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Aspekty formalne. Recenzje sporzadzono na podstawie uchwaty Rady Dyscypliny Nauk
Biologicznych SGGW w Warszawie z dnia 30.10.2025 (6/NB-2025/2026), zgodnie z ustawg z
dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024 poz. 1571) oraz
przepisami wewnetrznymi SGGW. Recenzje przygotowano w oparciu o art. 187 PSWiN oraz
Regulamin SGGW — Zafacznik nr 3.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Marianny Krysiniskiej pt. ,, Ewolucja
domen ADP-rybozylotransferaz i kinaz oraz bioinformatyczne poszukiwanie nowych rodzin”,
w dyscyplinie nauki biologiczne, zostata przygotowana w Instytucie Biologii SGGW w
Warszawie w formie rozprawy opartej o cykl trzech publikacji. Praca powstata pod
kierunkiem dr. hab. Krzysztofa Pawtowskiego (University of Texas Southwestern Medical
Center; Howard Hughes Medical Institute, Dallas, USA), a promotorem pomocniczym byta dr
hab. Matgorzata Dudkiewicz (Katedra Biochemii i Mikrobiologii, Instytut Biologii, SGGW).
Badania stanowigce podstawe rozprawy byty wspétfinansowane ze srodkéw Narodowego
Centrum Nauki w ramach projektéw nr 2019/33/B/NZ2/01409 oraz 2023/49/N/NZ2/03440.

Rozprawa zawiera streszczenia w jezyku polskim i angielskim, a takze jednoznacznie
sformutowany cel i hipoteze badawcza, opis danych i metod, syntetyczne omodwienie
publikacji, wnioski oraz bibliografie. Zatgczono petne teksty trzech publikacji wchodzgcych w
sktad cyklu wraz z oswiadczeniami wspdtautoréw, co pozwala na ocene wktadu witasnego.

Cel i zakres pracy. Przedmiotem rozprawy, przygotowanej w formie cyklu trzech publikacji,
jest bioinformatyczna identyfikacja i charakterystyka domen ADP-rybozylotransferaz (ART)
oraz domen kinazowych w kontekscie patogenezy bakterii z rodzaju Legionella. Motywacjg
do podjecia badan jest to, ze zarowno ADP-rybozylotransferazy, jak i kinazy nalezg do
enzymow wykorzystywanych przez Legionella jako efektory, czyli biatka wprowadzane do
komorki eukariotycznego gospodarza w trakcie infekcji w celu modyfikowania jego proceséw
komodrkowych; ich rozpoznanie i charakterystyka sg wiec istotne dla zrozumienia
mechanizmdw patogenezy. Analiza tych domen stanowita jednoczesnie istotne wyzwanie
metodologiczne, poniewaz ich duza dywergencja powoduje, ze homologiczne biatka czesto
wykazujg ponizej 10% identycznosci sekwencji (tzw. twilight zone), co utrudnia ich



identyfikacje i klasyfikacje w oparciu wytgcznie o porédwnania sekwencji. W pracy postawiono
pytania o repertuar i zréznicowanie domen ART w panproteomie Legionella, o istnienie
dodatkowych, dotad nieopisanych rodzin ART-podobnych oraz o sktad i zréznicowanie domen
kinazowych Legionella. Dwie publikacje (1 i 3 w wykazie) dotyczg bezposrednio Legionella,
natomiast trzecia (2 w wykazie) jest skoncentrowana na nowej rodzinie eukariotycznej biatek
ART-podobnych i stanowi uzupetnienie watku ADP-rybozylacji oraz poszukiwania odlegtych
homologdw.

Materiaty i metody. Autorka wyrdznita dwa réwnolegte podejscia do wykrywania odlegtych
homologédw domen enzymatycznych: standardowe (4.1) i alternatywne (4.2). Podejscie
standardowe oparto o sprawdzone, aktualne metody sekwencyjne do wykrywania homologii
(FFAS/HHpred), uzupetnione o nowoczesne narzedzia predykcji i pordwnan struktur biatek
(AlphaFold2/RoseTTAFold) oraz analizy pomocnicze (m.in. klasteryzacje sekwencji, analize
konserwacji, analize kontekstu genomowego, filogeneze). Uwzglednienie informacji
strukturalnej byto istotne dla potwierdzania i doprecyzowania wynikéw uzyskanych na
podstawie poréwnan sekwencji, zwtaszcza w przypadku bardzo odlegtych homologéw. W
podejsciu alternatywnym (4.2), zastosowanym m.in. do poszukiwarn domen ART, punktem
wyijscia byly referencyjne struktury ART, ktdre wykorzystano do przeszukania zbioru modeli
struktur rodzin Pfam (modele trRosetta/RoseTTAFold) z uzyciem poréwnan strukturalnych
(TM-align); uzyskane trafienia weryfikowano nastepnie narzedziami sekwencyjnymi ze $ciezki
standardowej. Wyniki analiz zostaty uporzagdkowane i udostepnione w dwdch publicznych
bazach online opracowanych w ramach rozprawy: astARTe (ART)
http://bioinfo.sggw.edu.pl/astarte/ oraz Kintaro (kinazy) http://bioinfo.sggw.edu.pl/kintaro/.

Czesci sktadowe rozprawy. W sktad rozprawy wchodzg trzy publikacje:

1. Krysinska M, Gradowski M, Baranowski B, Pawtowski K, Dudkiewicz M. A survey of
ADP-ribosyltransferase families in the pathogenic Legionella. BMC Genomics. 2025
Oct 14;26(1):915. doi: 10.1186/s12864-025-11994-z.

2. Wyzewski Z, Gradowski M, Krysinska M, Dudkiewicz M, Pawtowski K. A novel
predicted ADP-ribosyltransferase-like family conserved in eukaryotic evolution. Peer).
2021 Mar 10;9:e11051. doi: 10.7717/peerj.11051.

3. Krysinska M, Baranowski B, Deszcz B, Pawtowski K, Gradowski M. Pan-kinome of
Legionella expanded by a bioinformatics survey. Sci Rep. 2022 Dec 16;12(1):21782.
doi: 10.1038/s41598-022-26109-x.

Poza trzema publikacjami rozprawa zawiera sekcje porzadkujgce kontekst oraz cel badan
(sekcje 1-3), opis przyjetej metodyki (sekcja 4) oraz syntetyczne omdwienie publikacji i
wspdlne wnioski (sekcje 5-6). W catym cyklu stosowano zasadniczo jednolite podejscie
(bioinformatyczne wykrywanie i charakterystyka odlegtych homologéw z wykorzystaniem
metod sekwencyjnych oraz analiz strukturalnych), przy czym publikacja 2 ma charakter
uzupetniajgcy wzgledem prac dotyczacych Legionella.



Omowienie publikacji wchodzacych w skiad rozprawy. Przedstawione publikacje tgczy
wspolny problem badawczy oraz spdjna metodyka: identyfikacja i charakterystyka bardzo
odlegtych homologéw domen enzymatycznych z wykorzystaniem czutych metod
sekwencyjnych wspartych analizg struktury biatek, co jest szczegdlnie istotne przy duzej
dywergencji sekwencji. Dwie prace (1 i 3) odnoszg te metodyke do patogenezy bakterii z
rodzaju Legionella, porzadkujgc repertuar dwoéch klas domen efektorowych: ADP-
rybozylotransferaz oraz kinaz. Trzecia praca stanowi uzupetnienie watku o ADP-rybozylacji
poprzez opis nowej rodziny ART-podobnej konserwowanej u eukariontéw, w tym u cztowieka.

Omoéwienie publikacji 1 (A survey of ADP-ribosyltransferase families in the pathogenic
Legionella). W pracy przeprowadzono poszukiwanie domen ADP-rybozylotransferaz w
proteomach 41 gatunkdéw rodzaju Legionella, z wykorzystaniem metod sekwencyjnych do
wykrywania odlegtej homologii, wspartych modelowaniem struktury (w tym analizg wigzania
NAD*) oraz poréwnaniami struktur biatek. Struktury wykorzystano do potwierdzania
przynaleznosci zidentyfikowanych kandydatow do nadrodziny ART; niezaleznie wykonano
takze screening strukturalny (podejscie ,alternatywne” zdefiniowane przez doktorantke), w
ktorym referencyjne struktury ART poréwnano z modelami struktur rodzin Pfam, co pozwolito
przypisaé¢ rodzine DUF4291 do nadrodziny ART mimo braku jednoznacznego sygnatu
sekwencyjnego. Celem byto zidentyfikowanie i sklasyfikowanie rodzin ART-podobnych, w tym
rodzin potencjalnie zwigzanych z patogenezg oraz biatek o cechach efektorowych. W wyniku
analiz wytypowano 63 biatka o istotnym podobienstwie do ART, pogrupowane w 39 rodzin,
w tym 26 nowych. Dodatkowym zrédtem argumentow funkcjonalnych jest analiza sgsiedztwa
genomowego: dla DUF4291 pozwolito to na powigzanie tej rodziny z modutami genowymi
zwigzanymi z ADP-rybozylacjg i procesami zaleznymi od RNA. Wyniki udostepniono online w
bazie astARTe (http://bioinfo.sggw.edu.pl/astarte/).

Omowienie publikacji 2 (A novel predicted ADP-ribosyltransferase-like family conserved in
eukaryotic evolution). W pracy zidentyfikowano nowg, konserwowang u eukariontéw
rodzine domen ART-podobnych, z cztowiekiem jako jednym z przedstawicieli (biatko
LRRCY9). Analizy oparto przede wszystkim o ,standardowe” podejscie sekwencyjne do
wykrywania odlegtej homologii (m.in. FFASO3, HHpred), uzupetnione modelowaniem i analiza
struktury domeny oraz oceng konserwacji kluczowych motywdéw potencjalnego miejsca
aktywnego (nie stosowano tu podejscia , alternatywnego” w sensie strukturalnego screeningu
na duzych zbiorach modeli). Wykazano, ze zidentyfikowana domena ART-podobna jest
osadzona pomiedzy domenami LRR, co sugeruje jej mozliwe powigzanie z mechanizmami
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej (przy czym argument ma charakter analogii
wynikajgcej z obecnosci domen LRR i nie stanowi rozstrzygajgcego dowodu funkcjonalnego).
Co wiecej wykazano, ze uktad i konserwacja reszt w potencjalnym miejscu aktywnym istotnie
odbiegaja od typowych enzyméw ART, co doprowadzito do hipotezy o funkgji
pseudoenzymatycznej, tj. braku typowej aktywnosci transferazy ADP-rybozy przy zachowaniu
mozliwej roli regulacyjnej lub wigzacej.



Omoéwienie publikacji 3 (Pan-kinome of Legionella expanded by a bioinformatics survey). W
pracy wykonano przeglad domen kinazowych kodowanych przez genomy rodzaju Legionella
w kontekscie ich roli w patogenezie jako biatek efektorowych translokowanych do komérki
gospodarza. Analizy prowadzono przede wszystkim ,standardowym” podejsciem
sekwencyjnym do wykrywania odlegtej homologii, uzupetnionym modelowaniem i
porodwnaniami struktur, co byto istotne ze wzgledu na nietypowos¢ i dywergencje wielu
rodzin. Potencjalny charakter efektorowy kinaz oceniano narzedziami bioinformatycznymi do
predykcji sygnatéw sekrecji. Warto podkresli¢, ze w analizie CLANS wiele nowych rodzin lokuje
sie peryferyjnie wzgledem kinaz eukariotycznych, co autorzy interpretujg jako argument
przeciw ich niedawnemu pochodzeniu od gospodarza. W wyniku analiz opisano 13 nowych
rodzin kinaz, okreslonych jako potencjalne efektory, oraz zestawiono je z 16 znanymi
rodzinami w ramach katalogu online w bazie Kintaro (http://bioinfo.sggw.edu.pl/kintaro/).

Praca, chociaz skupiajgca sie na innych domenach (kinazy), jest komplementarna w stosunku
do pierwszej publikacji, gdzie proteomy Legionella analizowano pod katem innej klasy
potencjalnych efektoréw (ADP-rybozylotransferaz).

Ocena merytoryczna.

Wiedza teoretyczna. Wstep i podsumowanie, ktérymi opatrzone sg publikacje wchodzgce w
sktad rozprawy, zostaty przygotowane sumiennie i w sposdb adekwatny wprowadzajg do
tematyki prac oraz uzasadniajg ich podjecie. Uwagi, ktére mam, sg w wiekszosci kosmetyczne,
ale dotycza kilku miejsc, gdzie warto doprecyzowaé tto teoretyczne. W czesci 1.2.1 opis
struktur drugorzedowych jest dosc skrétowy i moze sprawiaé wrazenie niepetnego; podobnie
czesci 4.1 i 4.2 sg zbyt zwiezte i brakuje w nich przedstawienia istoty obu podejs¢, ze
szczegdlnym uwzglednieniem kryteridw przejs¢ miedzy kolejnymi etapami. Poniewaz
wszystkie prace przyjmujg perspektywe ewolucyjng w identyfikacji i katalogowaniu domen,
zwracam uwage na brak omoéwienia poje¢ homologii i analogii w kontekscie ewolucji biatek.
Ma to znaczenie, poniewaz cze$¢ domen zostata zidentyfikowana lub potwierdzona jedynie w
oparciu o podobienstwo strukturalne przy braku jednoznacznego podobienstwa
sekwencyjnego. Przypadki te s3 w publikacjach opisane rzetelnie, a autorzy przedstawiajg
dodatkowe przestanki (konserwacja kluczowych reszt, syntenia/kontekst genomowy), jednak
w takich sytuacjach nalezy pamietaé o teoretycznej mozliwosci konwergencji (ktéra np. jest
przypuszczana w kontekscie zwoju Rossmanna). Nie traktuje tego jako istotnego zastrzezenia
do wynikéw doktorantki, ale kierunek warty zbadania, zwtaszcza jesli przeszukania
strukturalne zwrdcity przypadki brzegowe, ktore ostatecznie zostaty odrzucone na podstawie
innych kryteridw.

Oryginalnos$¢ rozwigzania problemu badawczego. Przedfozona praca stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego poprzez zastosowanie solidnej i dobrze zaplanowanej
metodyki do jasno zdefiniowanego zadania badawczego. Chociaz wiekszos¢ uzytych narzedzi
to klasyczne metody bioinformatyczne, zostaty one potgczone w sposéb przemyslany i
wskazujacy na dobre rozumienie istoty problemu wykrywania odlegtej homologii. Na uwage



zastuguje takze wiaczenie do analiz najnowszych osiggnie¢ metodologicznych w zakresie
przewidywania struktury biatek. Ten element jest istotny dla zwiekszenia czutosci i
wiarygodnosci identyfikacji, co znajduje odzwierciedlenie w wynikach przedstawionych w
publikacjach, w tym w wyodrebnieniu nowych rodzin ART i kinaz. Rezultaty badan stanowiag
wartos$¢ dodang, a dzieki publikacji w recenzowanych czasopismach mogg sta¢ sie punktem
wyjscia do dalszej weryfikacji doswiadczalnej, takze przez inne zespoty.

Wkiad wiasny oraz samodzielnos¢ naukowa doktorantki. Na podstawie oswiadczen
wspotautorow wktad doktorantki w publikacje 1 i 3 nalezy ocenié jako wiodgcy i obejmujgcy
kluczowe elementy pracy badawczej: od wspoéttworzenia koncepcji, przez wykonanie
wiekszosci analiz obliczeniowych, po opracowanie wynikéw i przygotowanie manuskryptu. W
publikacji 1 doktorantka deklaruje wykonanie zasadniczej czesci analiz (m.in. wykrywanie
odlegtych homologdéw, pordéwnania sekwencyjne i strukturalne, modelowanie, analizy
sgsiedztwa genomowego) oraz przygotowanie gtéwnej wersji tekstu i materiatow
uzupetniajgcych, a oswiadczenia pozostatych wspoétautorow wskazujg ich udziat jako
czastkowy. W publikacji 3 wktad doktorantki obejmuje identyfikacje i charakteryzacje nowych
rodzin, analizy podobieAstw sekwencyjnych, analizy taksonomiczne i filogenetyczne oraz
przygotowanie roboczych wersji manuskryptu; wktady wspdtautoréw majg charakter
uzupetniajgcy. W publikacji 2 doktorantka nie jest pierwszg autorkg, a jej udziat (zgodnie z
oswiadczeniem) dotyczy konkretnych analiz (architektura domenowa LRRC9, podobienstwa
strukturalne, analizy filogenetyczne oraz przygotowanie rysunkéw i tabel), co nalezy uznac za
istotny, lecz czesciowy wktad wspodtautorski. Deklarowany udziat doktorantki w
opublikowanych pracach, solidna logika stojgcych za nimi badan, bardzo dobry dobdr metod
oraz dyskusja wynikow Swiadczg o jej wysokiej samodzielnos$ci naukowej.

Uwagi i pytania. Istotng uwaga praktyczna jest niedostepnosc serwerdw. Zarowno astARTe
http://bioinfo.sggw.edu.pl/astarte/ jak i Kintaro http://bioinfo.sggw.edu.pl/kintaro/

zwracaty btad (timeout error) w momencie przygotowywania recenzji, co w moim odczuciu
ogranicza dostepnosc¢ uzyskanych wynikéw. W spisie tresci jest literowka (zarowno publikacja
5.1 jak i 5.2 jest oznaczona jako ,1.”).

Pytania do doktorantki:

1. Dlaczego w analizach nie zastosowano programu Foldseek? Jakie bytyby zalety i
potencjalne ryzyka zastosowania tego narzedzia zamiast klasycznych podej$é takich
jak TM-align, DALI czy FatCat? Zwracam uwage, ze Foldseek jest wymieniony na
schemacie metodyki (Rys. 5) rozprawy, chociaz nie pojawia sie on w metodach z
publikacji.

2. W ostatnich latach na popularnosci zyskujg metody do wykrywania odlegtej homologii
oparte o biatkowe modele jezykowe (np. pLM-BLAST:
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/plmblast). Czy ich zastosowanie mogtoby byé

korzystne w tego typu projektach? Czy doktorantka znajduje jakie$ przypadki, w



ktorych metody pLM wskazujg na statystycznie istotne podobienistwo sekwencji (a
wiasciwie ich reprezentacji, ang. embeddings), dla ktdrych obecne podejscie wykazato
jedynie podobienstwo strukturalne?

3. Jak doktorantka ocenia mozliwos¢, ze niektore ze zidentyfikowanych biatek sg w
istocie analogami, a nie homologami? Jakie strategie (takze w kontekscie innych
badan) mozna zastosowad, aby uwiarygodni¢ hipoteze o homologii biatek
wykazujgcych jedynie podobienstwo strukturalne?

4. W pracach 1i 3 wigczano do dalszych analiz trafienia statystycznie nieistotne, co ma
uzasadnienie w kontekscie zwiekszenia czufosci, ale tez niesie ryzyko fatszywych
pozytywow. Jak liczne byty przypadki graniczne? Czy ostatecznie odrzucone przypadki
byty ewidentnie btedne, czy tez raczej zbyt niepewne? Jaki byt ich charakter (np. brak
konserwacji kluczowych motywodw, niespdjny kontekst genomowy/syntenia)?

Podsumowanie oceny i rekomendacja. Praca w catosci opiera sie na wynikach
opublikowanych w recenzowanych czasopismach (suma [F=11,3; wedtug danych
przytoczonych w rozprawie). Na uwage zastuguje konsekwentnie zastosowana, ewolucyjnie
zorientowana perspektywa, ktéra pozwolita osiggnac cele pracy, tj. przejsé¢ od identyfikacji
domen do hipotez o ich mozliwej funkcji i znaczeniu w kontekscie patogenezy. Stwierdzam,
ze rozprawa spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim w zakresie: (1) wiedzy
teoretycznej doktorantki, (2) samodzielnosci naukowej oraz (3) oryginalnosci rozwigzania
problemu badawczego. Wnosze o dopuszczenie rozprawy do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Jednocze$nie wnioskuje o wyrdznienie
rozprawy. Uzasadnieniem jest szczegdlnie wysoki poziom naukowy pracy: skala uzyskanych
wynikéw (identyfikacja nowych rodzin domen oraz ich charakterystyka w ujeciu
ewolucyjnym) oraz ich przetozenie na testowalne hipotezy funkcjonalne istotne dla
zrozumienia patogenezy. Dodatkowym atutem jest rzetelna metodyka wykrywania odlegtych
homologdéw, oparta na konsekwentnym tgczeniu czutych metod sekwencyjnych z analizg
strukturalng, co istotnie zwieksza czutos¢ podejscia.

Stanistaw Dunin-Horkawicz
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