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Rozprawy doktorskiej mgr. lgi Dalidowskiej
p.t.: ,Rola biatek szoku cieplnego Hsp90 w replikacji ludzkiego

adenowirusa 5”

przygotowanej pod kierunkiem Promotora dr hab. Pawta
Bieganowskiego, prof. IMDIK
w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. Mirostawa Mossakowskiego PAN

Adenowirusy (AdV) sg szeroko rozpowszechnionymi w przyrodzie
patogenami, wywotujgcymi gtdéwnie zakazenia goérnych drég oddechowych, przewodu
pokarmowego oraz zapalenia spojowek i rogéwki. Adenowirusy cztowieka (HAdV)
podzielono na szes$¢ gatunkéw oznaczonych literami od A do F, w obrebie ktérych
znajduje sie 51 serotypow znacznie réznigcych sie pod wzgledem patogennosci. Ze
wzgledu na zréznicowany tropizm tkankowy moga one wywotywaé rozmaite objawy
chorobowe. Adenowirusy nalezace do gatunku A sg odpowiedzialne gtdéwnie za
biegunki u dzieci. Gatunek B wywotuje gtéwnie stany zapalne drog oddechowych
wsrod dzieci oraz mtodych dorostych skupionych w duzych zbiorowiskach. Z kolei
gatunek C jest sprawcg endemicznie wystepujgcych przewlektych zapalen gardta u
pacjentéw pediatrycznych — wyrdznia sie pod tym wzgledem adenowirus typu 5
(HAdV5). Wsrod 28 serotypdw z gatunku D typ HAdV8 odpowiedzialny jest za ostre
stany zapalne spojéwki, powodujgc epidemiczne zakazenia wsréd ludzi zyjgcych w
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gesto zaludnionych rejonach o suchym klimacie. Natomiast wirusy z gatunku E,
wywotujgce gtownie zakazenia drog oddechowych, w Europie oraz USA wystepuja
bardzo rzadko. W roku 1980 stwierdzono, ze adenowirus wywotujacy biegunke wsrod
niemowlat nalezy do odrebnego gatunku okreslanego odtad literg F, do ktérego
zaliczono tylko dwa adenowirusy: HAdV40 i HAdV41.

Biatka szoku cieplnego (ang. heat shock protein) stanowig grupe biatek
zwigzanych z przezyciem komérki, odpowiedzig na stres jak réwniez z ewolucjg
morfologiczng. Hsp90 jest obecne w cytoplazmie wszystkich komorek
eukariotycznych, gdzie stanowi 1-2% biatek cytozolu i bierze udziat w fatdowaniu i
degradaciji innych biatek. Podczas zakazen wirusowych rozmaite wirusy wykorzystujg
opiekuncze biatka komérkowe, w tym Hsp90, do zapobiegania agregacji i
nieprawidtowemu fatdowaniu biatek. Dzieje sie tak na rozmaitych etapach zakazenia,
poczgwszy od internalizacji, az po uwolnienie wirionéw potomnych z komorki
gospodarza. Inhibicja Hsp90 stanowi wiec doskonaty potencjalny cel lekéw
przeciwwirusowych, ze wzgledu na jego kluczowg role w cyklu replikacyjnym wielu
patogenéw subkomérkowych.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr. Igi Dalidowskiej liczy 77
stron, w uktadzie typowym dla prac tego typu, z podziatem na: streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski
oraz bibliografie liczacg 139 pozycji. Procz tego na poczatku pracy zamieszczono
spis tresci oraz wykaz stosowanych skrétow.

W rozdziale ,Wstep” Autorka przedstawita w pierwszej kolejnosci zwieztg
charakterystyke rodziny Adenoviridae; budowe jej przedstawicieli oraz schemat cyklu
replikacyjnego. Kolejne podrozdzialy poswiecone sg Hsp90, jego roli w komorce,
udziatowi w cyklu ATPazowym, potencjalnym inhibitorom oraz wptywowi Hsp90 na
replikacje poszczegdblnych rodzin wiruséw.

Cztery cele pracy zostaty sformutowane w jasny i klarowny sposéb; ponadto
opatrzono je krotkim komentarzem, ktéry znaczaco utatwia zrozumienie przestanek
podjecia tej wiasnie tematyki badan.

Rozdziat ,Materiaty” zawiera drobiazgowy opis materiatdw wykorzystywanych

do eksperymentow oraz szczepu adenowirusa, ktdre zostaty uzyte do badan in vitro.
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Autorka opisata réwniez zastosowane do ich namnazania linie komoérkowe i
odczynniki. Podobnie doktadnie w dalszej czesci rozdziatu, jakg stanowig ,Metody”
scharakteryzowano techniki wykorzystane w toku badan, ktére — co warto podkresli¢
— zostaty dobrane w sposo6b absolutnie prawidtowy, umozliwiajgc w petni osiggniecie
zatozonych celéw pracy.

W rozdziale ,Wyniki” mgr. Iga Dalidowska przedstawita w pierwszej kolejnosci
wptyw inhibitora Hsp90, jakim jest 17-AAG, na przejsciowg inhibicje replikacji HAdV-5
oraz na proces jego adsorpcji i wigzania do komoérek w warunkach in vitro. Ukazata
rowniez wptyw 17-AAG na zmiany lokalizacji wewnatrzkomorkowej wirusowego
biatka E1A w liniach komoérkowych A549 i HEK293 za pomocg mikroskopii
fluorescencyjnej. Oméwione takze zostaty interakcje 17-AAG a wirusowym mRNA i
eksprymowanymi biatkami wczesnymi HAdV-5.

Rozdziat ,Dyskusja” zostat przeprowadzony przez mgr. Ige Dalidowskg w
sposbéb zastugujgcy na moje uznanie. Na dziewieciu stronach Autorka oméwita
uzyskane wyniki w kontekscie dostepnych danych literaturowych, zawierajgc
odniesienia do interesujgcych obserwacji, dotyczacych potencjalnej roli Hsp90 i jego
inhibitora, jakim jest 17-AAG, na poszczegolne fazy cyklu replikacyjnego
Adenoviridae, ze szczeg6lnym uwzglednieniem HAdV-5. Moim zdaniem rozdziat
.Dyskusja” objgt wszystkie mozliwe aspekty zagadnienia, ktérych dotyczyé powinna
przedstawiona rozprawa. Wykazano, ze zahamowanie cyklu replikacji HAdV-5
powodowane jest destabilizacjg nowo powstajgcego wczesnego biatka E1A, ktére
jako pierwsze ulega transkrypcji podczas zakazenia i od aktywnosci kiérego zalezy
ekspresja gendéw wczesnych i péznych HAdV-5. Catos¢ pracy Doktorantka opatrzyta
natomiast piecioma w petni uprawnionymi, logicznie uszeregowanymi wnioskami.

Pragne nadmieni¢, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr. Igi
Dalidowskiej stanowita dla mnie, jako dla recenzenta, powazne wyzwanie. Bowiem
ile nie miatem wiekszych uwag do strony merytorycznej - a raczej bytem pod
wrazeniem wykonanych badan i szerokiej wiedzy Autorki - to miatem sporo uwag
stylistycznych i jezykowych. Zbyt czesto w pracy postugiwano sie zargonem
laboratoryjnym  (primery, monowarstwa komoérek), niedopuszczalnym w

piSmiennictwie naukowym oraz nagminnie stosowano kalki jezykowe z jezyka
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angielskiego (np. biatko fiber, cykl zyciowy wirusa). Do innych zastrzezen zalicza sie
fakt, ze ani w tresci pracy doktorskiej, ani w zatgczonej publikacji wspétautorstwa
Doktorantki nie znalazt sie opis warunkow reakcji PCR i real-time PCR, ktore byty
wykorzystywane w badaniach. To istotne przeoczenie, ktére innym badaczom moze
W znaczgcy sposéb utrudni¢ powtdrzenie badan. Podobnie uwazam, ze w rozdziale
"Dyskusja" jest zbyt wiele elementdw bedacych powtdrzeniem czesci "Wyniki", gdzie
Doktorantka powinna przede wszystkim skupi¢ sie na poréwnaniu uzyskanych
rezultatéw z osiggnieciami innych naukowcéw.

Uwagi te jednak w znikomym stopniu wptywajg na merytoryczng wartosé
przedstawionej rozprawy doktorskiej, ani nie obnizajg mojej pozytywnej oceny jej
strony naukowej. Podkreslam, iz praca ta w mojej opinii zostata przygotowana z duzg
starannoscig, a uzyskane w niej wyniki sg dobrze udokumentowane.

Stwierdzam wiec, iz w mojej opinii rozprawa doktorska mgr. Igi Dalidowskiej
stanowi oryginalne rozwigzanie postawionego problemu naukowego, a co za tym
idzie, spetnia wymogi Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki z dnia 14.03.2003 r. (Dz.U. 2003 nr 65, poz. 595) z pdzniejszymi
zmianami. Wnosze zatem do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalne;j i
Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN o dopuszczenie mgr. Igi Dalidowskiej
do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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