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Rozprawa doktorska Pani Magister Katarzyny Blaszezyk poswigcona zostala
badaniom indukowanej przez interferon (IFN). nieswoistej odpowiedzi immunologicznej.
Stanowi ona pierwsza reakcje na atak patogenu i czesto prowadzi do jego catkowitej
eliminacji. Stymulowane IFN mechanizmy obronne wyewoluowaly u zwierzat dopiero
podczas specjacji kregowcow. Oprocz IFN podstawowymi czynnikami zaangazowanymi w
ich uruchomienie sa: (i) receptory IFN, czyli biatka transbtonowe wigzace interferon (ii)
polaczone z receptorami interferonu kinazy (ang. Janus kinase; JAK1, JAK2, TYK2)
odpowiedzialne za inicjacj¢ procesow wewnatrzkomérkowych (iii) biatka STAT1 i STAT2
(ang. Signal Transducers and Activators of Transcription) bedace zardwno przekaznikami
sygnatu jak i aktywatorami transkrypcji oraz (iv) biatko IRF9 (ang. Interferon Regulatory
Factor 9), ktére razem z biatkami STAT1 i STAT2 tworzy kompleks ISGF3 (ang. Interferon-
Stimulated Gene Factor 3) funkcjonujacy jako czynnik transkrypeyjny (kompleks
STAT1/STAT2/IRF9). Analogicznym czynnikiem transkrypcyjnym, rozpoznajacym inng
sekwencje w promotorze gendéw stymulowanych przez IFN, jest biatko STAT1 (homodimer

STATI1/STAT1).
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Recenzowana rozprawa stanowi fragment wielowatkowych badan, ktére od szeregu
juz lat prowadzone sa pod kierunkiem Profesora Johannesa Bluyssena w Zaktadzie Genetyki
Molekularnej Cztowieka na Wydziale Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Sposréd niezwykle szerokiego i réznorodnego spektrum proceséw oraz czynnikdw
zewngtrz- 1 wewngtrzkomorkowych skfadajacych si¢ u czlowieka na tzw. odpornosé
wrodzong, grupa prof. Bluyssena w sposob szczegdlny zainteresowana jest mechanizmami
obronnymi modulowanymi przez IFN. W przypadku omawianej pracy podstawowym
obiektem zainteresowania Doktorantki stata si¢ stymulowana przez interferon typu I (IFNa)
reakcja obronna niezalezna od biatka STATI. Weczeéniejsze doniesienia literaturowe
swiadczyty bowiem, ze obok dwoch znanych juz $ciezek tj. zaleznej od obu bialek STAT,
oraz zaleznej tylko od biatka STATI1, wystgpowa¢ moze takze trzecia $ciezka zalezna jedynie
od STAT2. Bioragc pod uwage ogromna zlozonos¢ tak zarysowanego zagadnienia,
zaprezentowane w pracy badania zostaly ograniczone do etapu, podczas ktérego indukowana

jest transkrypcja gendw zaangazowanych w zalezng od IFNa reakcje obronna.

Ocena formalna rozprawy

Praca napisana zostala w jezyku angielskim. Jej formalna strona nie budzi wiekszych
zastrzezen. Rozprawa skonstruowana zostala w sposéb tradycyjny, co oznacza, ze Autorka
wyréznita w niej szereg typowych dla tego typu dziel rozdzialdéw, w sumie jest ich az 16
(Introduction, Objectives and Scope of the Thesis, Methodology, 2fTGH, ST2-U3C vs.
2fTGH, NB4 vs. ST2-U3C and 2fTGH, Discussion, Literature, List of Figures, List of Tables,
Important Abbreviations, Acknowledgments, Streszczenie w jezyku polskim, Supplementary
Figures, List of Publications, Funding). Pomimo ze zastosowany schemat podzialu pracy jest
jak juz wspomnialem tradycyjny, jednak sposéb w jaki jego dokonano budzi nieco
watpliwosci. Po pierwsze, ,,Methodology” (metodologia) to nauka o metodach badan
naukowych i o sposobach przeprowadzania analiz oraz oceniania warto$ci poznawczej
poszczegbélnych dyscyplin naukowych. W tym przypadku wilasciwsze jest uzycie stowa
~Methods”, czyli metody. Po drugie, opis zastosowanych linii komérkowych chyba lepiej
byloby umiesci¢ w osobnym rozdziale zatytulowanym ,Materials” (materialy), wraz z
krotkim opisem wszystkich zastosowanych materialow. Po trzecie, w pracy nie wyodrgbniono
rozdziatu ,Results”, przez co w spisie tresci pojawiajg si¢ niewiele mowiace tytuly: 2fTGH,
ST2-U3C vs. 2fTGH, NB4 vs. ST2-U3C and 2fTGH, skompilowane z nazw linii
komérkowych. Dodatkowo do rozprawy dolgczono plyte CD zawierajgca materialy

uzupelniajgce. W takie sytuacji warto zamiesci¢ w pracy takze i wykaz zalgcznikow.



Praca napisana jest starannie, jasno i zwi¢zle z zachowaniem wlasciwych proporcji
pomigdzy poszczegélnymi rozdzialami. Dostrzeglem w niej stosunkowo niewielkg liczbe
bledow stylistycznych i edytorskich. Na szczegdlne uznanie zastuguje fakt, iz zajmujace duza
czes¢  rozprawy, rozwazania  dotyczace analiz  bioinformatycznych  danych
mikromacierzowych oraz danych z masowego sekwencjonowania (NGS) przedstawione
zostaly w sposob dostepny dla szerokiego grona czytelnikow. Piszg o tym, gdyz czesto
spotka¢ mozna prace z pogranicza biologii i bioinformatyki, ktérych jezyk jest niezwykle
hermetyczny, by nie powiedzie¢ zargonowy.

Niewielkie watpliwosci natury formalnej budzi¢ moze sposéb w jaki wprowadzane sg
w rozprawie niektore skrocone nazwy. Czesto pojawiaja si¢ one dopiero po kilkukrotnym
uzyciu pelnej nazwy, dodatkowo te same skroty wprowadzane sg dwu- lub trzykrotnie co
sprawia wrazenie, ze poszczegllne rozdzialy stanowia niezalezne prace. Wrazenie to
dodatkowo wzmacniaja wystepujace w pracy powtorzenia pewnych fragmentow Wstepu w

rozdzialach prezentujacych wyniki badan np. poczatek Rozdziatu 4.

Ocena merytoryczna rozprawy

Analiza zawarto$ci merytorycznej pracy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Blaszezyk
pozwala wyrézni¢ w niej cztery zasadnicze cze¢sci. Pierwsza z nich jest Wstep (Rozdziat I), w
ktorym Autorka omoéwila podstawowe zagadnienia zwigzane z wczesng odpowiedzig
immunologiczng indukowang IFNo. Przedstawila poszczegdlne biatka zaangazowane w ten
proces oraz mechanizmy nim sterujace. Uwazam, iz rozdzial ten spelnia swojg zasadniczg
funkcje, stanowi bowiem bogate zrédlo informacji koniecznych do zrozumienia zagadnien
prezentowanych w dalszej czgsci pracy.

Drugg istotng cz¢$¢ rozprawy stanowi rozdzial, w ktorym okreslone zostaty cele oraz
zakres badan. Pierwsze przedstawione zostaly w 5 punktach. W przypadku dwdch,
pierwszego i czwartego, pewne watpliwosci budzi¢ moze sposob ich sprecyzowania. Sadzg
bowiem, iz celem pracy nie powinna by¢ analiza czy pordwnanie, lecz raczej wynik, do
ktérego moga one doprowadzi¢. Nie bardzo rozumiem takze powodéw, dla ktérych w
rozdziale tym zamieszczone zostato swoiste streszczenie rozprawy. Co wigcej, streszezenie to
odnosi sie do blizej nieokreslonych rozdzialéw nie majgcych swoich odpowiednikow w
pracy.

Trzecig i czwarta istotng cz¢$é pracy stanowia rozdziaty, w ktérych przedstawione i
omowione zostaty wyniki badan. Po dokladnym zapoznaniu si¢ z nimi moge stwierdzi¢, iz

Doktorantka bardzo sprawnie poradzila sobie z realizacja wyznaczonych wczesniej celow.



Aby je osiagna¢ wyselekcjonowata trzy linie komorkowe a nastgpnie ustalita: (1) jak zmienia
si¢ w nich poziom akumulacji biatek regulujacych indukowana przez IFNa ekspresje genow
(STATI, STAT2 w formie fosforylowanej i niefosforylowanej oraz IRF9), (ii) jakie geny sa
indukowane przez IFNa, (iii) czy w obrebie promotoréw indukowanych genéw wystepuja
sekwencje wigzace kompleks ISGF3 (motywy ISRE, GAS) lub kompleks STAT2/IRF9
(motyw ISRE) powstajacy pod nieobecnos¢ STATI, (iv) do jakich genow oraz regiondéw
migdzygenowych przylaczaja si¢ wymienione wczesniej kompleksy, (v) czy indukowana
INFo. odpowiedz ma charakter przejsciowy czy dlugotrwaly. Analizy ekspresji genow
przeprowadzone zostaly przy uzyciu mikromacierzy a ich wyniki potwierdzone na
przykladzie kilku gendéw metodg qPCR. Miejsca wigzania kompleksow ISGF3 oraz
STAT2/IRF9 do chromatyny zidentyfikowano metoda ChIP-Seq. Dane pozyskane w
cksperymentach mikromacierzowych oraz ChIP-Seq analizowano z uzyciem standardowych
metod bioinformatycznych i statystycznych. Uznawano, ze gen jest indukowany IFNa jezeli
poziom jego ekspresji zwigkszat si¢ co najmniej dwukrotnie. W miejscu tym chciatbym prosic
0 wyjasnienie czy co najmniej dwukrotny wzrost obserwowany byl we wszystkich
powtoérzeniach oraz czy wystarczalo, ze dwukrotny wzrost stwierdzano dla jednego tylko
czasu traktowania komorek IFNo. Aby porownac efekty wywolywane przez interferon we
wszystkich trzech analizowanych uktadach, uzyskane wyniki poddano analizom wyzszego
rzedu (Ontologia Gendw, grupowanie hierarchiczne). Niestety w pracy nie znalaziem
informacji czy grupowanie hierarchiczne bylo nadzorowane czy nienadzorowane.
Kluczowym elementem przeprowadzonych badan byl wlasciwy wybdr linii
komorkowych zastosowanych w analizach indukowanej interferonem odpowiedzi
immunologicznej. Jako pierwsza wybrana zostala linia 2fTGH, szeroko stosowana w
badaniach odpowiedzi indukowanej przez interferon typu I. Linia ta wywodzi si¢ z
nowotworu zlos§liwego tkanek migkkich zwanego wildkniakomiesakiem. W dalszych
badaniach linia ta traktowana byla jako referencyjna. Druga zastosowang linia komérkowa
byta U3C nie posiadajgca funkcjonalnego genu STST1 (KO) i wywodzaca si¢ z tej samej linii
co 2fTGH. Dodatkowo uzyskano dwa mutanty U3C z podwyzszong ekspresja STAT2. W
pierwszym ST2-U3Ca poziom mRNA STAT2 byt 30 krotnie wyzszy niz w komoérkach
kontrolnych a w ST2-U3C wzrastal on az 60 krotnie. Linii tej uzyto by stwierdzi¢ czy pod
nieobecnos¢ STATI1 indukowane bedg geny zwigzane z reakcja na IFNo. Trzecia
zastosowana linia komodrkowa N4B wywodzi si¢ z bialaczki promielocytarnej i

charakteryzuje si¢ specyficznym profilem ekspresji genéw STATI1, STAT2 i IRF9. W



komoérkach tych wystepuje wysoki poziom STATI i STAT2 jednak aktywna, fosforylowana
forma STAT2 pojawia si¢ jedynie w pierwszej godzinie indukeji IFNo. Stad linia ta nadaje
si¢ do badan aktywnosci kompleksu STAT2/IRF9 w obecnosci STATI.

W wyniku przeprowadzonych badan Doktorantka ustalila, ze IFNa indukuje ekspresje
okoto 470 genéw w komoérkach 2fTGH. Potwierdzita, ze kompleks ISGF3 taczy sie do
sekwencji ISRE obecnych w promotorach indukowanych genéw. W przypadku wigckszosci
gendw indukcja miata charakter przejsciowy. Doktorantka zidentyfikowata jednak rowniez
geny ulegajace dhugotrwatej ekspresji. Na tej podstawie zalozyta, iz istnieja rdzne
mechanizmy indukowanej przez [FNa ekspresji genow. Stosujac linie ST2-U3C i ST2-U3Ca
stwierdzita, ze w komorkach pozbawionych STATI, IFNa moze indukowaé podobna
odpowiedz transkrypcyjng jak w komorkach 2fTGH. Zasugerowala, ze odpowiedzialny za to
jest kompleks STAT2/IRF9, ktéry wiazat sie do tych samych motywéw ISRE, co kompleks
ISGF3. Co ciekawe, odpowiedz interferonowa indukowana w komérkach ST2-U3C i ST2-
U3Ca byla op6zniona i miata bardziej dtugotrwaly charakter. Na podstawie powyzszych
obserwacji Autorka sformutowata hipoteze, zgodnie z ktorg kompleks STAT2/IRF9 moze nie
tylko zastgpowaé kompleks ISGF3 ale tez peini¢ odmienne od niego funkcje. Poglad ten
wydajg si¢ potwierdza¢ analizy ekspresji genéw indukowanych przez IFNa w komérkach
NB4. Réwnoczesnie jednak wskazuja one na istnienie innych mechanizméw regulujacych
odpowiedz komoérki na stymulacje interferonem. Przedstawione powyzej rezultaty badan
zostaly bardzo szeroko i wszechstronnie przedyskutowane w Rozdziale 7. Przedstawiono w
nim prawdopodobne modele funkcjonowania oraz regulacji odpowiedzi indukowanej przez
INFao i niezaleznej od STATI.

Pod wzgledem metodycznym praca wykonana zostata bardzo starannie. Poszczegdlne
cksperymenty zostaty dobrze zaplanowane z nalezyta dbatoscig o wszelkiego typu kontrole.
Analizy bioinformatyczne przeprowadzone zostaly zgodnie z powszechnie stosowanymi
standardami. Za szczegdlnie istotne wyniki uznatbym dwa: pierwszy ukazujacy, ze kompleks
STAT2/IRF9, podobnie jak kompleks ISGF3, moze pelni¢ funkcje czynnika transkrypcyjnego
wiagzacego si¢ do sekwencji ISRE obecnej w promotorach genéw zaangazowanych we
wezesng odpowiedz obronng, oraz drugi dowodzacy, iz kompleksy ISGF3 oraz STAT2/IRF9
moga w odmienny sposob indukowac¢ ekspresj¢ genow stymulowanych interferonem.
Oczywiscie w rozprawie znalez¢ mozna szereg innych ciekawych obserwacji jednak z reguty
sa one niezwykle trudne do jednoznacznej interpretacji. Nalezy bowiem pamigtaé, ze

analizowane procesy stanowia wazny, acz stosunkowo niewielki fragment caloksztattu



zjawisk skladajacych si¢ na odpowiedz interferonowsg. Nie ulega zatem watpliwosci, ze
mechanizmy regulujace t¢ odpowiedz obejmuja wszystkie poziomy procesu ekspresji genéw
a nie tylko transkrypcje. Stad wiekszo$¢ eksperymentéw przeprowadzonych w ramach
niniejszej badan odpowiadajac na jedno pytanie zmuszalo do zadania kolejnych, czgsto
daleko wychodzacych poza ramy niniejszej rozprawy. W rezultacie praca zawiera wicle
nowych informacji stanowigcych fundament, na ktérym budowaé mozna zaréwno szereg
nowych, interesujgcych projektéw badawczych jak i trudnych do zweryfikowania hipotez
prezentowanych w Rozdziale 7.

W tym kontekscie chciatbym prosi¢ Autork¢ pracy o ustosunkowanie si¢ do
nastepujacych kwestii:
- czy kompleks STAT2/IRF9 rzeczywiscie reguluje odpowiedz interferonowa w warunkach in
vivo. Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie wydaja si¢ wspiera¢ ten poglad, jednak
uzyskano je stosujgc komorki z nienaturalnie wysoka ekspresia genu STAT2. Czy
obserwowany efekt nie byt po prostu wymuszony nadmiarem STAT2.
- dlaczego w swojej pracy zdecydowata sie wykorzysta¢ mikromacierze. Zastosowanie
masowego sekwencjonowania transkryptomu dostarczyloby wigcej informacji np.
dotyczacych udzialu niekodujgcych RNA (miRNA, IncRNA) lub transkrypcji obszarow
migdzygenowych, w obrebie ktorych wiazg si¢ czynniki transkrypcyjne ISGF3 oraz
STAT2/IRF9.
- czy w poblizu miejsc wigzania czynnikow transkrypeyjnych ISGF3 oraz STAT2/IRF9 do
regionéw miedzygenowych wystepuja sekwencje kodujace IncRNA lub miRNA.

Whioski koncowe

Wymienione tutaj drobne uchybienia nie wpltywaja w istotny sposob na wysokg oceng
pracy. Stanowi ona zwartg logiczng calo$¢. Zar6wno sposob przygotowania, jak i zawartos¢
merytoryczna rozprawy pozwalaja sadzié, ze jej Autorka jest sprawnym i utalentowanym
badaczem posiadajacym szeroka i ugruntowang wiedz¢. Uwazam, ze praca speinia wszelkie

wymogi stawiane rozprawom doktorskim, stad wnosz¢ o dopuszczenie mgr Katarzyny

Blaszczyk do dalszych etapow przewodu.
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