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Kiedy pod koniec 2019 roku oczy catego $Swiata zwrdcone byty na rozwijajaca sie sytuacje
epidemiologiczng w Chinach, zwigzang z nowym wirusem RNA, mato o0sdéb mogto
przewidziec jak katastrofalne skutki przyniesie pandemia spowodowana SARS-CoV-2. Miliony
zgondw i biliony dolaréw strat uzmystowity nam, ze nawet najmniejsze patogeny ludzkie,
jakimi sg wirusy, moga catkowicie zaburzy¢ normalne zycie. W podobny sposéb, wirus grypy
rok po roku atakuje miliony ludzi i prowadzi do setek tysiecy zgondéw. Niestety, od czasu do
czasu nowe szczepy tego wirusa powodujg pandemie, ktore tak jak SARS-CoV-2, mogg mieé
bardzo ciezkie skutki dla ludzkiej populacji. Z tego wzgledu, poznawanie biologii tych
wiruséw jest niezwykle istotne z punktu widzenia poznawczego, ale rowniez z punktu
widzenia przygotowania na kolejne pandemie, ktére z pewnoscig, beda sie pojawiac i

zagrazac milionom istnien ludzkich i gospodarce catego swiata.



Gtéwnym obiektem rozprawy doktorskiej Pani Barbary Szutkowskiej byt wirus grypy typu A
(IAV), ktory powoduje corocznej zakazenia, jak rowniez spowodowat znane pandemie t.j.
grypa hiszpanka czy ‘Swinska grypa’. Wirus ten jest zbudowany z 8 segmentdéw (-) RNA, ktdre
sg zapakowane w otoczke wirusowg, ztozong z komodrkowe] btony biatkowo-lipidowej jak
rowniez biatek wirusa, ktore pomagajg mu w replikacji swojego materiatu genetycznego jak i
infekcji komadrek. Po przedostaniu sie do komorki, wirusowe RNA (VRNA), ulega przepisaniu
na kodujace (+) mRNA i replikacyjne (+) cRNA. Po translacji wszystkich biatek wirusowych
nastepuje pakowanie nowych czasteczek wirusa i uwalnianie ich z komérek w celu ponownej
infekcji. Pomimo tego, ze caty cykl replikacji wirusa jest dobrze poznany struktury
poszczegblnych segmentdw jak i ich oddziatywania z biatkami ludzkimi nie sg do korica
poznane. Dogtebne okreslenie tych struktur pozwolitoby na zaprojektowanie lekdw,
nakierowanych na wirusowe RNA, ktére pomogtyby przy leczeniu ludzi zainfekowanych

wirusem grypy.

Wiekszos¢ dotychczasowych prac badajgcych strukture RNA wirusa opierata sie na metodach
in vitro, czyli badania struktury RNA poszczegdlnych segmentéw w odosobnieniu bez
czynnikdw komdrkowych. Mgr Barbara Szutkowska w swojej pracy doktorskiej podjeta sie
bardzo ambitnego celu — ustalenia struktury segmentéw RNA wybranego szczepu IAV, in
vitro, in virio (czyli w kontekscie wyizolowanego wirusa grypy), jak rowniez in cellulo (czyli w
kontekscie zainfekowanych komodrek ludzkich). W celu osiggniecia tego celu Mgr Szutkowska
uzyta nowatorskich metod mapowania struktur drugorzedowych z wykorzystaniem
sekwencjonowania nowej generacji. Istotne jest réwniez to, ze wyniki badan we wszystkich
warunkach zostaty ze sobg porédwnane. Pozwolito to po raz pierwszy zobaczy¢, jak jest
zachowana struktura z badan in vitro do tych uzyskanych w bardziej fizjologicznych

warunkach. W mojej ocenie, najwazniejsze konkluzje tej pracy doktorskiej to:



1. Globalne struktury drugorzedowe segmentéw IAV rdznig sie znaczaco miedzy

badaniami in vitro, in virio i in cellulo.

2. W segmentach IAV istniejg lokalne struktury RNA, ktore wystepujg zaréwno in vitro,

in virio i in cellulo.

3. Struktury, o ktérych mowa w pkt. 2 stanowig bardzo ciekawy ‘punkt zaczepienie’ w
celu projektowania nowych interwencji molekularnych, nakierowanych na

hamowanie namnazania sie i infekcyjnosci wirusa grypy.

Struktura rozprawy doktorskiej jest bardzo dobrze zaprojektowana i sktada sie z i) jasno
okreslonego celu pracy, ii) streszczenia, iii) abstraktu w jezyku angielskim, iv) obszernego i
petnego wstepu literaturowego, v) wynikow i dyskusji, vi) podsumowania, vii) materiatéw i
metod, viii) dodatku i ix) bibliografii. Wiekszos¢ rycin jest bardzo dobrze zaprezentowana i
opisana. Niestety, na niektdrych rycinach czcionka jest zbyt mata. Szczegdlng uwage
przykuwa wstep literaturowy, ktéry w bardzo przystepny sposéb opisuje cykl replikacji
wirusa grypy jak i strukture, i funkcje wirusowych RNA i biatek. W mojej opinii, pozwoli on na
przyswojenie informacji dotyczgcych wirusa grypy nawet osobg, nie majgcym duzej wiedzy
na tematy wirusowe. Wybor potgczenia wynikdéw i dyskusji zawsze niesie za sobg mozliwos¢
braku spdjnej i globalnej interpretacji i dyskusji. Do pewnego stopnia zmaterializowato sie to
w tej rozprawie doktorskiej, gdyz podsumowanie zajeto tylko 6 stron. Jedynym brakujgcym
elementem sg przyszte kierunki prac, wynikajgce z przedstawionych rezultatow. Mysle, ze na

tym etapie, mozna by przedstawi¢ jakie eksperymenty potwierdzg istnienie



zaproponowanych struktur, lub w jaki sposéb wiedza o lokalnych strukturach zostanie

wykorzystana w celach terapeutycznych.

Ponizej przedstawiam bardziej szczegétowe komentarze dotyczgce rozprawy doktorskie;j.

1. Na stronie 55 wystepuje cytowanie Lee et al. Czytajgc tg tres¢ nie ma mozliwosci
odnalezienie tej pracy zaréwno w bibliografii (46. Lee et al., 152. Lee et al.,) jak i w
PubMed (133895 rezultaty Lee [first author]).

2. Transkrypcja in vitro segmentu 8 vVRNA IAV wprowadza GGG na 5 koncu. Naturalny
koniec 5’ segmentu 8 VRNA to A. Taka zmiana moze spowodowac inne sktadanie sie
czasteczki RNA i tym samym profil odmienny od tego uzyskanego w badaniach in virio
czy in cellulo.

3. Na stronie 64 czytamy, ze wykonana zostata reakcja PCR w czasie rzeczywistym.
Prawdopodobnie chodzito tu to reakcje odwrotnej transkrypcji potgczong z PCR w
czasie rzeczywistym — czyli qRT-PCR.

4. Na jakiej podstawie zostat przypisany prazek na zelu SDS do biatka wirusowego na
Rycinie 22? Czy zostato wykonane badanie spektrometrii masowej?

5. W wielu miejscach rozprawy doktorskiej czytamy, ze ‘wyniki mapowania korelujg ze
strukturg drugorzedowg’. Tym niemniej, jedynym dowodem na to sg ryciny o w miare
niskiej rozdzielczosci. Mysle, ze o wiele lepiej bytoby okresli¢ tg korelacji w postaci
liczby, np. procentu miejsc korelujgcych z jednoniciowg strukturg RNA, gdyz w wielu
przypadkach sygnaty modyfikacji zmapowane sg na struktury dwuniciowe.

6. Rycina na stronie 102 powinna mie¢ numer 47, a nie 1.

7. Rycina 61 przedstawia catkowicie rézne struktury uzyskane in virio i in cellulo. Jaka
jest przyczyna, ze in cellulo nie widzimy wiekszosci struktur w centralnej czesci

segmentéw 1, 2, 3,4i6?



8. Najwazniejszy i najpetniejszy obraz struktury RNA wirusa grypy jest przedstawiony na
rycinie 67. Jasno i ewidentnie wskazuje, ze przewidywanie struktur RNA w
wyizolowanych warunkach in vitro, przedstawia zupetnie inny obraz, ktory
prawdopodobnie nie jest zachowany w strukturach tego samego RNA, wystepujacych
w warunkach komérkowych. To powinno by¢ centralng osig dyskusji jak i istotng

nowoscig do zaprezentowania w publikacji.

Uwazam, ze przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie ustawowe wymogi stawiane pracom
doktorskim. Prosze Rade Naukowgq Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o

dopuszczenie mgr Barbary Szutkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Podsumowujgc, rozprawa doktorka mgr Barbary Szutkowskiej jest niezwykle interesujaca,
nowatorskg i wazng pracg badawczg. Tym samym wnioskuje o wyrdznienie dla tej rozprawy.
Pomimo bardzo duzego postepu metodologicznego, mapowanie struktur RNA w komérkach
jest bardzo trudnym zadaniem. Nacelowanie takich badan na RNA wirusa grypy, ktéry moze
spowodowac kolejng pandemie, jest logiczne i jak najbardziej czasowe. Rezultaty badan mgr
Barbary Szutkowskiej z pewnoscig przyczynig sie do wyboru celéw terapeutycznych, ktére w

przysztosci mogg zaowocowac nowymi, bardziej skutecznymi terapiami antywirusowymi.

Z powazaniem,

prof. dr hab. Gracjan Patryk Michlewski
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