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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Igi Dalidowskiej
zatytulowanej
. Rola bialek szoku cieplnego Hsp90 w replikacji ludzkiego adenowirusa 5"

Recenzowana rozprawa zostala przygotowana w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk pod kierunkiem Promotora dr. hab. Pawla
Bieganowskiego prof. IMDIK. Badania zostaly przeprowadzone we wspotpracy z zespolem prof. Macieja
Przybylskiego z Zaktadu Mikrobiologii Klinicznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Tematyka projektu doktorskiego Pani mgr Igi Dalidowskiej, dotyczaca badania wplywu inhibitora
biatek szoku cieplnego Hsp90 na namnazanie ludzkiego adenowirusa typu 5 (HAdV-5), jest istotna zaréwno z
naukowego punktu widzenia jak i mozliwosci wykorzystania uzyskanych wynikéw w opracowaniu lekéw i
terapii antywirusowych, w tym majacych zastosowanie w przypadku leczenia infekcji wywotanych przez
adenowirusy. Powszechnie wystepujace zakazenia adenowirusami maja zazwyczaj tagodny przebieg i nie sa
grozne dla osob z prawidtowo funkcjonujgcym ukladem odporno$ciowym. Podczas gdy w przypadku matych
dzieci oraz os6b z zaburzeniami ukladu odpornosciowego stanowia powazne zagrozenie utraty zdrowia, a w
pewnych przypadkach nawet $Smierci. W grupie ryzyka ciezkiego przebiegu infekcji znajduja si¢ pacjenci z
chorobami immunologicznymi i nowotworowymi oraz poddawani immunosupresji w zwigzku z coraz
czesciej stosowanymi w medycynie transplantacjami narzadow, szpiku kostnego czy komérek macierzystych.
W zwigzku z niskga skuteczno$cig leczenia dostgpnymi lekami antywirusowymi cigzkich zakazen
adenowirusami u 0so6b z obnizong odpornoscia, istnieje potrzeba opracowania nowych lekéw. Majac to na
uwadze nalezy wysoko ocenié¢ trafno$¢ i aktualno$é wybranej tematyki badawczej. Réwniez w kontekscie
koniecznos¢ intensyfikacji badan ludzkich patogenow i opracowywania skutecznych metod walki z nimi,
ktora uswiadomita wywolana przez koronawirusa pandemia Covid-19.

Obiecujacym celem terapii antywirusowych sa niezbedne do namnazania si¢ wirusa czynniki komoérki
gospodarza. Taka strategia stwarza mozliwos$¢ uniknig¢cia pojawienia si¢ opornosci patogenu na stosowany
lek, ktora jest istotng przyczyng niepowodzen terapii antywirusowych. Dane literaturowe wskazuja, ze do
wydajnej replikacji wiruséw nalezacych do réznych rodzin wymagana jest aktywnos¢ komorkowych biatek
szoku cieplnego Hsp90. Na tej podstawie w recenzowanej rozprawie przyjeto hipoteze, zgodnie z ktorg
zahamowanie aktywnosci biatka opiekuficzego bedzie miato wplyw na przebieg infekcji adenowirusem i
zalozono, ze efekt zahamowania replikacji wirusa bedzie zwiazany z zakl6éceniem produkcji lub funkcji
okreslonych bialek wirusowych. Celem badan opisanych w rozprawie byto okreslenie roli Hsp90 w przebiegu
cyklu zyciowego ludzkiego adenowirusa typu 5. Badania zostaly przeprowadzone w modelu komorek
ludzkich infekowanych w  obecnosci  specyficznego inhibitora Hsp90 —  17-allylamino-17-
demetoksygeldanamycyny (17-AAG). Badania zmierzaly do ustalenia, ktdry z etapéw replikacji wirusa jest
zalezny od aktywnosci biatka opiekunczego. Realizowano to poprzez analiz¢ wptywu zahamowania
aktywnosci Hsp90 na przylaczanie HAAV-5 do powierzchni komoérek, z uwzglednieniem dostgpnosci
receptorow wykorzystywanych podczas internalizacji wirusa. Badano wplyw inhibitora na transkrypcje
genéw faz wczesnej i pdznej, replikacje wirusowego DNA oraz syntezg bialek wirusowych. Kolejnym
zadaniem bylo sprawdzenie oddziatywania biatka opiekunczego z jego potencjalnymi klientami - biatkami
wirusowymi. Badania zostaly logicznie zaplanowane i zrealizowane z wykorzystaniem réznorodnych metod z
zakresu hodowli komoérkowych, wirusologicznych, mikroskopii fluorescencyjnej, biochemicznych oraz
biologii molekularnej, wérdéd nich ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym. Swiadezy to o duzych
umiejetnosciach praktycznych Doktorantki.

Doktorantka z sukcesem zrealizowala zamierzone cele. Wykazala, ze ludzki adenowirus typu 5
wymaga do wydajnego procesu replikacji w hodowlach komérkowych aktywnosci opiekunczej biatka Hsp90.
Zastosowanie inhibitora 17-AAG w dawkach nietoksycznych dla komoérek powodowalo spowolnienie
namnazania si¢ wirusa, a nie catkowite zahamowanie jego replikacji. W szczegdlnosci badania wykazaly, ze
przejsciowe zahamowanie replikacji wirusa przez inhibitor Hsp90 nie jest wynikiem zaburzenia procesu
adsorpcji ani internalizacji wirusa. Natomiast antywirusowa aktywno$¢ inhibitora Hsp90 jest spowodowana
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obnizeniem poziomu biatka E1A, ktore ulega transkrypcji jako pierwsze podczas infekcji HAdV-5 i aktywuje
transkrypcje wezesnych oraz péznych genow wirusa. Udowodniono, ze aktywnos$¢ Hsp90 jest niezbedna dla
procesu syntezy de novo biatka E1A, natomiast nie jest wymagana dla zachowania stabilnosci dojrzatego
biatka obecnego w komoérce przed dodaniem inhibitora. Potwierdzeniem, ze biatko EIA jest
klientem/partnerem molekularnym Hsp90 bylo wykazanie bezposredniego oddzialywania Hsp90a z biatkiem
E1A (izoformg 289R) podczas tworzenia kompleks6w w komorkach ludzkich. W mojej opinii interesujgcym
wynikiem jest réwniez wykazanie znaczacego obnizenia ilosci infekcyjnych wirionéw - kapsydow
zawierajagcych DNA, w komdrkach traktowanych inhibitorem, w stosunku do hodowli kontrolnych.
Obserwacja ta moze wskazywaC na udzial bialka opiekunczego réwniez w péznych etapach cyklu
replikacyjnego adenowirusa.

Zaprezentowane w rozprawie wyniki stanowia oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Sg
cennym wkladem w poznanie biologii adenowiruséw. Mimo, ze proces replikacji ludzkich adenowirusow jest
bardzo dobrze poznany, brak byto doniesien literaturowych na temat udziatu w nim bialek HSP 90. Rezultaty
projektu doktorskiego mgr Igi Dalidowskiej moga stanowi¢ w przyszlosci podstawe do opracowania nowej
terapii efektywnej w leczeniu cigzkich zakazen adenowirusem, opartej na wykorzystaniu zwigzkow
hamujacych aktywnos$¢ biatek Hsp90.

Znaczaca cze$¢ wynikOw badan stanowiacych podstawg rozprawy zostala opublikowana w
czasopis$mie z listy JCR - International Jowrnal of Molecular Sciences w 2021. Doktorantka jest pierwszg
autorka pracy, co wraz z odnosnymi adnotacjami w publikacji $wiadczy o Jej wiodgcej roli w powstaniu
publikacji.

Lektura ocenianej rozprawy nasuwa kilka pytan i uwag. Prositabym Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do
nich podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej.

e Podczas badania wpltywu zahamowania aktywnosci Hsp90 na produkcje biatka wezesnego E1A
(str. 54) inhibitor zastosowano w stezeniu 4 pM, ktore jest stezeniem toksycznym, jak wskazuja
prezentowane na rycinie 5 wyniki badania przezywalnosci komoérek A549 traktowanych 17-AAG.
Prositabym Doktorantke o wyjasnienie czym bylo podyktowane uzycie inhibitora w tak wysokim
stezeniu. Czy efekt nie byl widoczny gdy stosowano inhibitor w nizszych stezeniach?

e Doktorantka analizujgc w Dyskusji, obserwowany przy zahamowaniu aktywnosci Hsp90,
znaczacy spadek ilosci infekcyjnych czastek wirusa, rozwaza udzial bialka opiekuficzego w
procesie wprowadzania DNA do kapsydu i wskazuje na potrzebe dalszych badan tego
zagadnienia. Jesli sa one planowane, to poprositabym Doktorantke o krétkie przedstawienie
podczas obrony w jaki sposéb zostalyby przeprowadzone.

o Interesujace byloby uzupetnienie niniejszych badan o eksperymenty in vivo. Chcialabym poznac¢
opini¢ Doktorantki czy Jej zdaniem wyniki uzyskane w modelu komérkowych do tego
uprawniaja. Jesli tak, to ktéry z modeli zwierzecych stosowanych w badaniach nad ludzkim
adenowirusem méglby byé wykorzystany?

e Zastosowany w badaniach inhibitor powoduje zahamowanie aktywnosci obu izoform Hsp90
obecnych w cytoplazmie komorek ludzkich. Powstawanie komplekséw E1A z mutantem Hsp90a
wskazuje, ze izoforma a bialka opiekunczego jest niezbedna dla replikacji adenowirusa. Co
wiadomo na temat udzialu w tym procesie izoformy p? Wyjasnienie tej kwestii umozliwiloby
uzycie specyficznych inhibitorow hamujacych poszczegélne izoformy Hsp90. Poprosze
Doktorantke o odniesienie si¢ do tej kwestii.

e Wyniki analizy badania wplywu 17-AAG na przejsciowa ekspresj¢ sklonowanych biatek HAdV-
5, przedstawione na rycinie 12 (str. 49), Doktorantka podsumowala w Dyskusji stwierdzeniem:
»- .- niezmieniony poziom poszczegolnych biatek HAdV-5 wskazuje, prawdopodobnie Ze nie nalezg
one do puli klientow Hsp90~ (str. 64). Chcialam poprosi¢ Doktorantke o komentarz do
interpretacji uzyskanego wyniku, z uwzglednieniem faktu, ze jednym z badanych bialek bylo
E1A. Eksperyment nie obejmowal analizy gtéwnych biatek strukturalnych kapsydu, co wynikato
z problemu z ich produkcjg. Czy rozwazano mozliwos¢ analizy produkcji/stabilnosci biatek
kapsydu w kontekscie infekcji wirusowej przy uzyciu specyficznych przeciwcial rozpoznajacych
poszczegolne biatka?

e Moja uwage zwrdicila rozbiezno$¢ pomigdzy opisami na rycinie 19 zawartej w rozprawie (str. 56)
i zamieszczonej w pracy opublikowanej przez Doktorantke¢ w Int J Mol Sci w 2021 roku (Figure
8), podczas gdy obie prezentujg ten sam wynik bezposredniego oddzialywania Hsp90a. z biatkiem
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E1A 289R. Podpis na rycinie 19 wskazuje na uzycie w eksperymencie inhibitora, czego Autorka
nie komentuje w opisie uzyskanego wyniku. Réwniez w tekscie publikacji (Dalidowska i wsp.,
2021) nie ma wzmianki o uzyciu 17-AAG. Dodatkowo w opisie procedury przeprowadzenia
powyzszego eksperymentu w rozdziale rozprawy Material i metody znajduje si¢ informacja o
wykorzystaniu do transfekcji plazmidéw kodujacych izoformy E1A (str. 41). Czy oznacza to, ze
badano réwniez powstawanie komplekséw Hsp90a z E1A 243R. Jedli tak, to jaki wynik
uzyskano?

Rozprawa doktorska mgr Igi Dalidowskiej przedstawiona zostala w formie monografii naukowej. W
mojej opinii tytul rozprawy dobrze odzwierciedla zawarta w niej tres¢. Napisane w jezyku polskim
opracowanie liczy 77 stron, ma poprawny uklad i strukture, na ktéra skladaja sie: Spis tresci, Streszczenie w
jezyku polskim i angielskim (4bstract), Wstep, Hipoteza i cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja,
Whnioski oraz Literatura. Autorka uwzglednita takze Listg skrotow. Obok czesci, ktorych zamieszczenie
wynika z wymogow formalnych, rozprawa zawiera rozdziat Innowacyjnosé pracy. Autorka uzasadnita w nim
w syntetycznej formie wybor tematyki badan i wskazala na jej innowacyjny aspekt.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim sa merytoryczne tozsame, zostaly dobrze opracowane.
Przedstawiajg w skréconej formie zawarto$¢ rozprawy, gtéwne dane i wnioski.

Wstep stanowi krotkie, ale kompetentne wprowadzenie w tematyke rozprawy. Zawiera logiczne
uzasadnienie podjecia tematyki badan i jej aktualnosci. Autorka w przystepnej formie przedstawila
zagadnienia stanowigce tlo dla zaprezentowanych wynikow. Tekst rozdziatu jest udokumentowany
odpowiednio dobranymi danymi literaturowymi co wskazuje na dobre przygotowanie merytoryczne
Doktorantki w zakresie problematyki badan. Wprowadzenie teoretyczne zostato zilustrowane tabelg i trzema
dobrze dobranymi ilustracjami, ktére utatwiaja zrozumienie tekstu, ale zadna z rycin nie zostata przywolana w
tekscie. Ponadto sugerowatabym stosowanie nazwy ,,wiokno” w miejsce uzywanego przez Autorke ,.fiber”.

W rozdziale Hipoteza i cel pracy Autorka przedstawita w klarowny sposob hipotez¢ badawcza oraz
precyzyjnie sformutowany gtowny cel oraz cele szczegdtowe pracy.

Rozdziat Materialy i metody zawiera szczegolowy opis wykorzystywanych przez Doktorantke metod,
ktore zostaly odpowiednio dobrane do realizacji zamierzonych celéw pracy. Rozdzial zostal starannie
zredagowany. Moja uwaga dotyczy tego, ze zawiera opis metody barwienia immunofluorescencyjnego
adenowirusowego biatka $mierci ADP (str. 40, podrozdziat 3.5.4.), podczas gdy Autorka nie przedstawila w
rozprawie wynikéw eksperymentu przeprowadzonego zgodnie z ta procedura.

Liczagcy 13 stron maszynopisu rozdzial Wyniki zawiera logicznie skonstruowany opis danych
doswiadczalnych zaprezentowanych w postaci 16 czytelnych rycin. Mam kilka uwag do opracowania
rozdziahu:

Niektore z rycin zostaly zamieszczone w opublikowanej przez Doktorantk¢ pracy Dalidowska i wsp., 2021.
Podpisy pod tymi rycinami powinny wigc zawiera¢ odnosnik do publikacji.

Na rycinach prezentujacych wyniki analizy western blot Autorka nie zamiescila obrazu migracji wzorca mas
czasteczkowych, ktory umozliwitby czytelnikowi oceng wielkosci badanych bialek.

Na rycinie 6 (str.44) blednie podano wartos$¢ najwyzszego uzytego miana wirusa. Z opisu na rycinie (Figure
1) zamieszczonej w publikacji Dalidowska i wsp., 2021 wynika, ze TCID50/ml wynosito 10 000, a nie jak
podano ,,1000”.

W opisie wynikow analizy wptywu 17-AAG na produkcje sklonowanych bialek HAdV-5 (str. 50) zabrakio
wyjasnienia pochodzenia skrétu nazwy biatka UXP, a w rozprawie nie ma wzmianki na temat tego biatka.

W zawartej na 9 stronach Dyskusji Autorka przedstawita krytyczng oceng¢ rezultatéw projektu
doktorskiego w $wietle aktualnego stanu wiedzy prezentowanego w literaturze. Rozdziat jest opracowany w
sposdb logiczny i rzeczowy. Pewien niedosyt budzi brak szerszego omodwienia uzyskanych wynikéw z
perspektywy ich praktycznego wykorzystania, ktére jest merytorycznie uzasadnione. Dodatkowo ta kwestia
zostala w interesujacy sposob przedyskutowana w pracy Dalidowska i wsp. 2021. Rozdziat konczy sig¢
Podsumowaniem, w ktorym Autorka w syntetycznej formie przedstawila najwazniejsze wyniki przedstawione
w rozprawie. W tekscie pojawil sie blad: Autorka odwotuje si¢ do ryciny 16 i 17, podczas gdy omawiane
wyniki zostaly przedstawione na rycinach 17 i 18 (str. 66).

Whnioski z przeprowadzonych badan zostaly sformulowane w postaci zwigztych stwierdzen, ktore
znajduja poparcie w zaprezentowanych w rozprawie wynikach projektu doktorskiego.

Rozdziat Literatura zawiera zestawienie 139 pozycji cytowanych w rozprawie. Dobor prac Swiadczy
o dobrej znajomosci literatury przedmiotu.
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Rozprawa jest napisana poprawnym jezykiem. Jednak z obowiazku recenzenta muszg zwrdci¢ uwage
na pewne niezreczne sformutowania, ktére wynikaja zapewne z pospiechu podczas redagowania pracy.
Ponadto w tekscie wystepuja bledy literowe i edycyjne, ktérych nie wymieniam
Str. 41 ,, Do immunoprecypitacji wykorzystano komorki HEK293 trasnfekowane plazmidami kodujgcymi
izoformy E14 w polgczeniu z mutantem Hsp90o E464.”

Str. 55 ,,...poziom E1A utrzymuje sie na statym poziomie.”

Str. 63 ,,Ze wskazanych danych literaturowych wynika takze, ze izolowana domena CR3 ma zdolnos¢ réwniez
zdolnosé¢ aktywacji transkrypcji z promotora MLP.”

Str. 67 ,Efekt inhibicji replikacji, spowodowany dodatkiem 17-AAG, widoczny jest w_momencie kiedy
inhibitor dodany jest w momencie zakazania hodowli.”

Pragne podkresli¢, ze zawarte w recenzji komentarze, uwagi krytyczne i sugestie nie wplywaja na
moja pozytywna oceng rozprawy.

Podsumowujgc, wysoko oceniam warto$§¢ naukowa rozprawy i fakt, ze osiggnigcia ocenianego
projektu doktorskiego mogg w przysztosci stanowi¢ podstawe projektowania lekow i terapii antywirusowych.

Ponadto znaczaca cze$é wynikoéw badan stanowigcych przedmiot rozprawy zostata opublikowane w pracy
eksperymentalnej, ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem.

Z pelym przekonaniem stwierdzam, ze przedlozona do oceny rozprawa doktorska mgr Igi
Dalidowskiej zatytulowana ,, Rola bialek szoku cieplnego Hsp90 w replikacji ludzkiego adenowirusa 57
spelnia zwyczajowe oraz ustawowe wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021r., poz. 478). W zwigzku z tym
wnosze do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego
Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr Igi Dalidowskiej do dalszych etapéw postgpowania o
nadanie stopnia doktora.

Warszawa, dnia 31 sierpnia 2022
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