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Recenzja pracy doktorskiej mgr Krzysztofa Lacka zatytulowanej "Characterization of
Ankyrin-repeat Proteins (ANK) Encoded by Orf virus (ORFV)" przygotowanej pod opieka
prof. dr hab. Krystyny Bienkowskiej-Szewczyk w Zaktadzie Biologii Molekularnej Wirusow
Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego.

Gléwnym celem ocenianej pracy byla wstepna charakterystyka trzech biatek ANK-1,2,3
kodowanych przez genom wirusa ospy owczej ORFV, ktérych wspdlng cechg jest obecnose
tzw. powtérzeh ankirynowych; charakterystycznych motywow strukturalnych wystepujacych w
wielu rodzajach biatek czesto odpowiadajacych za ich oddziatywania ze specyficznymi
partnerami biatkowymi. W szczeg6lnosci doktorant badat kinetyke ekspresji biatek ANK-1,2,3
w zainfekowanych komérkach oraz ich sub-komoérkowa lokalizacje. Ponadto zidentyfikowat
molekularne sygnaty odpowiedzialne za komérkowa lokalizacje biatek ANK-1 i ANK-2 oraz
badal wplyw ekspresji tych biatek na zywotnos¢ komorek.

Wirus ospy owezej jest lagodnym patogenem ssakéw spokrewnionym z wirusami bedgcymi
groznymi patogenami cztowieka takimi jak wirus ospy VARYV. Jednak to nie pokrewiefistwo z
wirusami patogennymi byto gléwnym motywem podjetych badan a raczej fakt, ze wirusy
nalezace do rodziny Poxviridae maja silne wlasciwosci immunostymulujgce oraz
immunomodulujace i tym samym stanowig obiecujacy wektor szczepionkowy. Zdaniem autora
charakterystyka molekularna bialek kodowanych przez genom wirusowy, ktore wykazuja
wlasciwosci immunomodulacyjne powinna by¢ pomocna w udoskonaleniu wektorow
szczepionkowych opartych o ten wirus. Wybor do analizy biatek ANK-1, 2.i 3 posiadajacych
powtdrzenia ankirynowe podyktowany by? rola tych motywow strukturalnych w
oddziatywaniach biatko-biatko co sugeruje, Ze posiadajace je biatka mogg by¢ czynnikow
immunomodulacyjnymi. Dodatkowo wiasciwoscei biologiczne tych biatek nie byly dotychczas
badane. Jako recenzent uwazam ten wybdr za trafny a przedstawione cele badawcze za dobrze
okreslone i jasno sprecyzowane.

We wstepie doktorant oméwit kolejno taksonomie i biologie wiruséw rodziny Poxviridae
ktadac szczegdlny nacisk na ich infekeyjnosé wzgledem cztowieka. Omowit réwniez ich
strukture, cykl replikacyjny oraz wiasciwosci immunomodulacyjne. Przy czym w tej czgsci
wstepu w dwéch oddzielnych czedciach przedstawit najpierw charakterystyke biologiczng
réznych przedstawicieli Poxviridae a nastepnie podobna charakterystyke wirusa ORFV
bedacego przedmiotem badan. Uwazam taki uklad za niezbyt szczgsliwy. Wolatbym czytac o



wirusie ORFV w kontekscie informacji o innych przedstawicielach tej rodziny. W kolejnej
czesci wstepu doktorant opisat strukture i funkcje powtorzen ankirynowych konczac ta czesé
omoéwieniem roli tych struktur dla bialek kodowanych przez genomy wirusowe. Ta czes¢
wstepu jest dobrze napisana i kompetentnie zilustrowana. W ostatniej czesci wstepu doktorant
omoéwil molekularne mechanizmy sortowania biatek do przedziatow sub-komoérkowych.
Koncentrujac si¢ na imporcie biatek do mitochondriéw i jadra komorkowego. W kazdym
przypadku podat przyktady biatek wirusowych kierowanych do tych przedziatéw
komorkowych. Rowniez ta cz¢$¢ wstepu jest dobrze napisana i prawidtowo zilustrowana.
Podsumowujac wstep jest dobrym wprowadzeniem do przedmiotu badan. Zawiera wszystkie
informacje niezb¢dne do sledzenia procesu uzyskiwania i analizy wynikow oméwionych w
dalszej czesci ocenianej rozprawy.

W rozdzialach metodycznych doktorant omowit materiaty oraz metody zastosowane w czasie
prowadzenia badan. Rozdzialy te sg starannie zredagowane i stanowig wyczerpujace zrodlo
informacji, ktére powinny umozliwi¢ powtdrzenie opisanych doswiadczen w kazdej pracowni
wirusologii molekularne;j.

W pierwszej czesci wynikow doktorant przedstawil analize bioinformatyczng genow ANK-
1,2,3 majaca na celu wykazani, ze kodowane przez nie biatka w istocie zawieraja powtorzenia
ankirynowe. Powtorzenia te charakteryzuja sie¢ dos¢ znaczng zmiennoscig sekwencji
aminokwasowej i ich jednoznaczna identyfikacja wymaga zastosowania kilku niezaleznych
metod bioinformatycznych. Doktorant wykazat, ze biatka ANK-1 i 2 majg po 10 powtérzen
ankirynowych. Podczas gdy biatko AN-3 ma 9 takich powtorzen. W kazdym z biatek
zidentyfikowat réwniez domeng¢ PRANC charakterystyczng dla wielu biatek kodowanych przez
genomy wiruso6w ospy. Domena ta ma znaczenie w ubikwitynacji biatek. Dodatkowo wyniki
analizy bioinformatycznej sugerowaly, ze biatko AN-1 moze zawieraé N-koricowa pre-
sekwencje kierujgcg do mitochondrium a biatko ANK-2 moze zawiera¢ sygnat lokalizacji
jadrowej. Te informacje zainspirowaly doktoranta do podjecia badan sub-komérkowe;j
lokalizacji bialek ANK.

W kolejnej czesci wynikéw doktorant opisat prace, ktore pozwolity na uzyskanie przeciwciat
specyficznych wzgledem biatek ANK. W tym celu stosowat klonowanie do wektoréw
bakteryjnych i bakulowirusowych oraz izolacje rekombinowanych bialek z membran PVDF.
Uzyskane przeciwciata pozwolity na okreslenie kinetyki ekspresji biatek w komérkach
infekowanych wirusem ORFV. ANK-1 ulega ekspresji $redniej i p6znej fazie infekcji zas
ANK-2 i 3 w fazie wczesnej.

Kolejny rozdzial poswigcony jest analizie wewngtrzkomorkowej lokalizacji ANK-1. Wyniki
przedstawione w tym rozdziale zostaly opublikowane w czasopi$mie Virus Genes (2014).
Doktorant jest pierwszym autorem tej publikacji. Biatko ANK-1 lokalizuje w mitochondriach
co pokazano zaréwno stosujac mikroskopie z wykorzystaniem biatka ANK1 w fuzji z EGFP
oraz technike biochemiczng réznicowego wirowania ekstraktu komérkowego na frakcje
blonowa zawierajacg mitochondria i frakcje cytoplazmatyczng. Doktorant wykazal réwniez, ze
mitochondrialna lokalizacja ANK-1 nie zalezy od obecnosci innych genéw wirusowych oraz od
replikacji wirusowego DNA. W pracy nie okreslono, w ktorym z przedzialow sub-
mitochondrialnych lokalizuje si¢ ANK-1

Pytanie do doktoranta: W czasie publicznej obrony prosze opisa¢ do§wiadczenia, ktére
moglyby okresli¢ sub-mitochondrialng lokalizacje ANK-1.



Doktorant analizowat réwniez sygnat molekularny odpowiedzialny za mitochondrialna
lokalizacjg ANK1. Analiza lokalizacji wariantow delecyjnych oraz biatka zawierajacego
podstawienia aminokwasowe w motywie TPLH w 9 powt6rzeniu ankirynowym (AR9)
wykazaly, Ze za lokalizacje mitochondrialng ANK-1 odpowiadajg sekwencje zlokalizowane w
powtdérzeniach AR8 i AR9 a nie jak przewidywala analiza bioinformatyczna pre-sekwencja na
N-konicu biatka. Przy czym sekwencja aminokwasowa sygnatu lokalizacji mitochondrialnej nie
zostala poznana. Omawiajac wyniki uzyskane dla wariantu ANK1- TPLH/TAAH doktorant
dyskutuje mozliwo$¢ zaburzenia struktury motywu AR9 jako przyczyny braku
mitochondrialnej lokalizacji tego wariantu biatka.

Pytanie do doktoranta: Jakiego rodzaju analizy doswiadczalne i/lub bioinformatyczne
mogltyby zweryfikowa¢ hipoteze, ze wprowadzone substytucje aminokwasowe wplywaja na
strukture motywu AR9 i catego biatka ANK-1?

W kolejnej czesci wynikow doktorant omowit doswiadczenia majace na celu poznanie sub-
komoérkowej lokalizacji ANK-2. Obserwacje mikroskopowe komorek zawierajacych biatko
ANK-2 w fuzji z EGFP pokazaly, zgodnie z przewidywaniami bioinformatycznymi, ze biatko
to jest zlokalizowane w jadrze. Ponadto staranna analiza lokalizacji szeregu wariantow
delecyjnych ANK-2 wykazata, ze umiejscowienie sygnatu lokalizacji jadrowej jest zgodny z
przewidywaniami bioinformatycznymi. Jadrowa lokalizacja ANK-2 nie jest uzalezniona od
obecnoscei innych bialek wirusa ORFV oraz od replikacji wirusowego DNA.

W kolejnym rozdziale doktorant przedstawit wyniki analizy mikroskopowej pokazujace, ze
ANK-3 podobnie jak ANK-2 lokalizuje w jadrze komérkowym.

Wyniki dotyczace lokalizacji ANK-2 i 3 nie zostaly dotychczas opublikowane.

W podpisie do Fig. 35 napisano ...Subcellular localization of untagged ANK-3 protein....
Czytajac tekst nie moglem sie zorientowa¢ jak identyfikowano nie wyznakowane biatko ANK-
3 w mikroskopie fluorescencyjnym.

Pytanie do doktoranta: Prosze o wyjasnienie powyzszej kwestii w czasie publicznej obrony.

W ostatniej czeéci wynikéw doktorant przedstawit wplyw ekspres;ji bialek ANK-1 i ANK-2 na
przezywalnos$¢ komoérek w ktoérych zaindukowano proces programowanej $mierci dodajac do
pozywki staurosporyny. Doswiadczenie miato na celu weryfikacje ciekawej hipotezy, ze biatka
ANK-1 i ANK-2 mogg by¢ czynnikami wirusowymi odpowiedzialnymi za zahamowanie
procesu apoptozy a tym samym stanowié¢ elementy mechanizmu molekularnego, majacego na
celu zapobiezenie $mierci komorek zainfekowanych wirusem ORFV. Ta hipoteze doktorant
sformutowal na podstawie wiasnych studiow literaturowych. Niestety otrzymane wyniki nie sg
jednoznaczne. Moim zdaniem shusznie nie zostaly wiaczone do publikacji opisujacej
mitochondrialng lokalizacje ANK-1.

W rozdziale Dyskusja doktorant starannie przedyskutowat wyniki uzyskane w czasie realizacji
projektu doktorskiego w kontekscie dobrze dobranych danych literaturowych. Przy czym
rozdzial ten rozpoczyna si¢ od dwoch paragrafoéw wstepnych, ktére moim zdaniem powinny
byly stanowi¢ cze$é Wstepu a nie Dyskusji. Dobra wskazowka dla autoréw prac naukowych
jest aby dyskusje rozpoczyna¢ od oméwienia wynikéw wiasnych przedstawionych w danej
pracy a dopiero pozniej konfrontowac je z danymi literaturowymi. MySle, ze rozdziat Dyskusja
zyskal by na czytelnosci gdyby doktorant stosowat sie do tej praktycznej reguly. Jednak
niezaleznie od tych uwag dotyczacych organizacji tekstu lektura Dyskusji pokazuje
jednoznacznie, Ze doktorant bardzo dobrze zna literature zwigzang z tematyka swoich badan i
potrafi jg tworczo wykorzystaé.



W koncowej czesci dyskusji doktorant rozwaza znaczenie fizjologiczne biatek ANK
kodowanych przez genom wirusa ORFV. Stawiajac istotne pytanie czy delecja genow
kodujacych biatka ANK bedzie miata wpltyw na cykl zyciowy i infekcyjnos¢ wirusa.

Pytanie do doktoranta: Jak w naturalnych populacjach ORVF i/lub spokrewnionych wirusow
wyglada kwestia obecnosci/braku w genomie wirusowym poszczegdlnych genéw ANK?
Innymi stowy czy liczba tych genéw jest zmienna w naturalnych populacjach?

Dorobek publikacyjny doktoranta: Poza omdwiong w tej recenzji publikacjg zawierajgca
wyniki prezentowane w rozprawie doktorskiej mgr Lacek jest rowniez pierwszym autorem
dwoch publikacji, w ktorych przedstawiono wyniki nie zamieszczone w ocenianej rozprawie.
Prace te ukazaly si¢ w Journal of Hepatology (2012) oraz Journal of Biological Chemistry
(2014). Dorobek publikacyjny mgr Lacka oceniam bardzo wysoko.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa pokazuje, iz jej autor potrafi wybraé
istotny temat badan, sformutowa¢ rzetelne hipotezy badawcze i zweryfikowaé je za pomocg
metod doswiadczalnych i informatycznych co jednoznacznie wskazuje na jego zdolnos$é do
podjecia warto$ciowej pracy badawczej. Zaprezentowane wyniki zostaly przez doktoranta
poprawnie przedyskutowane i stusznie uznane za wnoszace oryginalny wkiad do wiedzy na
temat molekularnych mechanizméw funkcjonowania wirusa ORVF. Istnieja podstawy do
wyroznienia pracy stosowng nagrodg.

Stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa bez watpienia spelnia wymagania obowigzujacej
ustawy o tytule i stopniach naukowych. Z pelnym przekonaniem wnosz¢ do Rady
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG/GUMed o dopuszczenie mgr Krzysztofa
Lacka do dalszych etapé6w przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Jarostaw Marszatek
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