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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Weroniki Hoffmann zatytulowanej ,,Analiza funkcji
i biogenezy wybranych mikroRNA wirusa pseudowscieklizny (PRV)”

Recenzowana rozprawa zostala przygotowana w Zakladzie Biologii Molekularnej Wiruséw
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdafiskiego i Gdaniskiego Uniwersytetu
Medycznego pod naukowym kierunkiem prof. dr hab. Krystyny Biefikowskiej-Szewczyk oraz dr hab. Anny
Kurzynskiej-Kokorniak, prof. Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.

Rozprawa doktorska Pani Weroniki Hoffmann dotyczy istotnego zagadnienia jakim jest badanie roli
mikroRNA (miRNA) w regulacji replikacji wiruséw. Te krotkie niekodujace czasteczki RNA, biorace udziat
w regulacji ekspresji genéw na poziomie potranskrypcyjnym, sa obiektem badan wirusologicznych od
wykrycia blisko dwadziescia lat temu pierwszego wirusowego miRNA. Od tego czasu zidentyfikowano
blisko 300 miRNA, w wigkszosci kodowanych w genomach przedstawicieli herpeswiruséw, wéréd nich 11
miRNA wirusa pseudowscieklizny (PRV, ang. pseudorabies virus) obecnych w zainfekowanych komérkach
nerki $winskiej, kodowanych w intronie transkryptu zwiazanego z latencjg - LLT (ang. Large Latency
Transcript) PRV.

PRV jest alfaherpeswirusem, wywolujacym grozna nieuleczalng chorobe Aujeszky'ego, powodujaca
powazne straty w produkcji trzody chlewnej i bydta. Naturalnym rezerwuarem PRV s3 $winie i dziki, w
ktérych w uktadzie nerwowym wirus moze si¢ utrzymywac w stanie latencji przez dtugi okres czasu i po
reaktywacji zakaza¢ inne osobniki. Krag gospodarzy wirusa pseudowscieklizny jest bardzo szeroki obejmuje
wiele gatunkéw zwierzat domowych jak psy i koty oraz gryzonie. W ostatnich latach pojawiaja sie réwniez
niepokojace doniesienia o przypadkach infekcji u pracownikow ferm trzody chlewnej w Chinach,
potwierdzone wykryciem wirusa w plynie mézgowo-rdzeniowym, oraz specyficznych przeciwcial we krwi
pacjentéw z zapaleniem moézgu o cigzkim przebiegu. Ze wzgledu na szeroki krag gospodarzy oraz jego
wydajne namnazanie si¢ w hodowlach komérkowych, PRV jest czgsto wykorzystywany jako model do
badaf nad mechanizmami infekcji alfaherpeswirusowej in vifro, oraz w modelach zwierzecych. Rowniez
podczas badaf reaktywacji wirusa ze stanu latencji.

Rozprawa doktorska mgr Weroniki Hoffmann zostata przygotowana w formie monografii naukowe;j,
Jej tytut odzwierciedla zawartg tre$¢. Napisane w jezyku polskim opracowanie liczy 177 stron. Ma poprawny
uklad i strukture, na ktéra sktadaja sie: Spis tresci, Wykaz stosowanych skrétéw, Streszczenie (w jezyku
polskim i angielskim), Wstep, Cel pracy, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Metody, Materialy, Zalgczniki,
Bibliografia oraz Dorobek naukowy. Proporcje poszczegodlnych czesci sg prawidtowe.

We Wstgpie Autorka w przystepnej formie przedstawila zagadnienia istotne z punktu widzenia
zaprezentowanych w rozprawie badan, dotyczace cyklu replikacyjnego wirusa pseudowscieklizny oraz
miRNA. Ze szczegblnym uwzglednieniem biogenezy oraz dostepnych metod badania miRNA, w tym
strategii kontroli jego poziomu. To wprowadzenie ufatwia czytelnikowi oceng¢ trafnosci wyboru
zastosowanych przez Doktorantke strategii i metod badawczych. Tekst rozdzialu jest udokumentowany
odpowiednio dobranymi danymi literaturowymi i wskazuje na dobre przygotowanie merytoryczne Pani
Weroniki Hoffmann w zakresie problematyki badan.
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Klarownie sformutowany Cel pracy zostal poprzedzony krétkim uzasadnieniem potrzeby
przeprowadzenia badan. Autorka wymienita réwniez badania, ktérych przeprowadzenie bylo wymagane dla
realizacji zamierzonych celdw.

Liczacy 54 strony maszynopisu rozdzial Wyniki zawiera starannie skonstruowany opis do$wiadczen
oraz uzyskanych wynikéw, ktéry umozliwia czytelnikowi swobodne podgzanie za tokiem realizacji prac
badawczych. Racjonalnie zaprojektowane do$wiadczenia, ukladaja si¢ w logiczny ciag badan. Zwraca uwage
stosowanie przez Doktorantke nowoczesnych metod badawczych z zakresu m.in. biologii molekularnej,
biochemii, biotechnologii, biologii komérki i wirusologii. Wykorzystanie przez Doktorantke szerokiego
wachlarza metod $wiadczy o Jej duzych umiejetnosciach praktycznych. Rozdziat konczy sie
podsumowaniem, w ktérym Autorka w o$miu punktach przedstawita w syntetycznej formie najwazniejsze
wyniki przedstawione w rozprawie.

Dyskusja jest podzielona na sekcje tematyczne, w ktérych Doktorantka szczegétowo analizuje i
interpretuje wlasne wyniki w kontekscie danych literaturowych. Nalezy docenié¢ wnikliwo$é i krytyczna
ocen¢ przez Doktorantke wlasnych wynikéw oraz ograniczen stosowanych podejéé metodycznych. Autorka
wskazuje na mozliwosci udoskonalenia metodologii do$wiadczalnej, ktéra moglaby by¢ wykorzystana
podczas kontynuacji badan zwigzanych z ustaleniem, ktéry z miRNA[1-3] odpowiada za przebieg infekcji
PRV i uzasadnia potrzeb¢ kontynuowania prac nad udoskonaleniem modelu

Whioski z przeprowadzonych badan zostaly sformutowane w postaci pieciu zwieztych stwierdzen,
ktére znajduja poparcie w uzyskanych danych.

Zawarte w rozdzialach Metody i Materialy szczegbtowe i kompetentne opisy metodyki
prowadzonych badan oraz wykorzystanych materialéw nie budza zastrzezen.

Bibliografia zawiera zestawienie ponad trzystu pozycji cytowanych w rozprawie, gléwnie z
ostatnich lat. Dobér prac $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci literatury przedmiotu.

Celem badan przedstawionych w rozprawie byla analiza funkcji klastra trzech pierwszych miRNA
zlokalizowanych w intronie LLT wirusa PRV. W szczegélnoéci zbadanie potencjalu miRNA do
modulowania ekspresji genéw wirusowych i okre$lenia ich roli w regulowaniu cyklu zyciowego wirusa.
Projekt doktorski zakladat réwniez wyjasnienie, ktory sposréd miRNA badanego klastra petni dominujaca
role.

Doktorantka z sukcesem zrealizowala pierwsza czes¢ projektu doktorskiego, dzieki opracowaniu
modelu badawczego opartego na stabilnej produkcji klastra trzech miRNA europejskiego szczepu PRV-NIA-
3 w komérkach jadra $wini (ST, ang. swine testicle). Skonstruowang linie komérkowa ST LLT [1-3]
wykorzystata do analiz funkcjonalnych miRNA podczas litycznej infekcji wirusa PRV szczepu NIA3 (ang.
Northern Ireland Aujeszky-3). Doktorantka wykazala, ze klaster znaczaco obnizyl poziom zaréwno
aktywatoréw infekcji IE180, EPO jak réwniez biatka strukturalnego wirusa - glikoproteiny gE, podczas
wezesnych etapow infekcji PRV. Wykazata réwniez niewielkie zaburzenie zdolnosci transmisji i proliferacii
wirusa.

Dalsze badania obejmowaly weryfikacje, ktory spos$réd nadprodukowanych miRNA jest
odpowiedzialny za obserwowane efekty. Doktorantka planowata zrealizowaé ten cel stosujac strategie
selektywnego obnizania poziomu wybranych miRNA (ang. loss-of-function studies, LOF) poprzez
zahamowanie powstawania dojrzalych miRNA i badanie efektu fenotypowego w komoérkach linii
ST LLT[1-3].

T¢ czg$¢ projektu doktorskiego Pani Weronika Hoffmann realizowata w $cistej wspotpracy z
zespotem prof. Anny Kurzynskiej-Kokorniak z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.
Wstepnym etapem bylo otrzymanie rekombinowanego enzymu odpowiedzialnego za wycinanie dojrzatych
miRNA z ich prekursoré6w. Do produkcji rybonukleazy Dicer Doktorantka wykorzystala stosowany z
powodzeniem w Jej rodzimym Zaktadzie bakulowirusowy system ekspresji genéw w komérkach owadzich.
Zwigkszenie wydajnosci ekspresji osiagneta dzigki modyfikacji wyjsciowej sekwencji cDNA ludzkiego genu
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Dicer, polegajacej na usunigciu fragmentu sekwencji poprzedzajacego kodon startu translacji. Dotaczenie do
sekwencji kodujacej Dicer sekwencji znacznika polihistydynowego, umozliwito wstepne oczyszczenie
biatka metoda chromatografii powinowactwa. Optymalizacja warunkéw nadprodukcji i dwustopniowej
procedury oczyszczania rekombinowanej rybonukleazy z zastosowaniem chromatografii jonowymiennej,
umozliwito Doktorantce otrzymanie wysokiej jakosci preparatu, o czystosci umozliwiajacej jego
wykorzystanie w analizach wigzania RNA w warunkach in vitro. Podczas gdy dostepne komercyjne
preparaty hDicer nie spelniaty tego kryterium. Preparat zostal z powodzeniem wykorzystany przez zespot
prof. Anny Kurzynskiej-Kokorniak do okre$lenia rodzaju oddziatywan pomiedzy Dicer a réznej dtugosci
oligomerami RNA, bedacymi potencjalnymi inhibitorami procesu ciecia pre-miRNA przez hDicer. Na
podstawie otrzymanych wynikéw, zaproponowano mechanizmy regulacji przetwarzania pre-miRNA przez
hDicer, kontrolowane przy uzyciu oligomeréw RNA.

Doktorantka potwierdzita w warunkach in vitro mozliwo$é zahamowania powstawania dojrzatych
miRNA przez oligomery 2°0OMe i Morpholino komplementarne do rejonéw apikalnych substratéw pre-
miRNA. Podczas gdy uzycie obu rodzajéw oligomeréw ingerujacych w biogeneze miRNA w systemie
komorkowym wywolalo nieselektywne obnizanie poziomu miRNA z klastra LLT[1-3] wirusa PRV, co
uniemozliwito kontynuowanie badan z ich wykorzystaniem. Réwniez w uproszczonym uktadzie badawczym
z zastosowaniem oligomeréw mirVana, hybrydyzujacych do dojrzatych miRNA (AMO, ang. anti-miRNA
oligonucleotides), i wykorzystaniu niemodyfikowanych komérek ST infekowanych PRV przy niskiej
wartos¢ wspofczynnika MOI, nie nie wykazano selektywnego dziatania oligomeréw. Opracowany model
badawczy wymaga wiec udoskonalenia.

Realizacja projektu doktorskiego byla zadaniem bardzo ambitnym i okazata sie¢ trudnym
wyzwaniem. Doktorantka wykazala si¢ godna uznania konsekwencja i wytrwaloécia w realizacji
zamierzonego celu. Swiadczy o tym zawarty w rozprawie opis zrealizowanych prac badawczych, jak
réwniez informacja dotyczaca poczatkowych etapow realizacji projektu, obejmujacych zastosowanie kilku
wymagajacych duzych umiejetnosci praktycznych, oraz duzego nakladu pracy, podej$¢é badawczych
wykorzystanych przez Doktorantke z zamiarem zidentyfikowania genéw na ktére sa nacelowane miRNA
PRV. Poniewaz ich zastosowanie nie umozliwito uzyskania jednoznacznych rezultatéw, nie zostaly one
opisane w rozprawie.

Rozprawa zostala starannie przygotowana pod wzgledem merytorycznym i redakcyjnym. Z
obowigzku recenzenta zwracam uwage na wymagajace korekty sformutawania jak ,,wirus rosnie”,
»konserwa komérek Escherichia.coli” . Sugerowalabym zastapienie ,,predykcji bioinformatycznych”
»przewidywaniami.”

Lektura rozprawy doktorskiej nasuneta mi kilka pytan, poprosze Doktorantke o ustosunkowanie sie do nich
podczas publicznej obrony.

° Migdzygatunkowa transmisja wiruséw jest ztozonym procesem czesto wymagajacym pojawienia
si¢ zmian adaptacyjnych na poziomie molekularnym. Czy znane sg podstawy skutecznosci wirusa
PRV w przetamywaniu bariery migdzygatunkowej. Jednoczesnie jestem ciekawa czy zdaniem
Doktorantki istnieje ryzyko transmisji wirusa PRV pomigdzy ludzmi.

e Czy zdaniem doktorantki wyniki badan in vitro wskazujace na potencjat klastra miRNA LLT[1-3] do
kontrolowania produkcji wirionéw potomnych, stanowia uzasadnienie dla potwierdzenia tego efektu
w modelu in vivo? Jesli tak, w jakim model Doktorantka przeprowadzitaby badania?

e Wsrdd przyczyn niezgodnosci w ocenie przez rézne grupy badawcze wptywu miRNA PRV na
ekspresje genéw wirusa i proces jego replikacji Autorka wymienita migdzy innymi rézne wartosci
MOI, mogace wptywac na kinetyke infekcji. Prosze o wyjasnienie czy Doktorantka testowala rézne
warunki infekcji podczas realizacji pierwszej czesci projektu. Jakie warunki infekcji in vitro moga
imitowac¢ przebieg litycznej infekcji PRV in vivo?
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e Autorka wyjasnia w rozprawie ,,W’ momencie gdy zaczynatam prace nad przygotowaniem preparatu,
roznice w strukturze i funkcjonowaniu rybonukleaz Dicer u réznych gatunkéw ssakow nie byly
znane. Z tego powodu, oraz z uwagi na historig wczesniej prowadzonych przez zespot z IChB PAN
badar .... moja praca obejmowata produkcje Dicer réwniez pochodzqcq od cziowieka. ”. Czy gdyby
Doktorantka obecnie rozpoczynata badania, réwniez zdecydowataby si¢ na produkcje hDicer?

Doktorantka jest wspolautorka dwéch artykuléw naukowych opublikowanych w czasopismach o
zasiggu miedzynarodowym. W pracach tych Pani Weronika Hoffmann jest pierwsza autorka lub “dzieli te
pozycje” z drugg wspdlautorka. Informacje zawarte w sekcji ,,dutor Contributions” pracy “Functional
Analysis of a Frontal miRNA Cluster Located in the Large Latency Transcript of Pseudorabies Virus”
(Viruses, 2022) wskazuja na wkiad Doktorantki na wszystkich etapach powstania pracy. W przypadku pracy
»How short RNAs impact the human ribonuclease Dicer activity: putative regulatory feedback-loops and
other RNA-mediated mechanisms controlling microRNA processing (Acta Biochimica Polonica, 2016)
udzial w prezentowanych w publikacji badaniach Doktorantka opisata w rozprawie.

Recenzowana rozprawa doktorska prezentuje ogélng wiedze teoretyczng oraz umiejetnosci
praktyczne Doktorantki, $wiadczace o Jej bardzo dobrym przygotowaniu do prowadzenia badan. Pani
Weronika Hoffmann wykazata si¢ umiej¢tnoscia samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz
umiejetnosciami wspdipracy. Prezentowane w rozprawie wyniki poza walorem poznawczym maja istotny
potencjat aplikacyjny w kontekscie opracowywania nowatorskich strategii przeciwwirusowych. Co wydaje
si¢ szczegblnie wazne w przypadku wiruséw odzwierzecych infekujacych ludzi.

Podsumowujac wysoko oceniam wartos¢ naukowa recenzowanej pracy i z petnym przekonaniem
stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Weroniki Hoffmann zatytulowana
,»Analiza funkcji i biogenezy wybranych mikroRNA wirusa pseudowscieklizny (PRV)” spetnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595 z pézn. zmianami) i sktadam do Rady Dyscypliny
Biotechnologicznej Uniwersytetu Gdafiskiego wniosek o jej przyjecie i dopuszczenie mgr Weroniki
Hoffmann do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Warszawa, dnia 17 maja 2024 r.

Z %am&s;;«f\ (e
Dr hab. Ewa Szotajska
Srodowiskowa pracownia Hodowli Komérkowych

i Produkcji Biatek
Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
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