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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Wadowskiej
pt. ,Rola MCPIP1 w regulacji procesu tolerancji na LPS oraz kontroli odpowiedzi na INFy”

Rozprawa powstata pod kierunkiem prof. Joanny Koziet w Zaktadzie Mikrobiologii Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Dedykowana jest wyjasnieniu
niektorych z aspektow funkcjonowania biatka nazywanego MCPIP1/Regnazg 1. Biatko MCPIP1
znajdziemy w wielu tkankach, ale jego poziom jest najwyzszy w leukocytach, gdzie ulega dodatkowemu
wzbogaceniu pod wptywem stymulacji przez chemokine MCP-1. Jest to biatko o aktywnosci RNAzy
zdolne do degradacji transkryptéw, miedzy innymi cytokin. Uczestniczy tez w deubikwitynacji biatek
zaangazowanych w prozapalne szlaki sygnatowe. Z tych powoddéw jest waznym regulatorem —
,wylacznikiem” - odpowiedzi prozapalnej wywotanej, miedzy innymi, przez bakteryjny
lipopolisacharyd (LPS) w czasie infekcji. Mowigc w szerszym kontekscie, jest to jedno z biatek
poskramiajgcych odpowiedz zapalng i z tego powodu wzbudza zainteresowanie badaczy. Prace nad
jego funkcjonowaniem umozliwiajg modele zwierzece, w tym myszy pozbawione ekspresji genu
kodujgcego MCPIP1 - najpierw w catym organizmie, a ostatnio takze w wybranych tkankach, w tym w
komarkach linii mieloidalnej. Takie myszy byty tez obiektem badan Pani mgr Wadowskiej, co znaczaco
podnosi wartos¢ naukowsg i istotnos¢ osiggnietych przez Nig wynikow.

Doktorantka zainteresowata sie potencjalnym udziatem biatka MCPIP1 w wyksztatcaniu tzw. tolerancji
na LPS, a zatem hamowaniem odpowiedzi prozapalnej makrofagéw na powtdrzong ekspozycje na te
endotoksyne. Molekularne mechanizmy tego procesu s3 warte badania, gdyz jest ono istotne w
przeciwdziataniu szkodliwemu sztormowi cytokinowemu w przebiegu sepsy. Wstep rozprawy przynosi
wiec informacje na temat budowy i aktywnosci biatka MCPIP1, a nastepnie jego roli w regulacji reakcji
zapalnej wywotanej przez drobnoustroje, a takze w szeregu innych procesach. Doktorantka omawia
sposéb w jaki MCPIP1 kontroluje wybrane szlaki sygnatowe, co jest poznane najlepiej w przypadku
szlakéw indukowanych przez LPS. Sporo uwagi poswieca tez mechanizmowi aktywacji komorek przez
interferon-y, ktéry wytonit sie w trakcie jej pracy jako drugi (obok tolerancji na LPS) przedmiot Jej
badan. W mojej opinii Wstep jest napisany bardzo dobrze i fgcznie z Dyskusjg swiadczy o dobrej
znajomosci tematu przez Doktorantke. Wstep zawiera wszystkie elementy niezbedne do zrozumienia
celu i przebiegu badan podjetych przez Doktorantke. Jednoczesnie przytoczone informacje s3
uporzadkowane w przemyslany sposdb, nie jest to tylko encyklopedyczne wyliczanie danych i
ostatecznie tekst jest przystepny.
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Zatozenia i cele pracy s3 jasno sformutowane. Jak wspomniatam, Doktorantka skupita sie na
wyjasnieniu roli biatka MCPIP1 w rozwoju tolerancji makrofagdw na LPS oraz regulacji odpowiedzi tych
komoérek na INF-y. Rozdziat Materiaty i Metody przynosi wymagane informacje na odnosne tematy. Po
tym rozdziale nastepuje prezentacja Wynikdéw oraz ich Dyskusja, rozprawa ma zatem uktad klasyczny.
Opatrzona jest bogatym zbiorem pozycji literaturowych (233 publikacji). Warto podkresli¢, ze Pani
Wadowska jest wspétautorka 6 prac doswiadczalnych opublikowanych w szacownych czasopismach,
takich jak Journal of Imnmunology oraz Biochimica and Biophysica Acta.

Znajduje to odbicie w duzej wartosci merytorycznej Jej rozprawy doktorskiej. W celu wyjasnienia roli
biatka MCPIP1 w rozwoju tolerancji makrofagéw na LPS doktorantka zastosowata model badawczy, w
ktorym komorki (makrofagi otrzymane w wyniku réznicowania komérek szpiku kostnego myszy, a w
niektérych doswiadczeniach takze mysie splenocyty, leukocyty krwi ludzkiej i komorki
makrofagopodobne linii Raw264) traktowata wstepnie lub nie niskg dawkg LPS (1 ng/ml) przez 24
godziny, po czym stymulowata je drugg dawkg LPS w stezeniu 10 ng/ml. Zgodnie z oczekiwaniem,
poziom cytokin prozapalnych takich jak TNFa, IL-6 produkowanych w tych warunkach byt nizszy niz w
komérkach poddanych dziataniu jedynie wyzszej dawki LPS. Jednoczes$nie spadata fosforylacja (a wiec
zapewne aktywno$¢) kinaz MAP: p38, ERK1/2 i JNK, a takze fosforylacja biatka 1kB, czyli podjednostki
inhibitorowe] czynnika transkrypcyjnego NF-kB (a wiec prawdopodobnie dochodzito do spadku
aktywnosci tego czynnika). Podanie drugiej dawki LPS wigzato sie tez ze wzrostem poziomu transkryptu
biatka MCPIP1, a takze spadkiem aktywnosci parakaspazy MALT-1, ktdra katalizuje proteolize MCPIP1.
Na podstawie tych korelacji Doktorantka wysnuta wniosek, ze biatko MCPIP1 moze by¢ istotne dla
rozwoju tolerancji makrofagéw na LPS. Stuszno$¢ tego wnioskowania potwierdzity w pewnym stopniu
badania prowadzone na komdrkach linii Raw264 z wyciszong ekspresjg genu lub nadespresja genu
kodujgcego MCPIP1.

W zwigzku z tymi wynikami Doktorantka przeprowadzita dalsze badania wykorzystujgc myszy
heterozygotyczne z obnizonym znaczgco poziomem biatka MCPIP1 w komdrkach mieloidalnych dzieki
uzyciu systemu Cre-loxP. W badaniach wstepnych potwierdzita skutecznos$¢ i swoisto$¢ ubytku
(praktycznie catkowitego usuniecia) biatka MCPIP1 w komadrkach mieloidalnych. W swoich analizach
pomineta wyjsciowe rdznice poziomu szeregu cytokin w surowicy zwierzat kontrolnych i zubozonych
w MCPIP1. To uproszczenie, ktdre pozwolito Jej jednak skupi¢ sie na badaniu tolerancji wywotanej
dwuetapowym nastrzykiwaniem otrzewnej myszy dwoma roznymi dawkami LPS. Doktorantka wykryta
zwiekszong Smiertelnos¢ myszy zubozonych w MCPIP1 w badanym uktadzie doswiadczalnym.
Wykazata, ze we krwi takich zwierzat znajduje sie wiecej cytokin prozapalnych, IL-6 i TNFa (wptyw na
poziom anty-zapalnej IL-10 byt niejednoznaczny) niz we krwi myszy kontrolnych z wyjSciowym
poziomem biatka MCPIP1. Pogtebita i potwierdzita wyniki tych analizy wykorzystujgc komarki szpiku
réznicowane do makrofagdw z obu typow myszy.

Whyciszenie ekspresji genu kodujgcego MCP1P nie wptywato na poziom receptoréw LPS (CD14 i TLR4),
ani nie obnizato wigzania LPS w makrofagach otrzymanych ze szpiku kostnego opisanych myszy.
Jednakze Doktorantka ustalita, ze podanie drugiej dawki LPS wigzato sie ze zmianami fosforylacji
niektérych kinaz MAP, a takze IkB, a wiec prawdopodobnie zmianami aktywnosci transkrypcyjnej
okreslonych czynnikéw. Ostatecznie Doktorantka podsumowata te czes$¢ badan stwierdzajgc iz MCPIP1
wspotuczestniczy w rozwoju tolerancji na LPS, prawdopodobnie poprzez deubikwitynacje TRAF6 i
TRAF3, co prowadzi do zahamowania szlakéw sygnatowych zaleznych od tych biatek.

2



Chce podkresli¢ oryginalnosé podjetej przez Doktorantke tematyki, a takze adekwatnos¢ stosowanych
metod. Te ostatnie obejmowaty techniki typowe dla warsztatu immunologa, ale tez mikroskopie
fluorescencyjng. Wazinym elementem pracy bylo pozyskiwanie i praca in vitro na komérkach
izolowanych ze szpiku i $ledziony myszy, a takze doswiadczenia in vivo na tych zwierzetach.
Wszechstronnos¢ takiego podejscia zadecydowata o jakosci uzyskanych wynikéw. Zostaty one
opublikowane w prestizowym Journal of Immunology w artykule, ktérego Doktorantka jest pierwszym
autorem.

Moja uwaga dotyczy wynikdow prezentowanych na Rycinie 32, w ktérych Doktorantka analizuje
nietatwe do interpretacji wyniki badan nad wptywem ubytku/braku MCPIP1 na fosforylacje kinaz MAP.
Autorka pisze: ,U zwierzat z obnizong ekspresja MCPIP1 nastgpito catkowite odwrdcenie procesu
tolerancji na LPS w przypadku kinaz p-38 oraz JNK (Ryc. 32A, C, D), w przypadku kinaz ERK1/2 nie
stwierdzono istotnych réznic (Ryc. 32B)”. Tymczasem wymowa Ryc. 32A, obrazujacej fosforylacje p-38
jest inna niz wymowa Ryc. 32D obrazujacej fosforylacje kinazy JNK. W mojej opinii o ,,odwrdceniu”
mozna moéwi¢ w przypadku kinazy JNK (dla scistosci jest to odwrdécenie efektu wywieranego na jej
fosforylacje, a nie odwrdcenie ,procesu tolerancji” spowodowanego ubytkiem biatka MCPIP1).
Natomiast wyrazny spadek fosforylacji kinazy p-38 obserwuje sie tu pomiedzy komdrkami kontrolnymi
komdérkami z obnizong iloscig MCPIP1 po ich stymulacji przez jedng, wyzszg dawke LPS (stupek 3 vs. 1).
Natomiast komorki z obnizong iloscig MCPIP1 nie reagujg zmiang fosforylacji p-38 na stymulacje drugg
dawkg LPS (stupek 4 vs. 3), podczas gdy w komadrkach kontrolnych ta fosforylacja spada (stupek 2 vs.
1). Chciatbym, aby Doktorantka wyjasnita, co sktonito jg do fgcznego wnioskowania o wptywie ubytku
biatka MCIP1 na fosforylacje p-38 i JNK.

W drugiej czesci badan Doktorantka wykorzystata otrzymane myszy z wyciszong ekspresjg genu
kodujgcego MCPIP1 w komérkach mieloidalnych do przeanalizowania wptywu tego biatka na regulacje
szlaku sygnatowego indukowanego przez INF-y w tych komdrkach. Przestankg do tych badan byt
wykryty podwyzszony poziom INF-y w surowicy otrzymanych zwierzat. Doktorantka wykryta
konstytutywnie wyzszy poziom zaréwno transkryptu jak i biatka STAT1 w komdrkach szpiku myszy z
obnizonym poziomem MCPIP1, ktéry jednak wigzat sie ze spadkiem aktywacji (fosforylacji) tego biatka
pod wptywem INF-y. Stosujgc dwa pomystowe modele badawcze Doktorantka wykazata, ze MCPIP1
reguluje szlak JAK1/2-STAT1 wptywajgc na poziom biatek SOCS1 (i 3), negatywnych regulatorow Sciezki
sygnatowej prowadzacej do aktywacji STAT1. MCPIP1 okazat sie regulowaé zaréwno poziom
transkryptu biatek SOCS (z uwagi na swojg aktywnos$¢ RNAzy) jak i wptywac posrednio na poziom biatek
SOCS1/3 przez regulacje poziomu cytokin, zwtaszcza IL-6. W podsumowaniu, Doktorantka wykryta
istnienie mechanizmu angazujgcego SOCS1/3 w regulacji odpowiedzi na INF-y przez biatko MCPIP1.

Wiadomo jest, ze INF-y moduluje szlaki sygnatowe indukowane przez LPS, o czym Doktorantka
wspomina we Wstepie. Jaki mogt by¢ zatem Jej zdaniem wptyw (prawdopodobnego) zwiekszonego
poziomu biatka STAT1 na rozwdj tolerancji wzgledem LPS w makrofagach pozbawionych biatka
MCPIP1, ktéry badata i opisata w pierwszej czesci rozprawy?

Podsumowujgc, rozprawa doktorska Pani mgr Wadowskiej przynosi nowe dane na temat regulacji
dwdch waznych biologicznie proceséw ksztattujgcych reakcje zapalng organizmu. Zakres badan i
uzyskane wyniki zastugujg na uznanie. Wyniki dyskutowane sg szczegétowo w zestawieniu z dostepng
literaturg tematu. Doktorantka wspomina w Dyskusji takze negatywne wyniki swoich badan, co



pozwala na ich ocene w szerszym kontekscie. Chce tez podkresli¢, ze rozprawa przygotowana jest
starannie, napisana poprawng polszczyzng (chociaz ja wole rezerwowac zwrot ,ekspresja” dla genu) i
jest dopracowana pod wzgledem edytorskim. Mam tylko kilka drobnych uwag w tym wzgledzie:

a). Pro domo sua: zauwazytam pewna niescistos¢ na stronie 26 Wstepu. Czasteczka LPS prezentowana
jest receptorowi TLR4 przez biatko CD14, ktére jest homodimerem. Po jednej czgsteczce LPS wigzane
jest w jednej kieszeni hydrofobowej biatka MD-2. Dochodzi wtedy do formowania tetrameru ztozonego
z dwdch czgsteczek receptora TLR4 i dwéch czgsteczek MD-2, zasocjowanego z CD14. Zatem schemat
przedstawiony na Rycinie 3 nie oddaje tej stechiometrii. Przyjmuje sie, ze kompleks TLR4 ze zwigzanym
kowalencyjnie biatkiem MD-2 istnieje przed przytgczaniem LPS.

b). Opisujac bloty powinno sie zaznacza¢ pozycje markeréw masy czasteczkowej zamiast opisywania
mas czasteczkowych prezentowanych biatek. Na Ryc. 9D opis ten jest btedny- biatko o wigkszej masie
czasteczkowej (54 kDa) migruje w zelu poliakryloamidowym wolniej niz biatko o nizszej masie (46 kDa).

c) Warto bytoby podaé numery katalogowe, a nie tylko producenta uzywanych przeciwciat.

Konkludujac stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska zawiera nowe odkrycia badawcze.
Umieszczone w recenzji uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej dysertacji. Doktorantka
wykazuje dobrg znajomo$¢ tematyki badawczej, sprawnie postuguje sie szerokim warsztatem
metodycznym i prawidtowo wycigga wnioski. ’

W zwigzku z powyzszym, w mojej ocenie rozprawa spetnia warunki ustawowe ,,Prawa o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce” stawiane rozprawom doktorskim. Wobec powyzszego wnosze do Rady Dyscypliny
Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagielloriskiego o dopuszczenie Pani mgr Marty Wadowskiej do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych
w dyscyplinie nauki biologiczne. Jednoczesnie, majac na wzgledzie oryginalnos$¢ i wartos¢ uzyskanych
wynikéw wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
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