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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marianny Krysinskiej

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Marianny Krysinskiej jest zatytutowana
»Ewolucja domen ADP-rybozylotransferaz i kinaz oraz bioinformatyczne poszukiwanie nowych
rodzin” (ang. “Evolution of ADP-ribosyltransferase and kinase domains and bioinformatic search for
new families”). Promotorem rozprawy jest dr. hab. Krzysztof Pawtowski z University of Texas
Southwestern Medical Center oraz Howard Hughes Medical Institute w Dallas w USA.
Promotorkg pomocniczg jest dr hab. Matgorzata Dudkiewicz z Katedry Biochemii i Mikrobiologii,
Instytutu Biologii, Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Tematyka rozprawy
dotyczy poszukiwania nowych rodzin enzymdw z klasy transferaz: ADP-rybozylotransferaz oraz
kinaz, w szczegélnosci u bakterii z rodzaju Legionella, przy uzyciu metod bioinformatycznych
opartych na poréwnywaniu sekwencji i struktur.

Na rozprawe skfadajgsie trzy opublikowane artykuty w renomowanych anglojezycznych
czasopismach naukowych (BMC Genomics, Peerl i Scientific Reports). Artykuty te przeszty zewnetrzne
recenzje przez ekspertow w dziedzinie. Sg to obszerne oryginalne prace, zawierajgce suplementy
oraz dwie publicznie dostepne bazy danych. Zatagczone artykuty poprzedza niezalezne wprowadzenie
(okoto 20 stronicowe) w jezyku polskim napisane przez autorke rozprawy. Wprowadzenie podzielone
jest na rozdziaty: Wstep, Cel i zakres pracy, Hipoteza badawcza oraz Metodyka. Po Wprowadzeniu
autorka krétko omawia i zatacza trzy artykuty. Nastepnie podsumowuje swojg rozprawe, umieszcza
bibliografie zawierajagcg odniesienia do 84 artykutdéw oraz oswiadczenia, swoje i wspdétautorow,
dotyczace indywidualnych udziatéw w pracach zbiorowych.

W rozdziale Wstep pani Krysinska omawia, czym zajmuje sie bioinformatyka; opisuje pojecia
bioinformatyczne, gtdwne narzedzia i bazy danych bioinformatycznych, a takze zastosowania
bioinformatyki. Nastepnie autorka opisuje budowe biatek. Skupia sie na enzymach i w skrécie opisuje
mechanizm dziatania enzymoéw, kofaktory, inhibicje reakcji enzymatycznych oraz klasyfikacje
enzymow. Kolejne podrozdziaty poswiecadwom typom enzymow, ktére klasyfikowata i
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charakteryzowata w rozprawie doktorskiej, oraz katalizowanym przez nie reakcjom. Rozpoczyna od
ADP-rybozylacji, ktéra jest modyfikacjg post-translacyjng biatek polegajgcg na kowalencyjnym
przytaczeniu ADP-rybozy. Te reakcje katalizujg ADP-rybozylotransferazy (ART). Modyfikacja ta jest
istotna w sygnalizacji komdrkowej i procesach prowadzacych do infekcji. W tej czesci Wstepu autorka
w skrécie opisuje te enzymy, ich zaangazowanie w procesy komoérkowe, patogeneze, dotychczasowg
klasyfikacje oraz wystepowanie. Dalej opisuje kinazy biatkowe i fosforylacje wraz z klasyfikacjg kinaz.
Wstep konczy omdéwieniem klasyfikacji ART i kinaz w oparciu o sekwencje i struktury wedtug bazy
rodzin Pfam oraz charakterystykg bakterii Legionella. Autorka skupia sie na bakteriach z rodzaju
Legionella, gdyz sg to patogeny wywotujgce m.in. legioneloze. W komérce gospodarza wytwarzajg
efektory, czyli biatka ingerujagce w szlaki sygnatowe i obronne gospodarza. Funkcje efektoréw
petnig tez ART i kinazy biatkowe, ktérych dziatanie prowadzi do inaktywacji biatek gospodarza.

Rozdziat 2 i 3 to odpowiednio cel pracy i hipoteza badawcza. Cel zostat poprawnie sformutowany i
dotyczy bioinformatycznej analizy rodzin ADP-rybozylotransferaz i kinaz w publicznych bazach
danych: badani ewolucji ich domen, poszukiwania nowych biatek zawierajgcych podobne do ART i
kinaz domeny oraz przewidywania ich funkcji. W szczegdlnosci celem byta kompleksowa analiza
proteomu bakterii Legionella i cztowieka w poszukiwaniu domen podobnych do ART i kinaz. Tak
postawione cele zostaty przez autorke osiggniete, a jej hipoteza badawcza zostata sprawdzona i
potwierdzona.

W rozdziale 4 autorka opisuje stosowane w pracy metody. Badania mgr Krysiiskiej opierajg sie na
poréwnaniu zaréwno sekwencji, jak i struktur biatek. Zastosowane metody sg podsumowane na
dwéch schematach. Podobienstwa strukturalne pozwolity na znalezienie odlegtych homologdéw, ktére
ujawnity rodziny niepodobne sekwencyjnie do znanych ART i kinaz. Niedostepne w bazach danych
struktury biatek zostaty przez autorke przewidziane. Metody wykrywania odlegtych homologii na
podstawie podobienstw struktur okazaty sie szczegdlnie istotne dla wykrycia nowych rodzin
badanych enzymow.

Pierwsza omawiana i zatgczona publikacja wchodzgca w sktad rozprawy zatytutowana "A survey of
ADP-ribosyltransferase families in the pathogenic Legionella" zostata opublikowana w czasopi$mie
BMC Genomics (IF = 3.7, punkty MNiSW = 140) w roku 2025. Mgr Krysinska jest pierwszym z pieciu
wspotautoréw tej pracy (ostatnimi wspdtautorami sg promotorzy).

W tej pracy autorzy zbadali enzymy ART w obrebie rodzaju Legionella. Celem tego projektu byta
analiza proteomoéw ponad 40 gatunkéw Legionella w celu zidentyfikowania i scharakteryzowania
nowych rodzin biatek podobnych do ART. Analizy poréwnawcze wykazaty podobienistwa sekwencyjne
i strukturalne (m. in. przy uzyciu narzedzia AlphaFold) miedzy nowymi rodzinami przypominajgcymi
ART a znanymi ART. Zidentyfikowanie nowych rodzin przypominajacych ART jest kluczowe dla
zrozumienia patogennosci bakterii Legionella oraz  moie wspomdc opracowanie strategii
terapeutycznych.

Autorzy zidentyfikowali ponad 60 biatek wykazujgcych podobienstwo do ART, w tym ponad 20
nowych rodzin. Przewidzieli, ze wiekszos¢ biatek nowych rodzin ART to efektory. Moze to by¢ istotne,
gdyz ADP-rybozylacja jest kluczowym mechanizmem post-translacyjnej modyfikacji, przez ktéry te
patogeny przejmujg kontrole nad okreslonymi funkcjami komorki gospodarza. W wielu rodzinach



autorzy zidentyfikowali miejsca aktywne, typowe dla ART. W kilku rodzinach miejsca aktywne s3
czeSciowo niekonserwowane, co sugeruje, ze mogg to by¢ pseudoenzymy (biatka homologiczne do
aktywnych enzyméw, ale pozbawione aktywnosci katalitycznej).

Uwazam, ze praca ta stanowi istotny wktad w zrozumienie mechanizmdéw patogennosci tych bakterii
oraz ich oddziatywania z komdrkami gospodarza. Autorzy opublikowali kompletny katalog wynikow w
bazie danych astARTe dostepnej online. Mgr Marianna Krysinska opiekuje sie tg bazg danych.
Oceniam, ze narzedzie to bedzie istotnym Zréditem informacji dla badaczy zajmujgcych sie
patogennoscia Legionella.

Drugi z artykutéw wchodzacy w sktad rozprawy, o angielskim tytule "A novel predicted ADP-
ribosyltransferase-like family conserved in eukaryotic evolution", zostat opublikowany w czasopismie
Peer) (IF = 3,1, punkty MNiSW = 100) w roku 2021. Mgr Krysiiska wystepuje jako trzecia sposrod
pieciu wspotautorow tej pracy.

Badania bioinformatyczne w tej pracy rdéwniez dotyczyty enzymoéw z nadrodziny ADP-
rybozylotransferaz (ART), ale u eukariontéw. Gtéwnym wynikiem byto zidentyfikowanie i
scharakteryzowanie nowej rodziny domen podobnych do ART, ktére sg konserwowane w ewolucji
eukariontéw. Przy uzyciu metod bioinformatycznych autorzy wykazali, ze ludzkie biatko LRRC9
(Leucine-Rich Repeat Containing 9) oraz jego homologi posiadajg domene ART-podobng,
zagniezdzong pomiedzy domenami bogatymi w powtdrzenia leucynowe (LRR). Jednak ta nowo
odkryta rodzina domen ART-podobnych prawdopodobnie nie posiada klasycznej aktywnosci
enzymatycznej ADP-rybozylotransferazy, ze wzgledu na zmiany w miejscu aktywnym, co sugeruje, ze
domeny te moga by¢ tzw. pseudoenzymami. Autorzy nie wykluczyli jednak nietypowe] aktywnosci
ART lub innej funkcji enzymatycznej. Ostatecznie zaproponowali, ze rodzina LRRCY, tgczaca domeny
LRR z domeng ART-podobng, moze by¢ zaangazowana w mechanizm obronny komorki lub inne
mechanizmy sygnatowe.

Trzeci artykut wchodzgcy w skfad rozprawy doktorskiej o angielskim tytule "Pan-kinome
of Legionella expanded by a bioinformatics survey" zostat opublikowany w roku 2022 w czasopi$mie
Scientific Reports (IF = 4,6, punkty MNiSW = 140). Mgr Krysifiska jest pierwszg z pieciu wspotautoréw
tego artykutu.

Praca ta dotyczy systematycznego przeszukiwania genomoéw patogennych bakterii Legionella, ktére
dostarczajg wielu biatek efektorowych do komodrki gospodarza, w tym kinaz, aby przejaé¢ procesy
komdrkowe. W tej pracy autorzy skupili sie na kinazach i pseudokinazach. Zidentyfikowali 13 nowych
rodzin pseudo-kinaz, uznajac wszystkie za potencjalne efektory. Potwierdzone podobieristwa do
znanych kinaz zdeponowano w formie publicznej bazy danych o nazwie KINtaro. Praca istotnie ta
rozszerza katalog efektorow kinazowych wykorzystywanych przez te bakterie, aby manipulowaé
komédrkami gospodarza.

Rozprawa jest przygotowana poprawnie, a Wstep jest klarowny; nie znalaztam literowek. Czasem
opis jest zbyt uproszczony. Mam drobne uwagi do Wstepu rozprawy, ktére wymieniam ponizej, ale
ktére nie wptywajg na mojg ogdélng, bardzo dobrg ocene wynikéw zamieszczonych w rozprawie.



strona 24, "tancuch biatkowy zsyntetyzowany w komérce przez rybosom przypomina swobodnie

unoszacg sie w roztworze nitke..." Takie okreslenie nie jest precyzyjne i jest tez zbyt
popularnonaukowe jak na rozprawe doktorskg, gdyz faicuch polipeptydowy moze sie czesciowo
zwijac juz w tunelu rybosomu i na jego powierzchni, a takze czes¢ biatek wymaga do poprawnego

zwiniecia biatek opiekunczych.

strona 24, "w wyniku czego tworzy mniej lub bardziej sztywna bryte", poréwnanie zwinietej formy
biatka do bryly réwniez jest, wedtug mojej oceny, zbyt ogdlnikowe.

strona 25, "Wigzanie substratu z miejscem aktywnym enzymu jest bardzo specyficzng interakcja."
Oddziatywanie substrat-enzym nie zawsze jest bardzo specyficzne, gdyzistniejg enzymy, np.
proteazy, ktdre hydrolizujg wiele réznych substratdw (np. rézne sekwencje peptydow).

strona 25, "Miejsca aktywne to szczeliny lub rowki na powierzchni enzymu". Sg to raczej kieszenie lub
zagtebienia; nie spotkatam sie z okresleniem rowka lub szczeliny.

Po przeczytaniu rozprawy jestem tez ciekawa:

- czy potwierdzono doswiadczalnie funkcje efektorowg ktéregos przewidzianego przez autoréw
efektora ART.

- czy przewidywania strukturalne AlphaFold2 byty jako$ dodatkowo walidowane?

- ktéra z nowo zidentyfikowanych rodzin kinaz jest wedtug autorki najbardziej interesujgca?

- czy sg inne patogeny bakteryjne z podobnie rozbudowanym kinomem, czy rodzaj Legionella jest
szczegoblny?

W rozprawie autorka opisata swéj indywidualny wkfad do kazdej z publikacji wchodzacych w skfad
rozprawy. Zatgczyta takze podpisane oswiadczenia wspofautoréw o ich wktadzie. Z tych o$wiadczen
wynika, ze mgr Marianna Krysiriska miata wyodrebniony i dominujgcy wktad w przedstawione wyniki
badani. W przypadku pracy w BMC Genomics opracowata koncepcje projektu, przeprowadzita analizy
bioinformatyczne, przygotowata rysunki oraz tabele do gtdwnej czesci manuskryptu oraz suplementu,
a takze wspodtedytowata manuskrypt publikacji. Do publikacji w Peer), mgr Krysinska miafa
wspotudziat w doswiadczeniach in silico, analizie danych, przygotowaniu rysunkow i tabel do gtéwnej
czesci manuskryptu. Do pracy opublikowanej w Scientific Reports, mgr Krysinska przeprowadzita
wiekszo$¢ badan i analiz obliczeniowych, przygotowata rysunki, wykresy i tabele do gtdwnej czesci
artykutu oraz przygotowata manuskrypt publikacji.

Uwazam, ze cele rozprawy doktorskiej mgr Marianny Krysinskiej (analiza ewolucji, struktury i funkcji
rodzin enzymoéw ART oraz kinaz z wykorzystaniem metod bioinformatycznych) zostaty dobrze
postawione i opisane, w petni zrealizowane oraz sgzgodne z wynikami badan autorki.
Najistotniejszym osiggnieciem rozprawy byto zidentyfikowanie nowych rodzin enzymoéw — 26 nowych
rodzin ART u bakterii Legionella oraz 13 nowych rodzin kinaz biatkowych — przy wykorzystaniu metod
opartych na podobienstwach strukturalnych, ktére okazaty sie wydajniejsze od klasycznych metod
polegajacych jedynie na poréwnaniu sekwencji. Wyniki udostepniono w dwéch publicznych bazach
danych: astARTe i KINtaro. Uwazam, ze wkiad autorki w zrozumienie mechanizméw,
ktérymi Legionella manipuluje komérkami gospodarza poprzez ADP-rybozylacje, moze prowadzi¢ do
nowych podejs¢ terapeutycznych.



Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Marianny Krysinskiej jest zbiorem
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych (opatrzonych wstepem), w
ktorych powstanie mgr Krysinska miata indywidualny i dominujgcy udziat. Rozprawa przedstawia
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza wiedze teoretyczng mgr Marianny
Krysinskiej w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne oraz
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do
recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pdin. zm.) W zwigzku z tym wnosze o
dopuszczenie mgr Marianny Krysinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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