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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Krzysztofa Lacka pt. “Characterization of Ankyrin-repeat
Proteins (ANK) Encoded by Orf virus (ORFV)” przygotowanej pod opieka prof.dr hab.
Krystyny Bienkowskiej-Szewczyk w Zakladzie Biologii Molekularnej Wiruséw
Migdzyuczelnianego wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego.

W swojej pracy doktorskiej Pan Krzysztof Lacek przedstawil wyniki badan nad
biatkami wirusa ospy owczej (ORFV), w strukturze ktorych zawarte sa powtorzenia
ankirynowe (ANK). Wirus ten jest jednym z przedstawicieli rodzaju Parapoxvirus, rodziny
Poxviridae, ktory skupia epiteliotropowe wirusy wywolujace naturalne zakazenia u zwierzat
oraz posiadajace wiasciwosci zoonotyczne. Zainteresowanie Doktoranta tym patogenem
1 wykorzystanie go jako modelowego organizmu, zwigzane bylo jednak z mozliwoscig uzycia
wirusa Orf jako wektora szczepionkowego. Silna odpowiedz immunologiczna uzyskana dla
doswiadczalnych szczepionek przeciw takim patogenom jak: borna disease virus (BDV),
bovine diarroea virus (BVD) czy rabbit hemorrhagic disease virus (RHD) $wiadczy o duzym
potencjale aplikacyjnym wektoréw, przygotowanych w oparciu o ORFV. Co wigcej, wirus
Orf wykazuje silne wiasciwosci modulujaceodpowiedz immunologiczna, gtownie te
wrodzong, co stwarza nowe mozliwosci wykorzystania takich wektorow wirusowych w
strategii szczepief. Jednak tak szerokie zastosowanie wirusa Orf, jako wektora, musi
uwzglednia¢ badania nad molekularng charakterystyka niektérych biatek, kodowanych przez
genom wirusa, co w perspektywie moze zapewni¢ wigksze bezpieczefistwo stosowania tego
typu szczepionek i wzmocni ich potencjal immunogenny.

Punktem zainteresowania mgr Lacka byla charakterystyka bialek ANK-1, ANK-2
1 ANK-3 kodowanych przez geny ORFV 126, 128 i 129 wirusa Orf. Biatka te zawierajg
szereg powtorzen ankirynowych, ktére sa jednym z najczesciej wystepujacych motywow



iprzez to biorg udziat w oddziatywaniach pomiedzy biatkami. Przez analogi¢ do innych
biatek zawierajacych powtérzenia ankirynowe, odgrywajacych kluczowa role w zakazeniach
wywoltywanych przez wirusy z rodziny Poxviridae, Doktorant przyjat zatozenie ze biatka
ANK-1.2.3 mogg wchodzi¢ w interakcje z biatkami komérek gospodarza w trakcie procesu
zakazenia.

Na tej podstawie mgr Lacek sformutowat dobrze zdefiniowany cel pracy, ktérym byta
wstepna charakterystyka biatek ANK-1, ANK-2 i ANK-3 wirusa Orf uwzgledniajaca analize
powtorzen ankirynowych, analiz¢ ekspresji tych biatek w komorkach zakazonych wirusem
Orf oraz ich komorkowa lokalizacje, a takze wplyw ekspresji tych bialek na zywotnosé
komoérek. Uwazam, ze podjecie tych badan w zaproponowanym zakresie jest uzasadnione
ijak najbardziej aktualne zwlaszcza, ze rola tych biatek jak i ich znaczenie w przebiegu
zakazenia wirusem Orf nie byly do tej pory badane. Oprocz niewatpliwych wartosci
poznawczych badania te moga mie¢ powiazania z pewnymi aplikacjami, zwigzanymi
z konstruowaniem wektoréw szczepionkowych na bazie wirusa Orf.

Rozprawa obejmuje 142 strony druku i jest ilustrowana licznymi  zdjeciami
mikroskopowymi, zdjgciami zeli oraz rycinami i tabelami. Praca napisana jest w jezyku
angielskim, zostala zredagowana bardzo starannie i czyta si¢ ja w sposob plynny i zrozumiaty.
Uktad pracy ma prawidtowsg strukture charakterystyczng dla tego rodzaju opracowan, chociaz
Autor nie uwzglednil rozdziatu ,,Wnioski”, tak typowego dla prac doktorskich.

We wstepie Autor omoéwil taksonomi¢ pokswiruséw, strukture wirionow, cykl
replikacyjny, ekspresie genow w  zakazonych komorkach oraz  wiasciwosci
immunomodulacyjne tych patogenéw. W drugiej czesci wstepu omowit podobne zagadnienia
odnoszace si¢ do wirusa ospy owczej. W kolejnej czesci omowione zostaly powtdrzenia
ankirynowe w aspekcie wystgpowania, struktury i ich biologicznych wlasciwosci, co stanowi
dobre umotywowanie zaplanowanych badan. Ostatnia cze$é wstepu poswigcona jest
molekularnym mechanizmom odpowiedzialnym za dystrybucje biatek do poszczegdlnych
przedzialéw komérkowych, glownie do mitochondriéw i jadra komérkowego. Generalnie, ta
czeS¢ pracy napisana z duza troska o czytajacego, urozmaicona licznymi schematami
i wskazuje na znajomos¢ aktualnego pismiennictwa i duza wiedzg¢ Doktoranta z tego zakresu.

Cel glowny, jak i cztery cele posrednie zostaly przedstawione jasno i odpowiadajg
merytorycznie tytutowi rozprawy doktorskiej.

Rozdzialy ,,Materials” oraz ,Methods” zostaly napisane starannie, a dobor oraz

celowos¢ zastosowanych metod nie budzi zastrzezen. Réznorodnosé zastosowanych metod



dobrze swiadczy o technicznym przygotowaniu Doktoranta do pracy laboratoryjnej. Obydwa
rozdziaty w sposob wystarczajacy przyblizyly tez czytajacemu czgs$¢ doswiadczalng pracy.

Rozdzial ,,Results” podzielony zostal na pie¢ czesci. Ta czgs¢ pracy doktorskiej jest
opisana szczegétowo i dokladnie zanalizowana, a wyniki uwidocznione na rycinach
i fotografiach sg bardzo starannie opracowane.

Pierwsza czgs¢ tego rozdziatu dotyczyta analizy in silico i potwierdzita wystepowanie
charakterystycznych domen i motywéw w strukturze biatek ANK-1,2,3. Stosujac  programy
do analizy danych bioinformatycznych Doktorant wykazal istnienie 10 i 9 powtdrzen
ankirynowych odpowiednio w biatku ANK-1 i 2 oraz ANK-3. Dodatkowo wyniki tej analizy
wykazaty, ze bialko ANK-1 zawiera motyw zwigzany z jego mitochondrialng lokalizacja,
podczas gdy biatko ANK-2 zawiera sekwencje umozliwiajaca jego wigzanie sie ze
strukturami jadra komorkowego. Podobne spostrzezenie dotyczylo biatka ANK-3. Generalnie,
wyniki te otworzyly Doktorantowi droge do dalszych badan nad subkomoérkowa lokalizacjg
tych bialek oraz rolg specyficznych domen biatkowych w kierowaniu tych bialek do
poszczegblnych przedziatoéw komorkowych.

W kolejnych badaniach Doktorant uzyskat ekspresje genow kodujacych biatka ANK-
1,23 w systemie bakteryjnym i bakulowirusowym oraz uzyl otrzymane rekombinowane
formy tych bialek do otrzymania swoistych antysurowic dla bialek ANK-1,2.3. Uzyskane
krolicze antysurowice okazaly si¢ swoiste dla poszczeg6lnych biatek ANK i wykazaty brak
reakcji krzyzowych pomigdzy nimi, co jest krytyczne dla zaplanowanych badan. Ich
zastosowanie do analizy kinetyki ekspresji bialek ANK w komérkach Vero, zakazonych
ORFV wykazujgc, ze biatko ANK-1 ulega ekspresji w poznej fazie zakazenia, a biatko ANK-
2 w fazie wezesnej. Takie wyniki zastaly nastepnie potwierdzone analiza transkryptow dla
genow ANK metodg Northern blotting.

Kolejna czg$¢ rozdziatu ,,Results” zwigzana jest z analiza wewngtrzkomorkowej
lokalizacji biatka ANK-1. W badaniach tych Doktorant wykorzystal komorki transferowane
plazmidem zawierajacym gen dla ANK-1 w fuzji z EGFP, co umozliwilo fluorescencyjne
znakowanie tego biatka. Badania z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej wykazaly
lokalizacje tego biatka w mitochondriach, co nastepnie zostato potwierdzone poprzez analize
frakcji cytoplazmatycznej i frakcji blonowej, zawierajacej mitochondria transferowanych
komoérek. W celu precyzyjnego okreslenia mechanizmu kierowania biatka ANK-1 do
mitochondriéw Doktorant przygotowal panel stopniowo skracanych konstruktow ANK-1
z fuzja EGFP i przeprowadzit analize lokalizacji tego bialka. Postgpowanie to wykazalo, ze

kluczowa rol¢ w kierowaniu biatka ANK-1 do mitochondriéw odgrywaja dwa powtorzenia



ankirynowe ARS8 i AR9. Jest to pewnoscig interesujace spostrzezenie wskazujace, ze
powtorzenia ankirynowe mogg stanowi¢ nowy typ sekwencji kierujacych biatka do
mitochondriéw. Postepujgc konsekwentnie, Doktorant skupil nastepnie SW0ja uwage na
subkomorkowej lokalizacji bialtek ANK-2 i 3. Badania komorek transfekowanych
plazmidem zawierajgcym gen dla ANK-2 i ANK-3 w fuzjg z EGFP wykazaly, ze obydwa te
bialka lokalizuja si¢ w jadrze komoérkowym, a w przypadku biatka ANK-2 region
zlokalizowany w C terminalnym koncu, pomiedzy aminokwasami 433 a 474, jest
odpowiedzialny za jego jaderkowa akumulacje. Wyniki dotyczace mitochondrialnej i
Jadrowej lokalizacji bialek ANK-1 i ANK-2 byly podstawa zaplanowania ostatniego
doswiadczenia, w ktorym analizowano wptyw ekspresji tych biatek na stopien przezywalnosci
komérek Vero, poddanych indukowanej apoptozie. Doktorant powiazatl znang role tych
organelli komoérkowych w procesie apoptozy z licznymi przykiadami potwierdzajgcymi
udziat biatek innych wiruséw w hamowaniu tego procesu i na tej podstawie zatozyl, ze biatka
ANK-1 1 ANK-2 moga by¢ odpowiedzialne za mechanizm zapobiegajacy programowanej
smierci komorek zakazonych wirusem Orf. Badania te jednak nie daty jednoznacznych
wynikow potwierdzajgcych antyapoptyczne dziatanie tych bialek. Generalnie, rozdziat
»Results” oceniam bardzo pozytywnie i cho¢ liczba informacji bedacych pochodng
wykonanych badan jest czasami trudna do interpretacji, mgr Lacek dobrze poradzil sobie z
obfitoscia wynikéw. Sprzyjato temu wyeksponowanie na koncu kazdego z podrozdziatow
krotkiej konkluzji podsumowujacej wyniki badan.

W rozdziale ,,Discussion” Autor poddat wyniki badan wlasnych interpretacji odnoszac
je do wynikéw innych autoréw, konsekwentnie trzymajac si¢ logicznego ciggu
przeprowadzonych doswiadczen. Sposob prowadzenia dyskusji potwierdza, ze Doktorant
doskonale zna pismiennictwo zwigzane z obszarem swoich badan i umiejetnie potrafi je
wykorzystac.

Z pozycji recenzenta pozwole sobie na kilka uwag dotyczacych ocenianej pracy.
Zauwazylem, ze Autor dos¢ czesto uzywa w tekscie okreslenia ,,polyclonal sera” zamiennie,
jak zrozumialem, do terminu ,.anti-ANK polyclonal sera™ oczywiscie ten ostatni jest
wlasciwy. Wyjasnienia wymaga, wedtug mnie, opis wynikow zamieszczonych na ryc. 12,
dotyczacych analizy autoradiograficznej lizatéw E.coli. Okreslenie na str. 78 ,.Additional
bands of lower molecular weight were also observed” nie wyjasnia przyczyn wystepowania
tych prazkéw. W rozdziale 7.17 Autor opisuje sposéb okreslenia miana ORFV, lecz czytajac
tekst nigdzie nie spotkatem informacji dotyczacej miana wirusa, ktory uzyty byt do zakazania

komorek. Pan mgr Krzysztof Lacek jest pierwszym autorem publikacji, ktéra ukazala sig w



Virus Genes (2014), 49,68-79, w ktorej opisane sa wyniki badaf zamieszczane w ocenianej
rozprawie. Uwazam, ze informacja o tej publikacji powinna by¢ uwidoczniona w pracy
doktorskie;j.

Podsumowujac, pragne podkresli¢, ze oceniana praca wnosi nowe, oryginalne dane do
wiedzy z zakresu patogenezy zakazen wirusem Orf. Doktorant dobrze zaplanowat
i przeprowadzit doswiadczenia przy uzyciu nowoczesnych technik badawczych i narzedzi
bioinformatycznych uzyskujac ~atrakcyjne wyniki, ktére wiasciwie zinterpretowat.
Potwierdza to jego kompetencje jako dojrzalego pracownika naukowego.

Biorgc pod uwage moja pozytywna opinie stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana
mgr Krzysztofa Lacka pod tytulem “Characterization of Ankyrin-repeat Proteins (ANK)
Encoded by Orf virus (ORFV)” odpowiada warunkom okre§lonym w art. 13 ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki i przedstawiam Radzie Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG-
GUMed wniosek o dopuszczenie Pana mgr Krzysztofa Lacka do dalszych etapow przewodu

doktorskiego. Jednoczesnie wnioskuj¢ o wyréznienie tej pracy odpowiednig nagroda.




