ niektére sformutowania uzyte w dysertacji np. ’(...)
czasteczki wirusowe przeprowadzajg fuzje ostonki lipidowej wirusa z btong komérki nerwowej’,
,genéw litycznych” w miejsce genéw indukujacych cykl lityczny (str. 37) lub informacja o grupie
komérek, ktora ,(...) zostata zainfekowana fluorescencyjnym (zielonym) wirusem Bu-HV1” (str. 79).
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Pomimo, iz praca zostata opracowana bardzo starannie, Doktorantka popetnita takze nieliczne btedy
edytorskie. Podane przyktady stanowig jedynie drobne uchybienia, ktére nie umniejszaja mojej bardzo
pozytywnej oceny pracy Doktorantki i nie wptywajg na ogélng wysoka ocene przedstawionej mi do
recenzji dysertacji. Wierze, ze doswiadczenie i wiedza zebrane w trakcie przygotowania pracy

doktorskiej postuzy mgr M. Panasiuk do kontynuacji podjetej tematyki badawcze;.

Podsumowanie i wniosek koricowy

Podsumowujgc, mgr Mirostawa Panasiuk jako pierwsza wykazata, ze zakazenie alfawirusami
stymuluje wytwarzanie TNT, potwierdzita istotng role nanorurek w bezposredniej transmisji
migdzykomérkowej BoHV-1 i okreslita role kinazy Us3 w tym procesie. Jest to zarazem pierwsza taka
obserwacja w przypadku wiruséw DNA. Praca stanowi oryginalne iwartosciowe opracowanie
mechanizméw migdzykomoérkowego przenoszenia wiruséw, a uzyskane wyniki powstaty przy
zastosowaniu nowoczesnych metod badawczych z zakresu biologii molekularnej i technik hodowli
komdrkowych. Wyniki pracy uwazam za bardzo wartosciowe i wnoszace wktad w rozwoj wirusologii.
Za szczegolnie istotne osiggniecie Doktorantki uwazam wykazanie mozliwo$ci transmisji herpeswirusa
droga potaczen migdzykomorkowych, co moze wyjasnia¢ mozliwos¢ rozprzestrzeniania sie zakazenia
produktywnego z zachowaniem strategii unikania kontroli ukfadu odpornosciowego gospodarza. O
duzej warto$ci wykonanych badan i otrzymanych wynikéw $wiadczy ich publikacja w prestizowym
czasopismie Journal of Virology o wysokim wspdiczynniku oddziatywania, w ktérej Doktorantka jest

pierwszym autorem.

Stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja mgr Mirostawy Panasiuk pt. ,Molekularne
mechanizmy przechodzenia alfaherpeswiruséw z komorki do komérki” stanowi samodzielny
i interesujgcy dorobek Autorki, ktéry spetnia w pemni wymogi ustawowe stawiane rozprawom
doktorskim przez przepisy obowigzujgcej Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym. Z petnym
przekonaniem przedkiadam zatem Wysokiej Radzie Naukowej Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdariskiego i Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o
dopuszczenie mgr Mirostawy Panasiuk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na wysoki poziom merytoryczny i edytorski rozprawy, znaczacy zakres badan,
uzyskanie wartosciowych wynikéw poznawczych i ich publikacje w renomowanym
czasopismie naukowym, wnosze do Wysokiej Rady Naukowej o wyréznienie dysertacii.
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