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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Mirostawy Panasiuk ,Molekularne
mechanizmy przechodzenia alfaherpeswiruséw z komorki do komorki.”

Niniejsza recenzja rozprawy doktorskiej zostata przygotowana w odpowiedzi na
pismo Dziekana Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed,
prof. dr hab. Igora Koniecznego z dnia 23 wrzesnia 2019 roku. Przedstawiona do
oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem prof. dr hab.
Krystyny Bierlkowskiej-Szewczyk. Badania zostaty przeprowadzone w Zaktadzie
Biologii Molekularnej Wiruséw Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i

GUMed w Gdansku.

Formalny opis rozprawy

Praca zostata przygotowana w jezyku polskim i liczy 138 stron. Do pracy
zatgczone zostato 13 filmow, ktére uzupetniajg prezentacje uzyskanych wynikow.
Rozprawa rozpoczyna sie wykazem stosowanych skrétéw. W nastepnej kolejnosci
zaprezentowane zostato streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim. Wtasciwa
praca zostata podzielona na Wstep (24 stron maszynopisu), Cel pracy (1 strona),
Metody (12 stron), Materiaty (9 stron), Wyniki (48 stron), Dyskusje (10 stron) oraz
Bibliografie (137 pozyciji literaturowych). Praca ma charakter standardowej rozprawy
doktorskiej, jednak czes¢ wynikéw zostata juz opublikowana w Journal of Virology w
2018 roku, ktéry jest jednym z najlepszych czasopism w dziedzinie wirusologii

molekularnej i jest listowany w bazie ISI Web of Science.
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Ocena merytoryczna

Przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi szerokie studium nad rolg
potaczeri typu TNT (ang. tunneling nanotube) w zakazeniu herpeswirusem bydlgcym
typu 1. TNT sg stosunkowo stabo poznanymi strukturami, ktére przyjmujac ksztatt
nanorurek tworzg potgczenia pomiedzy komoérkami. Cytujgc za autorkg pracy,
struktury te powstajg na skutek wypuszczania filopodiéw w kierunku drugiej komorki
lub przy oddalaniu sie od siebie potgczonych komorek, przy czym ta druga koncepcja
ma silniejsze umocowanie eksperymentalne. Poniewaz struktury te stanowig
potencjalne $ciezki transferu wiruséw pomiedzy komaérkami, chronigc je m.in. przed
odpowiedzig immunologiczng, transfer ten wydaje si¢ mie¢ spore znaczenie w
rozwoju zakazenia.

Przedstawiona praca stara sie odpowiedzie¢ na pytanie, jaka jest rola tych
najciefiszych i najdluzszych potaczern miedzykomodrkowych w  transmis;ji
herpeswiruséw. Podjety przez autorke temat jest wazny i nowy. Wykazano, ze
struktury TNTs sg wykorzystywane przez niektére wirusy, wtgczajgc w to HIV, jednak
w przypadku herpeswiruséw literatura na ten temat jest niezwykle uboga.

Przedstawiona praca w przyjazny sposéb wprowadza czytelnika w temat
potgczen miedzykomoérkowych i szczegétowo omawia poszczegdine ich rodzaje.
Dotgczone ilustracje bardzo utatwiajg lekture i stanowig dobre tto dla wstepu. W
dalszej czeéci praca wprowadza czytelnika w temat transmisji wiruséw pomigdzy
komadrkami, rozpoczynajgc od drogi ,klasycznej”, kiedy to dochodzi do sktadania
wiriondw potomnych, wydostania sie wiriondw do przestrzeni miedzykomoérkowej i
wreszcie rozpoznania receptora na komérce potomnej i internalizacji do wnetrza
komorki. Autorka nastepnie opisuje transfer wiruséw poprzez naturaine potaczenia
miedzykomorkowe. Proces ten jest Scisle regulowany i przynajmniej w niektorych
przypadkach opiera sie na bezposredniej interakcji biatek wirusowych oraz biatek
komaérkowych. W nastepnym podrozdziale autorka przechodzi do opisu rodziny
Herpesviridae, wprowadzajgc czytelnika w tematyke zakazen tymi wirusami DNA.
Bardzo szczegdtowy opis cyklu replikacyjnego w tym miejscu zostat niestusznie

nazwany ,cyklem zyciowym”.
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Cel pracy zostat jasno sformutowany i obejmuje analize funkcji nanorurek w
rozprzestrzenianiu sie zakazenia herpeswirusowego pomiedzy komérkami oraz role
wirusowego biatka Us3 w tworzeniu sie nanorurek.

Metody zostaty oméwione szczegdtowo, w sposéb pozwalajacy na replikacje
przeprowadzonych badani. Niewielkie zastrzezenia mam do prezentacji niektérych
procedur. W szczegdlnosci dotyczy to sposobu prezentacji procesu wirowania, gdzie
podana jest liczba obrotéw na minute (rpm), a nie sita dziatajgca na prébke (rcf).
Podczas gdy ta pierwsza wartos¢ zalezy od wiréwki i odtworzenie procesu wymaga
posiadanie identycznego rotora, warto$¢ rcf moze byé odtworzona na dowolnym
sprzecie. Druga niescisto$¢ dotyczy opisu procesu transferu biatek na membrane
PVDF, gdzie nieco niefortunnie stwierdzono, ze ,Po zakonczeniu transferu btone
PVDF wywotywano przy uzyciu metody western blotting”. Rozumiem, Zze autorka
miata na mysli, ze po transferze biatek poprzez western blotting dokonano ich
immunodetekcji (podobny lapsus pojawia sie w tytule rozdziatu 6.2.3.).
Wykorzystane materiaty zostaty opisane w pracy z wystarczajacg doktadnoscia.

W rozdziale dotyczacym wynikéw w sposob czytelny i jasny przedstawiono dane
uzyskane w czasie przygotowania pracy doktorskiej. Kazdy rozdziat dotyczy
pojedynczego problemu i jest zobrazowany bardzo czytelnymi rycinami, ktére nie
pozostawiajg zadnych watpliwoéci co do interpretacji. Na bardzo duze uznanie
zastuguja tutaj doskonatej jakosci zdjecia, ktére sg kluczowe dla pracy. Warto
jeszcze raz podkreslié, ze zatgczenie do pracy nosnika cyfrowego i mozliwosé
zapoznania sie z materiatem wideo jest bardzo duzg zaletg. Przedstawione wyniki
jasno pokazujg dystrybucje biatek w komérkach oraz transfer wirionéw poprzez
struktury TNT. Wykazano réwniez, ze transfer przez struktury TNT prowadzi do
inicjacji infekcji w komérce sasiadujgcej. Przeprowadzone analizy sugerujg, ze wirus
moduluje tworzenie sie struktur TNT, aby utatwié rozprzestrzenianie sie zakazenia, a
odpowiedzialne jest za to prawdopodobnie biatko US3. Dane zostaly poparte
eksperymentami, w ktérych wykorzystano rekombinowanego herpeswirusa z
mutacjg punktowg w genie kodujgcym biatko US3 (mutant katalityczny). Nieco
zdziwienia z mojej strony budzi fakt, ze nie przedstawiono w pracy wynikéw
wskazujgcych na wptyw obserwowanej modulacji cytoszkieletu oraz struktur TNT na

transmisje wirusa (np. rozbudowana analiza obrazu). Nieco danych w tym temacie

Strona3z6 //;;/ﬁé




dostarczajg pomiary wielkosci tysinek tworzonych przez wirusa; wartosci te zostaly
skorelowane ze zdolnoscig do rozprzestrzeniania sie wirusa pomigdzy komoérkami.
Nieco niedosytu dostarcza lektura wynikéw dotyczacych ekspresji biatka US3 w
komérkach i nieokreslona faktyczna rola tego biatka w modulacji procesu tworzenia
struktur TNT, poniewaz przedstawione w tym podrozdziale wyniki nie odpowiadajg
jasno na postawione pytanie badawcze. W ramach dyskusji prawidtowo

przedstawiono uzyskane dane w kontekscie istniejgcej wiedzy.

Ocena edytorska rozprawy

Rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie. Na szczegdlng pochwate
zastuguje format ksigzki w migkkiej oprawie. Dobre wrazenie robi stosunkowo mata
liczba btedéw jezykowych i ortograficznych. Przy tak duzym dokumencie wymaga to
uwaznosci. Pewne zastrzezenia mam jednak do oznaczen stosowanych w pracy.
Zgodnie z wytycznymi Rady Jezyka Polskiego ,miedzy wartoscig liczbowa a
literowym oznaczeniem miary, czyli skrétem lub skrétowcem, stawiamy spacje,
natomiast miedzy wartoscig liczbowa a oznaczeniem miary za pomocg symbolu albo
potgczenia skrétu/skrétowca i symbolu spacji nie stawiamy”. W pracy niestety
oznaczenia te sg stosowanie niespdjnie i spacje pojawiajg sie nieco stochastycznie.
Réwniez nieco wiekszg wage autorka powinna przywigzywaé do stosowanych
symboli. Przyktadowo, zamiast litery ,x” powinno stosowaé sig¢ znak mnozenia ,x".
Warto réwniez zwrdcié¢ uwage na odpowiednie stosowanie stéw liczba oraz ilo$¢ z
rzeczownikami policzalnymi i niepoliczalnymi.

Lektura pracy momentami prowadzi do wniosku, ze autorka nieco zbyt czesto
stosuje anglicyzmy - zamiast komdrki epitelialne, korzystniej bytoby po prostu
napisaé o komérkach nabtonkowych. Nie do konca zrozumiate jest réwniez
wprowadzanie zwrotéw ,free entry” czy ,cell-to-cell spread”, ktére nic nie wnoszg do
pracy. Z drugiej strony nazwa wiasna Ficoll zostata spolszczona w liScie materiatow
do Fikolu.

Ryciny przygotowane zostaty z duzg staranno$cig, a opisy jasno odrozniajg sie
od reszty tekstu i zawierajg informacje konieczne dla interpretacji przedstawionych
danych. Do pracy zatgczone zostaly filmy obrazujgce dodatkowo uzyskane wyniki.

Jedyna uwaga moze dotyczy¢ ryciny 27., na ktérej panele przedstawiajgce obraz w
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$wietle przechodzgcym sg catkiem ciemne i nieczytelne. Rozumiem jednak, Ze jest to

jednak problem edytorski a nie merytoryczny.

Podsumowanie

W mojej ocenie praca prezentuje stosunkowo trudny temat w sposéb niezwykle
czytelny. Tam, gdzie standardowe metody biologii molekularnej czy biochemiczne
pokazywatyby jedynie posrednio zachodzgce procesy, wykorzystanie mikroskopii
konfokalnej do obrazowania pojedynczych wirionéw i $ledzenie ich loséw w komérce
nie pozostawia watpliwosci co do interpretacji przedstawionych zdarzen. Niewielkie

uchybienia edytorskie w zaden sposéb nie obnizajg jakosci przedstawionej pracy.

Moja ocena pracy jest bardzo wysoka, chciatbym jednak uzyskaé¢ odpowiedz na kilka
nurtujgcych mnie pytan:

1. Czy znany jest faktyczny sktad nanorurek i ich cargo? Czy byly podejmowane
préby okreslenia ich sktadu poprzez np. potgczenie technik mikrodyssekgii
laserowej oraz spektrometrii mas?

2. Jakie jest pochodzenie nanorurek? Czy sg to struktury o znaczeniu
ewolucyjnym, czy raczej artefakty, ktérych istnienie jest tylko stanem
przejSciowym pomiedzy dwoma komodrkami potgczonymi potgczeniem
szczelinowym i dwoma oddzielonymi od siebie komdrkami? Czy istniejg
jakiekolwiek biatka komodrkowe, ktére sg charakterystyczne wytgcznie dla tych
struktur, co umozliwiatoby zahamowanie tego typu komunikacji i okreslenie
faktycznej roli tych potgczen w procesie zakazenia? Czy byly podejmowane
proby oceny znaczenia struktur TNT dla zakazenia np. w modelu mysim?

3. Prosze przedyskutowaé, czy obserwowane zwiekszenie czestosci
wystepowania dtugich struktur TNT jest zwigzane ze sterowanym przez biatka
wirusowe procesem tworzenia tych struktur, czy raczej na uposledzeniu
procesu remodelingu cytoszkieletu w czasie zakazenia herpeswirusami?
Innymi stowy, czy jest to ,efekt $wiadka”, czy faktycznie jest to proces
sterowany, ktéry ma znaczenie in vivo? Jaki moze by¢é mechanizm dziatania

biatka US3?
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Whioski koricowe

Po wnikliwym zapoznaniu sie z przedstawiong pracg doktorskg oraz ocenie
indywidualnego wktadu mgr Mirostawy Panasiuk w jej powstanie, moge stwierdzic,
ze przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w artykule 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 o tytule
naukowym i stopniach naukowych oraz tytule i stopniach naukowych w zakresie
sztuki (Dz.U. Nr 65, poz 595, wraz p6zniejszymi zmianami). Praca ma oryginalny i
nowatorski charakter, a zawarte w niej wyniki majg cechy nowosci naukowej. Jestem
pod wrazeniem systematyczno$ci prowadzonych badan oraz wynikéw, ktére w
przyszto$ci moga byé Zrédtem kolejnych, bardzo ciekawych badan.

W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Rady Migedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdariskiego oraz Gdariskiego Uniwersytetu Medycznego,
jak réwniez do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych przy Uniwersytecie Gdaniskim o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Mirostawy Panasiuk do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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prof.cr hab. Krzysziof Pyré
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