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Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci

Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Recenzja pracy doktorskiej mgr Weroniki Hoffmann pt.: ,,Analiza funkeji i biogenezy
wybranych mikroRNA wirusa pseudowscieklizny (PRV)”

Przedstawiona recenzji praca doktorska zostala wykonana w Zaktadzie Biologii
Molekularnej Wiruséw na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego
i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Krystyny Biefikowskiej-
Szewczyk. Promotorem pomocniczym byfa Pani dr hab. Anna Kurzynska-Kokorniak, prof. IChB
PAN.

Badania prowadzone przez Pania Mgr Weronik¢ Hoffmann w ramach pracy doktorskiej
dotyczyly funkcji i biogenezy klastra trzech pierwszych miRNA kodowanych w obre¢bie intronu
transkryptu zwigzanego z latencja (ang. Large Latency Tramscript, LLT) w genomie wirusa
pseudowscieklizny (PRV). Praca ta skupiata si¢ na analizie wplywu miRNA LLT[1-3] na przebieg
infekcji PRV oraz na badaniu regulacji wycinania/dojrzewania miRNA LLT[1-3] i miata na celu
poznania roli miRNA LLT[1-3] w biologii PRV. Cel pracy zostal jasno okreslony i poprawnie
sformutowany.

MikroRNA (miRNA) to wysoce konserwowana grupa matych, niekodujacych czasteczek
RNA o wielko$ci 19-25 nukleotydow. Biora one udziat w regulacji poziomu ekspresji genéw na
etapie transkrypcji badZ translacji. miRNA o wysokiej komplementarnosci do transkryptu, ktéry
wigza, powoduja degradacj¢ danego mRNA, natomiast te 0 nizszej komplementarno$ci hamuja
translacj¢ danego transkryptu. Juz samo odkrycie, ze czasteczki RNA moga petnié funkcje inne niz
tylko kodujgce (jak mRNA), spowodowato rewolucj¢ w mysleniu o funkcjonowaniu komorki.
Ponadto, zwigkszajaca si¢ liczba nowo odkrywanych typéw niekodujacych czasteczek RNA wraz ze
wzrastajaca w niesamowitym tempie liczba funkcji, ktére moga one petié w komorce, sprawia, ze
badanie RNA oraz jego funkcji jest tematem aktualnym, fascynujacy i weigz nie w petni zbadanym.

Herpeswirusy, do ktorych nalezy m.in. wirus pseudowscieklizny posiadaja genomy dsDNA,
co sprawia, ze wiele mechanizméw dotyczacych podstawowych funkcji DNA w komérce jest
podobne badZz nawet identyczne jak te dotyczace genomu ludzkiego. Nie bez Znaczenia jest fakt, ze

wirusy, jako pasozyty wewnatrzkomorkowe wykorzystuja ,,maszyneri¢ komoérkowa” (czynniki
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komorkowe), aby pomyslnie ukoniczy¢ swoj cykl replikacyjny. Podobnie jak ludzki genom, réwniez
genomy herpeswirusow mogg kodowa¢ miRNA. Nalezy zaznaczy¢, ze tylko w niewielu przypadkach
miRNA kodowanego przez genomy wirusowe, glownie herpeswirusowe, znana jest jego funkcja oraz
geny docelowe (ang. targets). W zwigzku z tym badania dotyczace funkcji wirusowych miRNA sg
nieodzowne, pozwalajgc na lepsze zrozumienie oddziatywania miedzy wirusami i gospodarzem.

PRV nalezy do podrodziny Alphaherpesviridae i wywoluje pseudowscieklizng, zwang tez
choroba Aujeszky’ego. Wirus ten jest grozny glownie dla trzody chlewnej, dlatego aby zapobiec
potencjalnym ogromnym stratom w produkcji spowodowanym infekcja PRV, stosuje si¢ szczepionki
markerowe zgodnie ze strategia DIVA (ang. differentiate infected from vaccinated animals).
Stosowana szczepionka nie jest w 100% efektywna, poniewaz jest szczepionkg atenuowana i nie
zapobiega ustalaniu latencji przez terenowe szczepy PRV u osobnikéw zaszczepionych, a co za tym
idzie nadal mozliwe s3 wybuchy epidemii. W zwiazku z tym konieczne sa badania, szczegOlnie
dotyczace kontroli ,,przetacznikéw” (czynnikéw indukujgcych przejécie) z cyklu litycznego do
latencji i vice versa. Ze wzgledu na to, ze PRV ma szeroki zakres gospodarzy oraz bardzo efektywnie
replikuje si¢ w hodowlach komorkowych jest on uzywany jako model dla infekcji alfaherpeswirusow.
Podobnie jak w przypadku innych herpeswiruséw cykl zyciowy PRV charakteryzuje si¢ dwoma
fazami: replikaciji lityczne;j i latencji. Podczas cyklu litycznego wirus replikuje swéj genom, ekspresji
ulega znaczna wigkszo$¢ genéw PRV oraz wytwarzane sa potomne czasteczki wirusowe. Latencja
natomiast jest etapem, w ktérym ekspresji ulegaja jednie wybrane geny (latentne), co ma zapobiec
wykryciu wirusa przez ukltad odpornosciowy, ale jednoczesnie zapewnié jego persytencje. Genom
PRV koduje 67 bialek. Cztery transkrypty PRV ulegaja procesowi splicingu, jednym z nich jest duzy
transkrypt zwigzany z latencjg (LLT). Intron transkryptu LLT koduje prekursor (pri-miRNA) 11
miRNA PRV — prv-miR-LLT1 do prv-miR-LLT11. LLT miRNA s3 kodowane na nici
komplementarej do tej kodujacej najwazniejsze transaktywatory cyklu litycznego PRV tj. IE180 i
EPO0. Jak dotad miRNA PRV byly analizowane giownie jako klaster. Jedynie w dwoch przypadkach
zostaly przeprowadzone badania funkcjonalne wiaczajac identyfikacje docelowych transkryptow
regulowanych przez poszczegélne miRNA PRV. Byly to badania dotyczace prv-miR-LLT?7 i prv-
miR-LLT-11. W zwigzku z tym autorka pracy doktorskiej zdecydowata si¢ badaé pojedyncze
czgsteczki z klastra trzech pierwszych miRNA kodowanych w LLT.

Przedstawiona przez Pania mgr Weronik¢ Hoffmann rozprawa doktorska w formie
monografii obejmuje nastgpujace elementy: wykaz stosowanych skrétow, streszczenie, wstep, cel
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pracy, wyniki, dyskusj¢, wnioski, metody, materiaty oraz zalgczniki, bibliografi¢ i opis dorobku
naukowego doktorantki. Rozprawa zostata napisana poprawnie merytorycznie oraz stylistycznie w
zakresie umozliwiajgcym zrozumienie i interpretacje wynikow.

Wstep rozprawy zawiera obszerne streszczenie wiedzy dotyczacej zarowno miRNA, jak
réwniez herpeswiruséw i miRNA kodowanych przez wirusy. Ten rozdziat Doktorantka podzielita na
trzy czeg$ci opisujgce: (i) poszczegdlne domeny enzymu Dicer oraz powigzania migdzy strukturg, a
funkcjg w odniesieniu do tych domen, (ii) biogenez¢ miRNA oraz kolejne etapy obrébki prekursoré6w
miRNA prowadzace do utworzenia dojrzatego miRNA, oraz (iii) mechanizmy dziatania miRNA. Ta
czg$¢ pracy jest bardzo klarowna i podkresla ztozono$¢ regulacji funkcji komérkowych i wirusowych,
ktore sg zalezne od miRNA. Tu Doktorantka stusznie podkreslita fakt, ze wigkszo$¢é miRNA
wywoluje stosunkowo maly efekt na ekspresj¢ danego genu docelowego i czesto obserwowane
zmiany sg wynikiem dziatania wielu miRNA jednoczesnie.

Pani mgr Weronika Hoffmann rozpoczgla badania od sklonowata hDicer w systemie
bakulowirusowym, a nastepnie izolacji i oczyszczania tego preparatu. Autorka potwierdzita réwniez
zdolnos$¢ wyizolowanego enzymu do cigcia prekursorow miRNA in vitro. Caty ten proces wymagat
optymalizacji na wielu etapach. Autorka przeprowadzita wszystkie te eksperymenty wigczajgc wiele
réznych probek kontrolnych, co umozliwito wyciagnigcie wlasciwych wnioskow.

Nastepnie Doktorantka analizowata wptyw miRNA LLT[1-3] na replikacje¢ lityczng wirusa.
Ten eksperyment zostal wykonany w linii komérkowej wyprowadzonej przez autorke - ST LLT[1-
3]. Linia ta zostala stworzona w oparciu o wektor lentiwirusowy kodujgcy miRNA LLT[1-3] i
zawierajacy gen GFP (green fluorescent protein) jako marker. Mgr Weronika Hoffmann infekowata
powyzszg lini¢ komoérkowa rekombinowanym wirusem PRV, zawierajgcym gen RFP (red fluorescent
protein) jako marker. Eksperyment ten okazat si¢ niemozliwy do analizy (miata to by¢ analiza
cytometryczna) ze wzglgdu na bardzo mocng fluorescencj¢ GFP, ktora uniemozliwiata odczyt
sygnatu RFP. Dokfadny opis etapéw tworzenia, charakterystyki linii komérkowej (m.in. profil
ekspresji poszczegélnych miRNA podczas infekcji PRV) opisane s3 w nastepnym podrozdziale.
Pomocnym byloby umieszczenie tego opisu przed opisem pierwszego eksperymentu, w ktérym ta
linia zostata uzyta. Niemniej jednak, kolejne analizy wykonane w tej linii komérkowej daty bardzo
interesujgce wyniki. Doktorantka zaobserwowata, ze obecno$é miRNA LLT[1-3] obnizyta ekspresje
litycznych transaktywatoréw PRV —IE180 i EPO. Kolejna seria eksperymentow analizowata wplyw
miRNA LLT[1-3] na ekspresj¢ glikoproteiny gE PRV, ktéra ma wpltyw na wirulencje wirusa.
Zaréwno w analizie immunofluorescencyjnej, cytometrycznej, Western blot jak i RT-qPCR Autorka
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zaobserwowala obnizenie ekspresji biatka gE w obecnosci miRNA LLT[1-3]. Kontynuujac badanie
wptywu miRNA LLT[1-3] na infekcj¢ PRV, kolejne badania analizowaty efekt ekspresji klastra
miRNA na rozprzestrzenianie si¢ wirusa z komoérki do komérki (rozmiar tysinek) oraz replikacie
wirusa (miano wirusa). Zaobserwowano, ze rozmiar tysinek PRV zmniejszyt sig, a replikacja wirusa
byta opdézniona w obecnosci miRNA.

W ostatniej czgsci pracy doktorskiej autorka skupifa si¢ na hamowaniu miRNA LLT[1-3].
Poczatkowo testowata oligomery 2°0OMe oraz morfolino, ktére wptywaja na obrébke miRNA
uniemozliwig jego dojrzewanie. Jednak oba typy inhibitoréw okazaty si¢ dziataé niespecyficznie w
testowanym systemie. Tu nalezy podkresli¢ wysoka jako$¢ wykonanych analiz, zaplanowanie wielu
kontroli oraz optymalizacj¢ warunkéw eksperymentu na wielu etapach, co umozliwito wykrycie
braku specyficznosci uzytych inhibitoréw. W kolejnym podejéciu do zagadnienia hamowania
efektow miRNA, Dotorantka uzyta oligonukleotydy antisensowne — AMO (ang. antisense miRNA
oligonucleotides), ktére wigzg si¢ bezposrednio z juz dojrzalymi miRNA i w ten sposéb hamuja ich
dziatanie. Rowniez w tym przypadku nie zaobserwowano specyficznego efektu inhibitorow AMO.

Nalezy podkresli¢, ze Pani mgr Weronika Hoffmann w ramach doktoratu stworzyta kilka
narzgdzi, ktére wymagaly wielu etapow optymalizacji, co $wiadczy nie tylko o wytrwatosci
Doktorantki, jej dbatosci o jako$¢ wynikow, ale jest tez $wiadectwem zaawansowania metodycznego.

W dyskusji Pani Mgr Weronika Hoffmann odnosi wyniki swojej pracy do aktualnej literatury
i bardzo dogl¢bnie analizuje znaczenie badan w szerszym kontek$cie. Autorka punkt po punkcie
omawia i poréwnuje otrzymane wyniki z rezultatami prac innych laboratoriéw. Swiadczy to o
znakomitej znajomosci przez Doktorantke literatury zwigzanej z tematem jej pracy badawczej. Ta
czgs¢ rozprawy doktorskiej jest podzielona na trzy sekcje tematyczne, co bardzo ulatwia
podsumowanie wynikéw. Dyskusja jest napisana poprawnie, a nastgpujace po niej wnioski sa
klarownie sformutowane.

Wykonanie badaf przedstawionych w rozprawie doktorskiej wymagato wykorzystania wielu
metod z zakresu wirusologii, biologii molekularnej, biochemii oraz biologii komérki. Wszystkie
metody sg bardzo dokladnie opisane. Doktorantka opanowata hodowle komérkowe i produkcie
rekombinowanego biatka przy uzyciu systemu bakulowirusowego. Wykonata wieloetapowe
oczyszczanie rekombinowanego bialka hDicer. Do analiz funkcjonalnych m.in. infekcji PRV
wykorzystywata komorki ssacze. Duza czg¢$¢ badan wiazata si¢ tez z pracg z RNA (m.in. izolacja
RNA, RT-PCR, znakowanie radioizotopowe RNA, elektroforeza RNA, reakcja trawienia RNA przez
Dicer) co wymaga duzej doktadnos¢i i niesie wysokie ryzyko utracenia materiatu ze wzgledu na
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niestabilnos¢ RNA. Bardzo wiele metod zostato zoptymalizowanych, co jest procesem praco- i
czasochfonnym i $wiadczy o ogromie wlozonej pracy oraz wytrwatosci Autorki w dazeniu do
osiagnigcia celu.

W3r6d najistotniejszych osiggnigé badawczych Pani Mgr Weroniki Hoffmann uzyskanych w
ramach pracy doktorskiej mozna wymienié:

(1) stworzenie oraz scharakteryzowanie swinskiej linii komorkowej ze statg nadekspresja miRNA
LLT[1-3] umozliwiajgcej testowanie efektow fenotypowych miRNA kodowanych przez PRV,

(2) wykazanie hamujacego wptywu miRNA LLT[1-3] na ekspresj¢ transaktywatoréw wirusa: [E180,
EPQ oraz glikoproteiny gE,

(3) wykazanie, ze ekspresja miRNA LLT[1-3] moze wplywaé¢ na replikacje lityczng PRV, a
doktladniej na produkcj¢ wirionéw potomnych,

(4) udowodnienie, Ze nizsza ekspresja gE, indukowana przez miRNA LLT[1-3], moze ograniczaé
rozprzestrzenianie si¢ wirusa z komorki do komorki,

(5) wyprodukowanie, oczyszczenie i scharakteryzowanie aktywnosci rekombinowanej rybonukleazy
Dicer, ktory to preparat umozliwil pozniejsze testy inhibitorow dojrzewania (ciecia prekursoréw
pre-miRNA) wirusowych miRNA,

(6) zademonstrowanie efektywnego hamowania dojrzewania (cigcia prekursoréw pre-miRNA przez
Dicer) miRNA PRYV przez oligomery 2°OMe oraz Morpholino w warunkach in vitro,

(7) opracowanie nowego systemu do testowania funkcji PRV miRNA in cellulo opartego o inhibitory

typu AMO (ang. antisense miRNA oligonucleotides), ktore wigzg dojrzate miRNA.

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej Pani mgr Weroniki Hoffmann
zostaly opublikowane w dwoch publikacjach naukowych, w jednej z nich doktorantka jest pierwszym
autorem. Pani Mgr Weronika Hoffimann uzyskata réwniez finansowanie NCN na projekt Preludium
13 zwigzany z tematyka jej pracy doktorskiej, co $wiadczy o duzej samodzielnosci Doktorantki oraz
ze jej ksztalcenie w ramach doktoratu obejmowato nie tylko badania naukowe, ale takze inne

umiej¢tnosci wymagane na naukowej Sciezce kariery, m.in. zdobywanie funduszy na badania.

Mam nastgpujgce pytania dotyczace wynikéw przedstawionych w pracy doktorskiej:
1. Dlaczego ilo$¢ produktu trawienia miR-21-5p przez N-Dicer nie zwigkszata si¢, a wrecz

przeciwnie malata wraz ze zwigkszeniem ilosci hDicer dodanej do reakcji (Ryc.4.8)?
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. Gdyby planowata Pani eksperyment ,,gain of function” ponownie, zaktadajgc brak ograniczen
czasowych i finansowych, czy ma Pani pomyst na wykorzystanie innej strategii do zbadania
gendéw kontrolowanych przez miR LLT[1-3]?

. Czy wiadomo co$ na temat ekspresji (poziomu ekspresji/zakresu ekspresji) PRV miRNA oraz
potencjalnie genéw docelowych (targetow) w réznych typach komérek, ktére moga byé
infekowane przez ten wirus (epitelialne, nablonkowe, nerwowe)?

. Jak wyjasni Pani obecnos¢ drugiego piku/ramienia (shoulder) wykresu na Ryc. 4.19, ktore pojawia
si¢ w analizie cytometrycznej ekspresji glikoproteiny gE na powierzchni komérek infekowanych
PRV po 7h? Czy z czasem (gdyby$my przeprowadzili t¢ analize jeszcze pézniej) wszystkie
komorki przesuna si¢ do tego drugiego piku?

. Ma Pani obecnie bardzo duza wiedzg praktyczng na temat pracy zmiRNA, a szczegdlnie z miRNA
kodowanymi przez wirusy. Czy moze Pani, w oparciu o swoje do$wiadczenie, wymienié
najwazniejsze czynniki (nie wigcej niz 5), o ktorych nalezy pamigtaé, przy planowaniu oraz

podczas pracy nad projektem dotyczacym miRNA/wirusowego miRNA?

Podsumowujgc mogg stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska Pani Mgr Weroniki Hoffmann zostata

napisana przejrzy$cie, a wyniki badan zostaly przedstawione w sposéb usystematyzowany.

Postawione cele badawcze zostaly w pelni osiagnigte. Wyniki uzyskane w ramach opisanych badan

zostaly przestawione na 54 stronach i sa udokumentowane fotografiami, rycinami, tabelami oraz

fachowo oméwione w oparciu o aktualne Zrédta literaturowe (308 pozycji). Rozprawa ta stanowi

wazny wkiad w badania nad miRNA kodowanymi przez herpeswirusy oraz ich funkcjami w biologii

tych patogenéw. Doktorantka wykazata si¢ zdolnoscig planowania i prowadzenia badan na wysokim

poziomie, doboru wilasciwej metodyki badawczej i wyciagania prawidtowych wnioskéw na

podstawie uzyskanych wynikow analiz.

Oceniajgc pozytywnie recenzowang prace stwierdzam, ze spetnia ona warunki okre$lone w

art.187 ust.1-4 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2018 poz.1668 z p6zn.zm.).

Wnoszg zatem do wysokiej Rady Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego o

dopuszczenie Pani mgr Weroniki Hoffmann do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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