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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Malgorzaty Graul pt. "Modulacja odpowiedzi immunologicznej
podczas infekcji herpeswirusem-molekularne aspekty dzialania kompleksu bialek
UL49.5/gM wirusa BHV-1

Praca doktorska mgr Malgorzaty Graul stanowi wazny element tematyki badawczej
zwigzanej z herpeswirusami, prowadzonej od wielu lat w Zakladzie Biologii Molekularne;j
Wirusow, Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii, Uniwersytetu Gdanskiego
1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Podstawowym celem pracy bylo zbadanie
mechanizmu funkcjonowania kompleksu biatek UL49.5 i glikoproteiny M (gM), kodowanych
przez bydlecy herpeswirus 1 (BHV-1), w kontekscie modulowania odpowiedzi
immunologiczne]j, w przebiegu zakazenia tym patogenem.

Podjecie powyzszych badan jest jak najbardziej uzasadnione, biorac pod uwage fakt,
ze herpeswirusy w toku ewolucji wyksztalcity rézne mechanizmy unikania i hamowania
odpowiedzi immunologicznej, co jest krytyczne dla oddziatywan wirus-gospodarz. Dlatego
z duza aprobata nalezy odnies¢ si¢ do badan obejmujacych z jednej strony identyfikacje
molekularnych mechanizmow unikania odpowiedzi immunologicznej, a z drugiej strony
umozliwiajacych poznanie mechanizméw zaangazowanych w zwalczanie zakazenia, w tym
rol¢ mechanizméw odpowiedzi wrodzone;.

W przypadku zakazen BHV-1 jednym z tych mechanizmow jest zaangazowanie
wirusowego biatka UL49.5 BHV-1 w hamowanie prezentacji antygendéw wirusowych w
kontekscie czastek MHC klasy I, poprzez oddzialywanie z transporterem zwigzanym z
przetwarzaniem antygendw (TAP). Dlatego zaktocenie funkcjonowania biatka TAP, ktorego
zadaniem jest ftransport peptydow antygenowych =z cytoplazmy do retikulum
endoplazmatycznego w celu zwigzania z czastkami MHC 1 i ich prezentacji limfocytom T
cytotoksycznym, prowadzi do zahamowania odpowiedzi immunologicznej. Dodatkowo,
aktywnos¢ biatka UL49.5 nalezy rozpatrywa¢ w kontekscie tworzenia kompleksu
z glikoproteing M (gM) BHV-1,w poznej fazie zakazenia. Pomimo licznych badan w tym
obszarze nadal nie sa jednak znane szczegély molekularnego mechanizmu dzialania
kompleksu biatek UL49.5 i gM.

Druga przestanka podj¢cia badan jest niewatpliwie fakt, ze herpeswirusy bedac
szeroko rozpowszechniona grupa wirusdéw, posiadaja okreslony patogenny potencjat
w odniesieniu do ludzi i zwierzat. BHV-1, wykorzystany w prezentowanych badaniach, jako



modelowy patogen, uwazany jest za jeden z glownych czynnikéw wirusowych
odpowiedzialnych za stany zapalne gérnych drég oddechowych i uktadu rozrodezego bydta.
W skali swiatowej przyjmuje sie, ze okoto 20- 30% populacji bydia jest zakazone BHV-1;
w Polsce odsetek ten waha si¢ od 15 do 40% . Jakkolwiek kliniczne przypadki zakazen BHV-
I stwierdzane sg rzadko, to stata obecnos¢ wirusa w populacji bydta, a takze wolnozyjacych
przezuwaczy, jest przyczyng znacznych strat finansowych. Nie bez znaczenia jest rowniez
fakt, ze BHV-1 stanowi dobry model w badaniach innych, spokrewnionych z nim
herpeswirusow, gltownie ze wzgledu na bezpieczefistwo pracy oraz stosunkowa latwosé
w hodowli.

Prezentowane badania, oprécz niewatpliwych wartosci poznawczych, mogg mieé
w przysztosci zwigzek z okreslonymi zastosowaniami praktycznymi zwiazanymi z nowymi
mozliwosciami opracowania bardziej skutecznych szczepionek, generujacych odpornosé
przeciwzakazng nie tylko ograniczajacg siewstwo wirusa i zabezpieczajacych przed
rozwinigciem objawow klinicznych, ale takze eliminujgcych ryzyko latencji wirusowe;.

We Wstepie Doktorantka ciekawie przedstawila zagadnienia odnoszace sie¢ do
podziatlu filogenetycznego herpeswirusow oraz scharakteryzowala, na przykladzie BHV-1,
budowe tego patogenu, organizacj¢ genomu, cykl replikacyjny i patogeneze zakazen.
W sposob syntetyczny przedstawila réwniez aktualny stan wiedzy na temat szczepionek
1 szczepien przeciw temu wirusowi. Nastepnie dosé szeroko oméwita budowe i funkcje
retikulum endoplazmatycznego, skupiajac uwage na aspektach zwigzanych z dojrzewaniem
idegradacjg bialek zwigzanych z tg struktura, umiejetnie przy tym selekcjonujac
1 przytaczajge te dane majgce bezposredni zwigzek z tematem dysertacji. Wartosciowe sa
podrozdzialy dotyczace prezentacji antygenow limfocytom T poprzez czasteczki MHC klasy I
oraz sposoby unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza przez herpeswirusy, co
stanowi dobre umotywowanie zaplanowanych badan. W ostatnich czesciach wstepu
przedstawita stan wiedzy na temat budowy i funkcji biatek UL49.5 i gM. Generalnie, ta czg$é
pracy napisana z duzg troska o czytajacego, wskazuje na znajomos¢ aktualnego
pismiennictwa i duza wiedzg Doktorantki z tego zakresu.

Mam zaledwie kilka uwag dotyczacych poczatkowych czesci rozprawy;

Str.10, 1.4 od goéry - o ile wydaje sie, ze¢ mozna uzywaé zamienne okreslenia
zakazenie i infekcja, to uzyte przez Doktorantke sformulowanie ,,..gatunki infekujace ssaki”
nie jest wlasciwym okresleniem. Powinno by¢ ,...gatunki zakazajace ssaki”

Str.13, 1.20 od géry - w miejsce okreslenia ,,zmniejszenie wagi bydta” proponuje
okreslenie ,,zmniejszenie przyrostow masy ciata™ , co zgodne jest z przyjetym nazewnictwem
weterynaryjnym

Str.17, 1.8 od dotu — Belgia i Czechy nie maja statusu kraju wolnego od zakazen BHV-
1, a jedynie posiadaja zatwierdzony program zwalczania

Str.18, 1.2 od géry — chodzi o wielokrotne pasaze wirusa w celu uzyskania szczepu
atenuowanego, a nie pasaze hodowli

Str.18, 1.13 od dolu - system DIVA, zastosowany w szczepionkach, pozwala na
odréznienie zwierzat szczepionych od zakazonych terenowym szczepem BHV-1, a nie
zwierzat chorych



Str.18, 1.5 od dotu - oprocz wymienionych dwdch szczepionek przeciw BHV-I,
dopuszczonych do stosowania w Polsce, nalezy uwzglednié¢ jeszcze trzy preparaty: Ibraxion
(MERIAL), Biobos (Bioveta) i Hiprabovis (HIPRA).

Kolejny rozdziat to prezentacja gtownych celéw pracy - ujety jest on w formie dwoéch
zagadnien: (I) poszukiwanie motywéw w N-koncowej domenie biatka UL49.5,
odpowiedzialnych za blokowanie funkcjonowania transportera zwigzanego z przetwarzaniem
antygenow (TAP) i kierowaniem go do degradacji oraz (II) identyfikacja domen w biatkach
UL49.5 1 gM odpowiedzialnych za ich wiazanie, dojrzewanie i eksport ze struktur retikulum
endoplazmatycznego, w komorkach zakazonych BHV-1, przedstawionych logicznie
i w sposéb syntetyczny. Nie mam tutaj zadnych uwag.

Nie mam zadnych uwag do rozdziatu ,Materiat i metody”. Rozdzial ten zostat
napisany dokladnie, a dobor oraz celowo$é¢ zastosowanych metod nie budzi zastrzezen.
Roéznorodnosé zastosowanych metod obejmujacych: hodowle komérek in vitro, namnazanie
i mianowanie  wirusa, mutagenez¢ miejscowo-specyficzng, cytometrie przeptywowa
i sortowanie komorek, produkcj¢ wektorow retrowirusowych i system wprowadzania genow
do komorek ssaczych, badanie transportu znakowanych peptydow przez transporter TAP czy
wyciszanie ekspresji genow za pomoca siRNA, dobrze swiadczy o technicznym
przygotowaniu mgr Malgorzaty Graul do pracy laboratoryjnej. Podkresli¢ trzeba, ze
wigkszos¢ z tych metod musiata by¢ zoptymalizowana na potrzeby opisywanych badan.
Rozdzial ten wystarczajaco przyblizyt czytajacemu cze$é metodyczng pracy. Drobna uwaga,
dotyczy uzycia okreslenia ,.eksprymujacych gen” str. 64 1.9 od dotu, dla ktérego mozna
znalez¢ odpowiedniki w jezyku polskim.

Rozdziat ,,Wyniki” zostal podzielony na trzy zadania badawcze w ktérych opisano
wyniki licznych do$wiadczen, ktére Doktorantka wykonata aby osiagna¢ zalozone cele pracy.
W pierwszym zadaniu badawczym, stosujgc metode mutagenezy miejscowo-specyficznej,
skonstruowata liczne warianty genu UL49.5, ktore po wprowadzeniu do komérek linii
ludzkiego czerniaka (MJS) pozwolily na otrzymanie linii komoérek MJS, stabilnie
produkujacych  warianty biatka UL49.5. Na podkreslenie zasluguje zastosowanie
retrowirusowego systemu transferu genow, warunkujacego ich konstytutywna ekspresje, co
bylo krytyczne dla dalszych obserwacji. Mutacje dotyczyly wybranych sekwencji
aminokwasowych lub motywéw w N-koncowej domenie biatka UL49.5, odpowiedzialnych
za blokowanie transportera TAP i indukcje jego degradacji, a ich wybor poprzedzony byt
uprzednimi badaniami in silico. Doktorantka analizujac obecnos$¢ czastek MHC klasy 1
i stabilnos¢ podjednostek TAP1 i TAP2 w komorkach MJS, stabilnie produkujacych warianty
biatka UL49.5 wykazata, ze N-koncowe reszty proliny (motyw PPQ) sa niezbedne do
blokowania funkcji transportera TAP. Waznym osiagnieciem tych badan byto takze
wykazanie, ze reszty aminokwasow obdarzonych tadunkiem, zlokalizowane w N-koncowej
domenie biatka UL49.5 sa niezbgdne dla degradacji transportera TAP, co sugeruje istotng role
mostkéw solnych w utrzymaniu struktury przestrzennej tego biatka.

Prezentowane do$wiadczenia przeprowadzono glownie z wykorzystaniem komérek
linii ludzkiego czerniaka, dobér ktérych Doktorantka argumentuje wysokim stopniem
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permisywnosci dla BHV-1, aktywnoscig tego wirusa wzgledem ludzkiego homologa
transportera TAP oraz lepsza dostgpnoscia odczynnikow do analizy aktywnosci TAP
w komorkach pochodzenia ludzkiego. Niewatpliwe sa to okolicznosei przemawiajgce za
uzyciem komorek MIJS, jednak moze to rodzi¢ pytanie o uzycie do badan komorek linii
nienowotworowych, pochodzenia bydlgcego. Jest to wazne, biorac pod uwage analize
mechanizméw odpornosci wrodzonej, wzglednie prowadzenie badan dotyczgcych mozliwych
aplikacji klinicznych. Bylbym wdzigczny za ustosunkowanie si¢ Doktorantki do tej kwestii.
Proszg réwniez o wyjasnienie réznic w profilu produkcji wariantow biatka UL49.5 w
uzyskanych liniach stabilnych komérek MJS i MDBK, co zaprezentowano na ryc. 17 i 18, na
stronie 74. Czy brak danych odnoszacych si¢ do wariantow R31A, E32A i RE/AA oznacza,
ze nie byly one produkowane przez komorki linii MDBK, czy tez w badaniach tych uzyto
tylko dwa warianty R30A i RRE/AAA?

W drugim zadaniu Doktorantka skupila uwage na innej wilasciwosci biatka UL49.5
jaka jest tworzenie kompleksu z biatkiem gM BHV-1. Skoncentrowata sie przede wszystkim
na analizie wzajemnych oddzialywan pomiedzy biatkami UL49.5 i gM, w czym pomocne
okazaly si¢ skonstruowane mutanty BHV-1, charakteryzujace si¢ brakiem ekspresji genow
kodujacych biatko gM i UL49.5. Wykorzystata je do zakazenia komoérek MDBK wykazujac,
ze obecnos¢ obydwu biatek jest wzajemnie niezbedna dla ich dojrzewania i odpowiedniej
lokalizacji w zakazonej komorce. W opisie wynikéw tych badan nie znalaztem informacji na
bazie jakich szczepéw BHV-1 przygotowano powyzsze konstrukty. Prositbym o wyjasnienie,
poniewaz z zestawienia przedawnionego na stronie 48 wynika, ze do dyspozycji byty szczepy
Lam 1 Jura. Kolejnym aspektem badan byta identyfikacja domen i motywdéw strukturalnych
odpowiedzialnych za powstawanie i dojrzewanie kompleksu bialek UL49.5/gM. W badaniach
tych pomocne okazaly si¢ skonstruowane mutanty BHV-1, produkujgce biatko gM
pozbawione domeny cytoplazmatycznej oraz mutanty BHV-1 produkujace chimeryczne
warianty biatka UL49.5. W mojej ocenie najbardziej atrakcyjne wydajg sie wyniki
potwierdzajace, ze domena cytoplazmatyczna gM jest zbedna podczas wigzania bialka
UL49.5 1 eksportu kompleksu z retikulum endoplazmatycznego, natomiast region
transblonowy UL49.5 odgrywa kluczowa role regulatorowg podczas dojrzewania kompleksu
UL49.5/gM. Niewatpliwie waznym osiggnieciem Doktorantki jest tez wykazanie, ze motyw
aminokwasowy determinujacy zamek glicynowy piatego regionu transblonowego biatka gM
jest niezbedny dla prawidlowego wigzania bialka UL49.5 oraz dojrzewania kompleksu
UL49.5/gM.

W trzecim zadaniu Doktorantka skupita si¢ na okresleniu roli komérkowego biatka
PiB w mechanizmie funkcjonowania UL49.5, wykazujac jego marginalne znaczenie.

W podsumowaniu, rozdzial ,,Wyniki” oceniam bardzo pozytywnie. Na uwage
zastuguje réznorodnos¢ i jednoczes$nie tematyczna spojnos$é tych badan, odnoszgca sie do
wielu réznych interakcji lezacych u podstaw funkcjonowania i dojrzewania kompleksu
UL49.5/gM. Jakkolwiek mnogos¢ informacji bedacych pochodng wykonanych badan jest
trudna do interpretacji, to mgr Malgorzata Graul dobrze sobie poradzita z obfitoscig wynikow.

Rozprawg konczy rozdzial Dyskusja, ktory potwierdza duza dojrzatosé¢ Doktorantki
jako kompetentnego pracownika naukowego, poruszajacego si¢ swobodnie w obszarze
wiedzy o skomplikowanych relacjach zachodzgcych w ukladzie zakazona komorka-
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herpeswirus. W poréwnaniu do innych tego typu opracowan rozprawa nie zawiera
koncowych wnioskow ale uwazam, ze ich brak zrekompensowany jest wyeksponowaniem
w rozdziale Dyskusja krotkich konkluzji podsumowujacych wyniki.

Oceniana praca wnosi nowe, istotne dane do wiedzy z zakresu molekularnych
mechanizméw modulacji odpowiedzi immunologicznej w przebiegu zakazenia BHV-1,
aotrzymane wyniki s3 bardzo wazne dla dalszego rozwoju tego obszaru wiedzy.
Wyszczegolnione przeze mnie drobne uwagi nie zmieniajg faktu, ze rozprawe mgr
Matgorzaty Graul oceniam bardzo wysoko.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Malgorzaty Graul pod tytulem
“"Modulacja odpowiedzi immunologiczne] podczas infekcji herpeswirusem-molekularne
aspekty dzialania kompleksu bialek UL49.5/gM wirusa BHV-1" odpowiada warunkom
okreslonym w art. 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
1tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku ((Dz. U. z 2003 r., Nr 65, poz.595)
z pOzniejszymi  zmianami 1 przedstawiam Radzie Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii, Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek
o dopuszczenie mgr Malgorzaty Graul do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie wnosz¢ o wyrdznienie dysertacji nagroda.
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