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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani Igi Dalidowskiej

pt.: ,,Rola bialek szoku cieplnego Hsp90 w replikacji ludzkiego adenowirusa 5”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska zostala wykonana pod kierownictwem
naukowym Pana dr hab. Pawla Bieganowskiego, prof. IMDiK w Instytucie Medycyny

Doswiadczalnej 1 Klinicznej Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Wachlarz lekéw przeciwwirusowych nie jest bogaty. Dziatanie obecnych preparatow skupiaja
si¢ na hamowaniu aktywnosci tych biatek wirusowych, ktore sa niezbedne do replikacji
patogenu. Czesto punktem uchwytu dzialania leku sg biatka wirusowe, ktore nie podlegajg tak
czegstym zmianom. Jednak historia pokazuje, Ze mimo to wirusy nabywaja oporno$¢ na
stosowane preparaty, np. wirus grypy wobec oseltamiviru, za$ ostatnio wykryto takze trzy
mutacje wirusa SARS-CoV-2, ktore nadajg mu opornos¢ wobec Paxlovidu. Dlatego nowym
kierunkiem badan jest zwrocenie uwagi na te bialtka komorki gospodarza, ktore sg niezbgdne
dla replikacji wirusow. Zahamowanie ich aktywnos$ci byloby interesujaca alternatywa dla
lekéw skierowanych bezposrednio przeciwko wirusowi. Temu zagadnieniu jest poswigcona

praca Pani mgr Igi Dalidowskiej.



Ocena poprawnosci struktury rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Igi Dalidowskiej, ma typowy uktad dla pracy eksperymentalnej
i mieSci si¢ na 77 stronach zawierajacych: Wstep, Hipoteze i Cel pracy, opis Metodyki badan,
Wyniki, Dyskusje, Wnioski oraz PiSmiennictwo. Na poczatku rozprawy zostato umieszczone
objasnienie skroty uzytych w pracy oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Zachowano odpowiednie proporcje miedzy poszczegdlnymi rozdziatami pracy.

Mozna byto dotaczy¢ do pracy publikacje, w ktorej umieszczono czgs¢ wynikow rozprawy

doktorskiej.
Ocena merytoryczna rozprawy

Wstep zawiera niezbedne informacje stuzace wprowadzeniu czytelnika w problematyke
pracy. Doktorantka opisuje rodzing Adenoviridae, budowe¢ wirionu AdVS5, bardzo
szczegotowo cykl replikacyjny wirusa wraz z rola komoérkowego biatka Hsp90 w tym
procesie. Interesujgce jest, iz wiele wirusow wykorzystuje to biatko gospodarza nie tylko do
poprawnego faldowania biatek wtasnych. Pani mgr Iga Dalidowska przedstawia te wirusy w
obszernej tabeli ze zwrdoceniem uwagi na specyficzng rolg Hsp90 w poszczegdlnych etapach
replikacji wirusow réznych rodzin. Juz z tego wylania si¢ obraz potencjalnych korzysci z
zablokowania aktywnosci tego biatka gospodarza. Wstep zostat zaopatrzony w trzy ryciny,
jednak Rycina 11 3 nie ma podanego Zrddla — czy byta to wlasna praca Autorki? I w oparciu o

jakie pismiennictwo.

Przedstawiona Hipoteza i Cel pracy zawiera logiczne uzasadnienie podjetych badan oraz

jasno wyznaczone zadania do wykonania.

Rozdzial Materialy i Metody zostat opracowany w sposob, w ktory, w wigkszosci
przypadkow, umozliwia  powtorzenie kazdego  doswiadczenia. Na  poczatku
scharakteryzowano sposob pozyskiwania HAdVS5 w hodowli komorek linii HEK293. Dalej
postuzono si¢ metodami biologii molekularnej w celu otrzymania materialu genetycznego
wirusa. Potilosciowy oraz ilosciowy PCR wykorzystano do okre§lenia zmian iloSciowych
mRNA oraz bialek E1A, DBP i heksonu. Szczegétowo opisano proces transfekcji komorek
liniit HEK293 i A549 plazmidami kodujacymi biatka HAdV5 lub Hsp90a oraz ich detekcje.
Pani mgr lga Dalidowska pokazuje tym samym bardzo dobre przygotowanie warsztatu

metodologicznego.



Zapoznajac si¢ z przedstawionym rozdziatem nasun¢to mi si¢ kilka pytan i komentarzy:

1. Niewystarczajaco  doktadnie = podano  zrédla  pochodzenia  materialow
wykorzystywanych w pracy, np. obu linii komérkowych (z numerami katalogowymi),
inhibitora 17-AAG. Czy do hodowli komoérek uzyto cieplarki czy termostatu z
przeptywem CO; i jakiego typu oraz producenta?

2. Dlaczego do badan wybrano lini¢ komérek HEK293 transfekowanych AdVS5, ktore
juz wytwarzajg biatko E1A? Takie uzasadnienie znalaztam dopiero w Dyskusji.

3. Jakie st¢zenie DAPI zostato wykorzystane w barwieniu immunofluorescencyjnym?

4. Na jakiej podstawie wybrano do badan stezenie inhibitora 17-AAG i dlaczego dwa
r6zne? Co prawda taka informacja znajduje si¢ w rozdziale Wyniki, ale tutaj nalezato
o tym wspomniec.

5. W podrozdziale Analiza statystyczna. brakuje podania programu stuzacego do
obliczenia warto$ci $rednich wraz z odchyleniem SD oraz jego Zrddla. Podobna uwaga

dotyczy oprogramowania Image Studio Lite — skad go pozyskano?

Ogolnie mogg stwierdzi¢, ze Doktorantka niezbyt starannie przygotowata ten rozdziat w
kontek$cie zrodel pochodzenia materiatow 1 oprogramowania sluzacego do opracowania

wynikow.

Wyniki przedstawione zostaly w logicznym porzadku. Najpierw Doktorantka omawia ogolny
wplyw inhibitora 17-AAG na replikacje AdVS5 z uwzglednieniem rdéznych etapow
namnazania wirusa przy zahamowaniu aktywnosci biatka Hsp90. Wykazano, ze Hsp90 nie
wywiera wplywu na adsorpcje wirusa (brak zmian w ekspresji receptoréw komorkowych
CAR i integrynowych), ale juz na uwalnianie kompletnych wirionéw z komorki, co wskazuje
na role¢ Hsp90 w hamowaniu innych etapow replikacji wirusa, co bylo przedmiotem dalszych
badan Pani mgr Igi Dalidowskiej. Na poczatek Autorka ustalita, ze dodatek inhibitora
hamowat synteze strukturalnych biatek wirusa na wczesnych etapach udowadniajac, ze ma to
miejsce do 9 godziny po zakazeniu, za co odpowiada zmniejszenie transkrypcji genow dla
bialek E1A, DBP i heksonu. Warta podkreslenia jest ta czes¢ badan, ktéra udowadnia role
Hsp90 w przebiegu infekcji poprzez interakcje z biatlkiem E1A  (badanie

koimmunoprecypitacji).

Do tej czg$ci pracy mam nastepujace uwagi:



1. Badanie cytotoksycznos$ci inhibitora 17-AAG powinno by¢ opisane jako pierwsze. To
ono postuzyto do wybrania jego nietoksycznych stezen do dalszych analiz, w tym jako
pierwszemu przedstawionemu badaniu immunofluorescencyjnemu — chyba, ze
Autorka tu wybrata stezenie 17-AAG 0,25uM na innej podstawie (jakiej?).

2. Na Rycinie 6A st¢zenie inhibitora 17-AAG powinno by¢ podane w uM a nie w nM,
tak jak to jest pdzniej opisane. Generalnie nalezato ujednolici¢ jednostki stezenia — w
Dyskusji podawane sg zamiennie jednostki uM 1 nM. Z kolei na Rycinie 6B mato
przekonujacy jest widok zmniejszenia replikacji AdV5 w zaleznosci od jego inokulum
- moim zdaniem nalezato tu pokazac takze analiz¢ densytometryczng.

3. Inhibitor byl podany jednorazowo i woéwczas, w zalezno$ci od czasu kontaktu,
obserwowano hamowanie replikacji adenowirusa. Czy w $wietle wniosku opisujacego
potencjalne wykorzystanie inhibitora jako leku w przysztosci nie nalezato si¢ pokusié
o wielokrotne podawanie inhibitora, jako symulacji leczenia? Na przyktad co 8-9
godzin jak wskazuja na to wyniki badan, tyle, ze w tym przypadku nalezatoby tez
przeprowadzi¢ badanie cytotoksycznosci aby wykluczy¢ akumulacj¢ inhibitora.
Uwazam, ze Doktorantka mogla pokusi¢ si¢ o takie badanie, gdyz jednorazowe
podanie inhibitora skutkowalo pdzniej niepelng inaktywacja Hsp90 i stopniowg
akumulacja biatka E1A w komorce, a w konsekwencji replikacja AdV5.

4. Czy roznice w analizie densytometrycznej biatka E1A przedstawione na Rycinie 17B 1

C byly statystycznie istotne? Wg mnie brakuje takiego pordwnania.

Pani mgr Iga Dalidowska Dyskusje rozpoczyna od oceny wplywu inhibitora 17-AAG na
replikacje HAdV5 w komorkach linii A549 zwracajac uwage na konkretny etap tego procesu
uzalezniony od aktywnosci biatka opiekunczego Hsp90, a mianowicie syntezy wirusowych
biatek E1A, DBP i heksonu. Podkresla, ze ich inhibicja jest krotkotrwata, po czym na nowo
dochodzi do replikacji wirusa. Biatko gospodarza Hsp90 pelni r6zne funkcje w komorce i jest
w rozny sposob wykorzystywane przez wirusy w celu propagacji co Doktorantka przedstawita
we Wstepie. Dlatego celowe byto zbadanie, na ktory etap replikacji wirusa biatko to wywiera
wplyw. Zastosowanie inhibitora 17-AAG pozwolito ustali¢, ze od aktywnosci Hsp90
uzalezniona jest synteza wczesnych biatek wirusa, w tym E1A, co zgodne jest z obserwacjami
autoroOw stosujacych inne linie komorkowe. Wskazuje to na uniwersalny mechanizm
wykorzystywania biatka Hsp90 przez AdVS5, polegajacy na umozliwieniu syntezy |

dojrzewania wirusowego E1A. Autorka zwraca uwagg, ze nie mozna jednak wykluczy¢



udzialu biatka Hsp90 w pozniejszych etapach replikacji AdVS, lecz temat ten wymaga

dodatkowych badan.

Ogoblnie oceniam sposéb poprowadzenia dyskusji jako bardzo dobry i wyczerpujacy
wszystkie zagadnienia poruszone w czesci doswiadczalnej dysertacji. Przedstawiona dyskusja

jest niewatpliwie mocnym punktem niniejszej rozprawy doktorskie;j.
Whioski odpowiadaja na wyznaczone cele pracy.

Bibliografia obejmuje 139 pozycji, w przewazajacej czgsci prac anglojezycznych z ostatnich
5 lat. Nie mam zadnych zastrzezen i uwag dotyczacych doboru cytowanych w dysertacji

pozycji literatury $wiatowe;.
Ocena strony edytorskiej rozprawy

Cata rozprawa zostala napisana poprawnym jezykiem polskim. Podzial pracy na rozdzialy i

podrozdzialy (zwlaszcza w Dyskusji) jest jasny i czytelny.
Podsumowanie recenzji

Przedstawiona mi do recenzji praca stanowi oryginalne i bardzo szczegétowe opracowanie
roli biatka Hsp90 w replikacji ludzkiego AdVS co stanowi o innowacyjnosci tej pracy. Pani
mgr Iga Dalidowska wykorzystala bardzo szeroki wachlarz metod, aby bezsprzecznie
udowodni¢, iz Hsp90 odpowiada za produkcj¢ i dojrzewanie wirusowego biatka E1A, bez
ktorego dalsze etapy replikacji wirusa nie sa mozliwe. Wyniki pracy doktorskiej pozwalaja
stwierdzi¢, iz ze wzgledu na role Hsp90 w replikacji wirusow warto jest rozwazy¢ to biatko
jako cel terapii przeciwwirusowej, nie tylko w stosunku do adenowiruséw. Niewatpliwie cel,
zakres i wykonanie badan oraz dyskusja sa mocnymi stronami tej pracy, podczas gdy rozdzial
Materiaty i Metody wymaga jednak wiekszej uwagi. Jest to wskazowka dla Doktorantki w
opracowywaniu przysztych publikacji.

Reasumujgc, stwierdzam, ze przedstawiona przez Panig mgr Ige Dalidowska rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku ,,0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” (t,.
Dz.U. nr 65 poz. 595 z pézn. zmianami) i wnosz¢ do Komisji ds. Przewodow i Postgpowan
Doktorskich Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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