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Pracownia Neurobiologii Molekularnej i Komorkowe;j

Migdzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komorkowej

Ks. Trojdena 4, 02-109 Warszawa

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Natalii Derewonko, pt. ,,Rola bialek wirusowych oraz
ich oddzialywanie z czynnikami komérkowymi podczas bezposredniego transportu
miedzykomérkowego (cell-to-cell spread) alfaherpeswirusow™".

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Przedmiotem rozprawy pani mgr Natalii Derewonko byto zbadanie roli wybranych
biatek wirusa BHV-1 w bezposrednim transporcie migdzykomoérkowym wiruséw oraz
okreslenie biatek komorek gospodarza, z ktorymi oddziatuje biatko otoczki gE. W celu
realizacji postawionych zadan Doktorantka opracowala nowatorskg metode przyzyciowej
analizy mikroskopowej bezposredniego transportu wirionéw, co pozwolito na znaczne
poglebienie dotychczasowej wiedzy na temat dynamiki tego procesu. Alfaherpeswirusy
powoduja wiele powaznych chorob ludzi i zwierzat gospodarskich, generujac powazne koszty
ekonomiczne, zarowno dla systemu opieki zdrowotnej, jak i dla gospodarki, szczegodlnie
rolnictwa.  Alfaherpeswirusy = moga  wykorzystywa¢  dwie  alternatywne  drogi
rozprzestrzeniania si¢ pomiedzy komodrkami, w tym jedng, bezposredniego transportu
miedzykomoérkowego, omijajacg  wszelkie bariery zewnatrzkomorkowe,  zarowno
fizykochemiczne, jak i ze strony uktadu immunologicznego. Stanowi to powazne wyzwanie
dla efektywnej terapii antywirusowej. Poniewaz, droga bezposredniego transportu
migdzykomoérkowego zostata odkryta relatywnie niedawno, wiedza na jej temat jest
ograniczona. Jej poszerzenie wymaga opracowani nowych narzedzi i zrozumienia interakcji
bialek kluczowych dla tego rodzaju transportu z biatkami gospodarza. To stanowito
motywacj¢ Doktorantki do podjgcia opisanych w niniejszej rozprawie badan. W efekcie
zostala opracowana nowa metoda badawcza dajaca lepszy wglad w poszczegolne etapy
rozprzestrzeniania si¢ wirusa i role bialek gE oraz US3 w tym procesie. Ponadto, mgr
Derewonko zidentyfikowata biatko PPla jako potencjalnego partnera biatka gE w trakcie
infekcji. Poniewaz, dotychczas, podobne dane nie byly publikowane, przedstawiong mi do
oceny prace nalezy uzna¢ za nowatorskg i o potencjalnie istotnym znaczeniu dla rozwoju
wiedzy.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczgca 188 strony maszynopisu ma uktad typowy. Rozpoczynaja ja spis
tresci, wykaz skrotow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, oraz do$¢ obszerny
liczacy 48 strony Wstep, zawierajacy 4 glowne podrozdzialy, ktore wprowadzajg czytelnika w
tematyke prowadzonych badan. Po Wstepie, Doktorantka opisata Zatozenia i Cel swojej
pracy doktorskiej. Po nich nastepuje wyczerpujacy, ponad 30 stronicowy, opis materialow i
metod, podzielony na 52 gtéwne podrozdziaty. Wyniki, liczace 43 strony podzielone zostaty
na 2 gldwne podrozdziaty, ktore bardziej szczegblowo omawiam ponizej W ocenie
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merytorycznej rozprawy oraz krotkie podsumowanie wynikow. Po Wynikach nastepuje 22
stronicowa Dyskusja. Po Dyskusji zamieszczono kolejno Whnioski i imponujaca Bibliografig
liczaca 505 pozycji. Rozprawa konczy Si¢ spisem dodatkowych materiatow dotaczonych do
rozprawy na nosniku USB. W rozprawie zamieszczono 45 rycin, 10 tabel i 8 filmow.

Ocena merytoryczna

Wstep ocenianej rozprawy jest obszerny. Omowione w nim zostaly wszystkie zagadnienia
konieczne dla zrozumienia tematyki i celow rozprawy. Pierwsza cz¢s¢ Wstepu jest
poswigcona systematyce Alfaherpeswirusow, ich budowie, organizacji genomu i przebiegowi
infekcji. Druga skupia si¢ na bardziej szczegblowym opisie réznych strategii
wykorzystywanych  przez t¢ grupe wirusow do  bezposredniego  transportu
migdzykomodrkowego. Trzecia czgs¢ Wstepu jest juz po§wigcona informacjom szczegdtowym
na temat BHV-1, od chor6b przez niego wywolywanych po wykorzystanie go w badaniach
jako wirusa modelowego. Ostatni, czwarty podrozdzial Wstgpu poswigcono dostepnym
technikom badania transportu migdzykomorkowego oraz interakcji biatek wirusa
zaangazowanych w ten proces. Lektura Wstepu byla dla mnie fascynujaca. Jest to bardzo
sprawnie napisany przeglad literatury pokazujacy doglebng wiedze¢ Doktorantki w temacie jej
badan. Jest to tez rozdziat bogato zilustrowany, co réwniez podnosi jego warto$¢, zarowno
naukowa, jak i estetyczng. Moja drobna uwaga dotyczaca Wstepu jest taka, ze oprocz
podkreslania co wiadomo, warto bylo bardziej uwypukli¢ te aspekty, gdzie nasza wiedza jest
bardzo nikta, co podkreslatoby aktualno$¢ stawianych sobie przez mgr Derewonko celow

rozprawy.

Cele rozprawy. Jako glowny cel pracy mgr Natalia Derewonko postawita sobie ,,okreslenie
roli kompleksu glikoprotein gE/gl oraz kinazy US3 wirusa BHV w bezposrednim transporcie
komorkowym [...] oraz zbadanie ich oddziatywania z czynnikami komorkowymi w trakcie
tego procesu”. Prace badawczg Doktorantka podzielita na dwa etapy. W pierwszym
analizowala rozprzestrzenianie si¢ rekombinantéw wirusowych, w tym zmutowanych i
pozbawionych badanych bialek. W drugim badata oddzialywania gE/gl z biatkami
komoérkowymi gospodarza. W mojej ocenie zarowno cel gtowny, jak i cele szczegdtowe
zostaly okres$lone trafnie, i w sposob umozliwiajacy uzyskanie konkluzywnych wynikoéw
badan. Moje jedyna uwaga jest taka, iz cel gldowny sugerowal rowniez badanie interakcji
kinazy US3, co nie byto przeprowadzone, a zatem mogiby zosta¢ sformutowany weziej, aby
w petni odzwierciedla¢ badania wykonane w ramach pracy doktorskiej.

Materialy i Metody. \W mojej ocenie, materialy i metody wykorzystane w ocenianej
rozprawie zostaly opisane w sposob bardzo wyczerpujacy i wystarczajacy do powtorzenia
wykonanych procedur przez osoby dysponujace odpowiednim do$wiadczeniem, |
umiejetnosciami. Z drobnych uwag krytycznych zwrdcitbym uwage, na nastepujace aspekty:

1/ w przypadku wymienionych przeciwciat pierwszorzedowych warto bylo poda¢ numery
katalogowe (str. 64),
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2/ w przypadku plazmidoéw z Addgene (str. 65) warto byto poda¢ numery im przypisane w
repozytorium oraz o ile to jest wskazane na stronie Addgene, odno$nik do oryginalnej
publikacji, w ktorej byly one wytworzone,

3/ wydaje mi sig, ze wzorce wielko$ci DNA nie sg wzorcami masowymi (str. 67),

4/ Opis metod statystycznych jest w mojej ocenie dos¢ skgpy. Brak np. informacji, ile
wykonywano powtorzen biologicznych. | dlaczego wybrano test Manna-Whitneya. Np. czy
sprawdzano normalnos$¢ rozktadu danych 1 jakiego testu w tym celu uzywano.

Wyniki. W pierwszej czgsci wynikow (Rozdziat 8.1) Doktorantka przeprowadzita analize
rozprzestrzeniania si¢ rekombinantow BHV-1 na drodze CTC w rdznych typach hodowli
komodrkowych, w celu okreslenia wplywu wybranych biatek wirusa na ten proces. Analiza ta
sktadata si¢ z kilku etapow, majacych na celu mi.in. (i) optymalizacj¢ warunkow
pozwalajacych na ograniczenie transmisji wirusa na drodze innej niz CTC w linii komoérek
MDBK i pierwotnych fibroblastow bydlecych (przy uzyciu roztworu metylocelulozy i
surowicy anty-BHV-1, (ii) okreslenie wstepne roli biatek gE i US3 na przebieg infekcji przy
uzyciu metod tradycyjnych (iii) opracowanie nowatorskiej metody przyzyciowej analizy
rozprzestrzeniania si¢ rekombinantow BHV-1 1 w koncu (iv) ponowne opisanie wpltywu
badanych biatek na dynamik¢ CTC przy uzyciu tej metody. W efekcie przeprowadzonych
badan Doktorantka wykazata, iz

(i) preferowana droga transmisji BHV-1 moze zaleze¢ od typu komérek (MDBK — CFE i
CTC; zas$ fibroblasty pierwotne CTC),

(ii) brak wplywu kinazy US3 na przebieg infekcji droga CTC w przypadku badan
tradycyjnymi metodami,

(iii) wptyw US3 na predkos¢ infekcji w pierwszych godzinach tego procesu w przypadku
badan tradycyjnymi metodami.

Dalsze, bardziej szczegétowe analizy obrazow, uzyskanych w efekcie analizy
przyzyciowej rozprzestrzeniania si¢ rekombinantéw BHV-1, poshuzyty do okreslenia
wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatka gE w trakcie formowania tysinek wirusowych. W
efekcie, Doktorantka wykazata, iz w przypadku BHV-1 pozbawionych US3 wystepowato
Znaczne opoOznienie przemieszczenia si¢ biatka gE z aparatu Golgiego do btony komoérkowe;,
co moze tlumaczy¢ obserwowane wczesniej spowolnienie transmisji wirusa na drodze CTC.
Podsumowujac, dzigki opracowanej nowatorskiej metodzie pani mgr Derewonko zyskata
wglad we wczesne etapy infekcji na drodze CTC i scharakteryzowata udziat kluczowej kinazy
wirusowej — US3 w tym procesie. Sg to bardzo istotne poznawczo wyniki i doceniam ich
wagg. Niemniej mam kilka uwag do analizy opisanych wynikow.

Pierwsza grupa uwag tyczy si¢ analizy statystycznej. Podobnie jak w Materiatach i
Metodach w podpisach do rycin oraz w tekscie Wynikow nie podano, ile razy dane
doswiadczenie bylo wykonane. To nie pozwala na ocen¢ czy wykorzystywane testy
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statystyczne byty prawidlowo dobrane. Np. czy mozna bylo stwierdzi¢, ze rozktad danych
odbiega od normalnego, co stanowitoby podstawe¢ do uzycia testu Manna-Whitneya. Ponadto,
nigdzie nie podano, co na wykresach reprezentuja stupki btedow (SD czy SEM). Na Ryc. 23
grupa kontrolna zawsze wynosi 100%, mam zatem watpliwo$¢, czy w ogole test Manna-
Whitneya dawal wiarygodne wyniki. Ze sposobu prezentacji danych wydaje si¢, ze one-
sample t-test bylby bardziej adekwatny. W przypadku wynikow przedstawionych na Ryc. 27
Doktorantka doszta do wniosku, iz w 9 godzinie zaobserwowano roznice w tempie
rozprzestrzeniania si¢ badanych rekombinantéw. Jednak nie przeprowadzono zadnych analiz
statystycznych potwierdzajacych, iz ta roznica jest istotna. Na Ryc. 30 dokonano licznych
porownan migdzygrupowych, wykorzystujac do tego test Manna-Whitenya stuzacy do
poréwnania ze soba dwoch grup (najczesciej eksperymentu i kontroli). Jest to potencjalnie
dopuszczalne pod warunkiem wykonania korekty testu bioracej pod uwagg liczbe wszystkich
dokonywanych poréwnan w eksperymencie. Nie mam jednak pewno$ci czy byla ona
wykonana. Najprawdopodobniej jednak najoptymalniejszym testem, przy zalozeniu
nienormalnego rozktadu danych, byltby nieparametryczny odpowiednik testu ANOVA np. test
Kruskala-Wallisa z odpowiednim testem post-hoc.

Druga grupa komentarzy odnosi si¢ do badania lokalizacji komodrkowej biatka gE.
Doktorantka stwierdza, ze biatko miato lub nie miato lokalizacj¢ w aparacie Golgiego lub w
btonie komodrkowej. Ale nie przeprowadzono rdwnoczesnego obrazowania przyzyciowego z
aparatem Golgiego wyznakowanym fluorescencyjnie. Podobnie jest w przypadku blony
komorkowej, cho¢ w tym wypadku Doktorantka przeprowadzita dodatkowe barwienia
utrwalonych komorek. A zatem powstaje pytanie, na jakiej podstawie Doktorantka okreslita
lokalizacj¢ wirusa w aparacie Golgiego? Szczego6lnie w przypadku mutantow moze to miec
kluczowe znaczenie, gdyby droga ich sortowania byta zaburzana nie tylko w czasie, ale tez i
w odniesieniu do przedzialow komorkowych. Podrozdziaty 8.1.2 1 8.1.3 sg poswigcone
konstrukcji nowych podwdjnie wyznakowanych fluorescencyjnie rekombinantow BHV-1 i
analizie ich rozprzestrzeniania si¢ poprzez nanorurki. Pomimo mojego podziwu dla
sprawnos$ci technicznej Doktorantki, uwazam, ze te dwa rozdziaty odbiegaja od logicznej
konstrukcji catej pracy i w sumie niewiele wnosza do rozprawy. Co wigcej, Rozdziat 8.1.2 w
moim odczuciu jest opisem metod 1 racze] powinien znalez¢ si¢ w czgScl rozprawy
poswieconej wlasnie wykorzystywanym metodom.

Rozdziat 8.2 skupia si¢ na analizie oddziatywania kompleksu gE/gl z biatkami gospodarza. W
tym celu wykorzystano technike immunoprecypitacji potaczong z ilosciowa spektrometrig
masowg (metoda SILAC). W efekcie mgr Derewonko wyodregbnita szereg biatek komorek
gospodarza zaangazowanych w regulacje réznorakich proceséw komorkowych np. transportu
czy dynamiki cytoszkieletu. Jednak najwigksze wzbogacenie sposréd biatek ko-
immunoprecypitujacych z badanym kompleksem bialek wirusowych zaobserwowano w
przypadku fosfatazy bialkowej PPla. Dlatego w dalszej pracy Doktorantka skupila si¢ na
bardziej doglebnej analizie tej interakcji. W rezultacie doszla do wniosku, ze pomimo, iz
biatka te wspotwystepuja to nie oddziatuja ze sobg bezposrednio. Natomiast nie zamieszczono
wynikow wskazujacych, iz PPlo ma znaczenie dla rozprzestrzeniania si¢ wirusa na drodze
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CTC, co byloby eleganckim dopetieniem tej czesci pracy. W Dyskusji, mgr Derewonko
odniosta si¢ do tej kwestii, opisujac proby przeprowadzenia tego typu eksperymentu. W moim
odczuciu warto bylo zamie$ci¢ wyniki tych prob w wynikach, nawet jesli byty one dla autorki
rozczarowujace. Z uwag krytycznych do tej czesci chciatem zwroci¢ uwage na bardzo zig
jakos¢ blotu na Ryc 37A. Ten obraz jest tak przeeksponowany, ze w zasadzie niemozliwe jest
zaobserwowanie jakichkolwiek réznic nawet gdyby wystepowaty. Oprocz tego zabrakto mi w
przypadku wynikoéw eksperymentéw typu IP informacji o frakcji poczatkowej (tzw. input).
Pokazywanie jej jest przyjetym 1 pozytecznym zwyczajem, gdyz pozwala oceni¢ zardwno
efektywnos$¢ samej immunoprecypitacji, jak i upewnic sie, ze wlasciwy prazek zostal uznany
za analizowane biatko. Z uwag mniej technicznych chciatem si¢ dowiedzie¢, czy rozktad
komorkowy biatka PPla-mCherry, byl spodziewany i identyczny z rozkladem biatka
endogennego? Jest to o tyle istotne, ze brak kolokalizacji gE-GFP z nadprodukowanym
biatkiem PPla-mCherry (Ryc. 45) Doktorantka uznata za kolejny dowod braku
bezposredniego oddziatywania tych dwéch biatek.

Podsumowujgc, w ocenianej pracy doktorskiej, przeprowadzono bardzo wiele
doswiadczen, dostarczajacych wartosciowych informacji na temat rozprzestrzeniania sie¢
miedzykomorkowego wirusa BHV-1 i roli wybranych biatek wirusa w tym procesie.
Zidentyfikowano rowniez potencjalne biatka gospodarza zaangazowane w ten proces. W
moim odczuciu, jest to wazny wkiad w rozw6j wiedzy na temat biologii Alfaherpeswirusow.

Dyskusja. Dyskusja przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej pani mgr Derewonko
odnosi uzyskane wyniki do istniejacego stanu wiedzy i jest bardzo sprawnie napisana,
ponownie dowodzac, iz Doktorantka posiada szerokg wiedze w zakresie tematyki pracy. Dla
mnie jako czytelnika, mankamentem bylo jednak niewyodrgbnienie podrozdziatow
poswieconych konkretnym omawianym zagadnieniom. Przez to odnalezienie w Dyskusji
fragmentow dotyczacych konkretnej cze$ci Wynikow stanowito pewne wyzwanie.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest przygotowana bardzo starannie. Od strony
graficznej zdjecia mikroskopowe sa dobrej jakosci, cho¢ wydaje mi si¢, ze w czesci
przypadkéw, pomimo dotaczenia filmoéw, byloby wskazane ujgcie na rycinach wigkszej
liczby zdje¢ poklatkowych badanych procesow, tak jak to zwykle czyni si¢ w publikacjach
naukowych. Natomiast samo dotaczenie zdje¢ bardzo doceniam, gdyz naprawde pomagaja
one lepiej oceni¢ dynamike badanych przez Doktorantke proceséw. Na pozytywna ocene
zastuguje rowniez umieszczenie w czgsci Wynikow poswigconej analizie interakcji
biatkowych biatka gE, rycin pogladowych i schematow, co pozwala lepiej zrozumie¢ logike
eksperymentow oraz dynamike badanych interakcji biatlkowych. W pracy pojawiaja si¢
pojedyncze bledy jezykowe lub niezbyt fortunne naukowo sformutowania, ale zwykle, o ile
nie jest to problem dominujacy nie wymieniam ich w recenzjach. W tym kontek$cie muszg
jednak zwroci¢ uwage na nagminne uzywanie przez Doktorantke stowa ilos¢ zamiast stowa
liczba w przypadku obiektow policzalnych. Jest to razacy blad jezykowy i radzitbym go
unika¢ w przysztych tekstach nie tylko naukowych.

MIEDZYNARODOWY INSTYTUT BIOLOGII MOLEKULARNEJ I KOMORKOWEJ W WARSZAWIE
ul.Ks.Trojdena 4, 02-109 Warszawa tel.: (48 22) 597 07 00, fax: (48 22) 597 07 15

secretariat@iimch.gov.pl www.iimcb.gov.pl



Whniosek koncowy

Podsumowujac, pomimo Kilku powyzszych uwag polemicznych, stwierdzam, ze
przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr Natalii Derewonko spetnia
wymagania okreslone odpowiednimi przepisami. Cze$¢ wynikow zostata opublikowana w
czasopi$mie o zasiggu mi¢dzynarodowym i przyczynita si¢ do poszerzenia naszej wiedzy na
temat transportu migdzykomorkowego alfaherpeswirusow. Natomiast opracowana przez
Doktorantk¢ nowa metoda analizy tego procesu na pewno przyczyni si¢ do dalszych odkry¢ w
tej dziedzinie. W zwiazku z tym, wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Gdanskiego 0 dopuszczenie pani mgr Natalii Derewonko do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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