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Recenzja rozprawy doktorskiej
,Biatka rzeskowe potencjalnego szlaku kinaz MAP powigzane z aparatem centralnym rzeski
ruchomej Tetrahymena”
Dla: Rada Naukowa Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Doktorant: mgr inz. Justyna Sekretarska

Zaprezentowana do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Justyny Sekretarskiej zostata
wykonana w Pracowni Cytoszkieletu i Biologii Rzesek Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN pod opieka dr hab. Ewy Joachimiak. Rozprawa dotyczy stosunkowo stabo poznanego
zagadnienia, jakim jest struktura aparatu centralnego rzeski ruchomej oraz zwigzanych z nim kinaz
MAP. Jest to logiczna kontynuacja poprzednich badan Zespotu opublikowanych w 2021 przez
Promotorke Doktorantki (Joachimiakiin, 2021).

Rzeska to zakonserwowana organella komodrkowa obecna w wiekszosci komoérek
eukariotycznych; sktada sie z wystajacej poza obreb komaérki aksonemy oraz zakotwiczonego w bfonie
komodrkowej ciatka podstawnego. Dwa podstawowe typy rzesek to nieruchome rzeski czuciowe
(zwane takze pierwotnymi) oraz rzeski ruchome, petnigce gtéwnie role transportowga. Uposledzenie
ruchu lub brak rzesek ruchomych powoduje pierwotng dyskineze rzesek (PCD, z ang. Primary Ciliary
Dyskinesia). Do objawdéw PCD nalezg nawracajgce infekcje drég oddechowych, nieptodnos¢ meska, u
czesci pacjentow wystepuje takze odwrdcenie trzewi (situs inversus). Do tej pory zidentyfikowano
ok. 50 gendéw, ktérych mutacje powoduja PCD, jednak mutacje te sg w stanie zidentyfikowaé
przyczyne PCD jedynie u ok. 75% pacjentdéw. To oznacza, ze nalezy ciggle poszukiwaé nowych gendw,
ktére mogg byé odpowiedzialne za tg chorobe.

Struktura aksonemy rzeski ruchomej sktada sie z 9 dubletéw mikrotubul potozonych
obwodowo, a w czesci srodkowej rzeski znajduje sie aparat centralny, ztozony z dwdch mikrotubul
oraz biatek tworzgcych tzw. wyrostki. Aparat centralny jest potaczony z dubletami mikrotubul
obwodowych przez kompleksy szprych promienistych. Dane literaturowe sugerujg, ze aparat
centralny jest odpowiedzialny za inicjacje ruchu rzeski, sygnat ten nastepnie jest przekazywany dalej
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przez kompleksy szprych promienistych do obwodowych dubletéw mikrotubul zawierajgcych
makrokompleksy odpowiedzialne za generowanie ruchu. Jednakze, szczegéty dotyczace struktury
aparatu centralnego oraz mechanizmu inicjacji czy przekazywania sygnatu sg tylko czesciowo
poznane. Dlatego tez temat ten jest istotny, nie tylko ze wzgledu na samo zrozumienie mechanizmdw
regulacji ruchu rzeski, ale moze wnies¢ nowe informacje na temat sygnalizacji wewnatrzrzeskowej,
czy gendw aparatu centralnego potencjalnie zaangazowanych w PCD.

Opis formalny:

Rozprawa zostata przygotowana w formie manuskryptu, w typowym uktadzie zgodnym ze
standardami pracy naukowej. Rozprawa zawiera podziekowania, opis finansowania, spis tresci,
streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim, wykaz skrotéw, wstep, cele pracy, materiaty, metody,
wyniki, dyskusje z podsumowaniem oraz wnioski. W rozprawie znajdujg sie takze 8 tabel oraz 46
rycin. Rozprawe konczy spis literatury obejmujgcy ponad starannie dobranych 160 pozycji.

Wstep obejmuje klarowne wprowadzenie do tematu rzesek z syntetycznym opisem budowy
komplekséw wchodzgcych w skfad rzesek, roli aparatu centralnego oraz podsumowaniem aktualnej
wiedzy na temat roli kinaz MAP w komodrce i rzesce ruchomej. W ostatnim podrozdziale wstepu
opisano organizm modelowy, orzesek Tetrahymena thermophila, na ktdrym przeprowadzono
wszystkie doswiadczenia wchodzgce w sktad rozprawy.

Doktorantka uwaznie wybiera zagadnienia nad ktérymi sie skupia, swobodnie poruszajgc sie
w literaturze starszej i nowszej, dzieki czemu rozdziat ten jest zawiera wszystkie niezbedne
informacje, ale jednoczesnie jest zwiezty, klarowny i bez zbednych szczegétéw - jedynie 18 stron.
Wstep doskonale prezentuje wiedze teoretyczng Doktorantki na temat rzesek i ich struktury oraz
znajomosc literatury przedmiotu.

Cele pracy. Niedawne badania Promotor Doktorantki (Joachimiak i in. 2021), zidentyfikowaty
szereg biatek, ktérych poziom ulega zmianie (podwyzszeniu lub obnizeniu) po delecji biatek Spef2A
lub Cfap69, wchodzacych w sktad wypustki C1b aparatu centralnego. Niektdre ze zmienionych biatek
to biatka enzymatyczne, nalezgce do szlaku kinaz MAP, ktdre potencjalnie mogg brac¢ udziat w
regulacji aktywnosci biatek budujacych wypustke Clb aparatu centralnego, a takze w generacji i
regulacji sygnatéw przekazywanych z aparatu centralnego do promieni taczacych. Dlatego tez w
oparciu o poprzednie badania Zespotu, Doktorantka jako cel pracy wybrata okreslenie, czy biatka
Mapk3, Map2k7, Nek6, Dusp5, Pp2c oraz budujgca wyrostek C2c kinezyna Kif9 mogg stanowic
elementy i regulatory wspdlnego szlaku regulatorowego kinaz MAP w aparacie centralnym rzeski
ruchomej orzeska Tetrahymena. Doktorantka wyrdznita 6 celéw szczegdtowych: 1) analiza
bioinformatyczna badanych biatek; 2) zbadanie ich lokalizacji w komérkach Tetrahymena; 3)
identyfikacje potencjalnych partneréw biatka Dusp5 oraz 4) biatek tworzgcych trwaty kompleks z
biatkiem Dusp5; 5) identyfikacja wzajemnych oddziatywan bezposrednich biatek Mapk3, Map2k?7,
Nek6, Dusp5, Pp2c oraz Kif9, a takze 6) zbadanie roli biatek Dusp5 oraz Kif9 w komodrkach
Tetrahymena poprzez delecje gendw i porédwnanie fenotypu mutantéw do fenotypu komérek typu
dzikiego.

Kolejne rozdziaty rozprawy to Materiaty (13 stron) oraz Metody (38 stron). Zawierajg one
opisy odczynnikéw oraz licznych metod uzytych w rozprawie, od klasycznych metod biologii
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molekularnej i biochemicznej analizy biatek, az do specjalistycznych metod badani oddziatywan
miedzy biatkami (biolD, co-IP, MS/MS, pull-down). Na uwage zastuguje takze ponad 35 mutantéw
Tetrahymena uzyskanych przez Doktorantke (wymienione w Tabeli 4 w Metodach).

Rozdziat Wyniki liczy 57 stron i jest najobszerniejszg czescig rozprawy. Jest on podzielony na
7 podrozdziatéw, mniej wiecej zgodnych z celami szczegdtowymi pracy (realizacja celu 1 jest opisana
w podrozdziatach 5.1.i 5.2).

Przeprowadzone przez Doktorantke wnikliwe analizy filogenetyczne i domenowe badanych
biatek Mapk3, Map2k7, Nek6, Dups5, Pp2ci Kif9 wykazaty, ze wiekszo$¢ z tych biatek jest stosunkowo
dobrze zachowana w toku ewolucji i posiada zachowang funkcje enzymatyczng/ katalityczna. Jedynie
biatka Map2k7oraz Dusp5 s3 prawdopodobnie nieaktywne enzymatycznie, poniewaz
zakonserwowane motywy aminokwasowe niezbedne do dziatania enzymu (odpowiednio kinazy lub
fosfatazy) sg u nich zmienione.

Wykorzystujgc ligaze TurbolD przyfaczona do biatka Spef2a lub do biatka Dusp5a, Doktorantka
wykazata nastepnie, ze Dusp5 jest prawdopodobnie elementem wypustki C1b kompleksu pary
centralnej, natomiast ani Spef2a ani Dusp5 nie oddziatywaty trwale z badanymi kinazami MAP
(Map2k7, Nek6, Pp2c oraz Kif9).

Szczegdtowe badania pull-down przeprowadzone przez Doktorantke wykazaty m.in., ze Dusp5
potrafi oddziatywac z kinazami Mapk3, Map2k7 oraz Nek6, ale nie z biatkiem Pp2c-HA. Podobne
badania przeprowadzone dla wiekszosci badanych biatek pozwolity Doktorantce na stworzenie
modelu wzajemnych oddziatywan, w ktérym biatko Dusp5a tworzy trwaty kompleks z biatkami
wypustki C1b aparatu centralnego Tetrahymena tj. Spef2A, Cfap69, Androglobing, Cfap246/Lrguk,
Cfap174i TTHERM_00205170. Zaréwno biatko Dusp5a jak i Kif9 oddziatywaty ze wszystkimi badanymi
kinazami, tj, Mapk3, Map2k7 oraz Nek6, natomiast biatko Pp2c nie oddziatywato z zadnym z tych
biatek.

Analiza funkcji biatek strukturalnych aparatu centralnego rzeski, Dusp5 oraz Kif9, poprzez
badanie mutantéw KO tych biatek wykazaty, ze delecja zaréwno Dusp5 jak i Kif9 obniza tempo ruchu
komorek Tetrahymena oraz tempo regeneracji rzesek po eksperymentalnym odrzesieniu. Nie
zaobserwowano natomiast zmian w tempie proliferacji, fagocytozy czy dtugosci rzesek.

Badania przedstawione w rozdziale zostaty przeprowadzone zgodnie z regutami sztuki i
przedstawione zgodnie z najlepszymi zasadami prezentacji wynikéw naukowych. Ewentualne
odstepstwa od planowanych badan (np. brak mozliwosci przygotowania jakiegos mutanta) sg od razu
wspomniane, wraz z mozliwg przyczyng takiego stanu. Przestawione w rozdziale ryciny sg wyjatkowo
czytelne, pomimo ze czesto sg ztozone z kilkunastu paneli.

Dyskusja jest zwiezta i stanowi nie tylko podsumowanie wynikéw opisanych w rozprawie, ale
takze ich dyskusje w szerszym kontekscie. Doktorantka w uporzgdkowany sposdb przedstawia
podsumowanie wynikéw uzyskanych dla poszczegdlnych biatek, a nastepnie proponuje dla nich
funkcje w oparciu o dane literaturowe uzyskane dla biatek o podobnej strukturze. W dyskusji
Doktorantka zawarta takze propozycje dalszych badani, ktére mozna by przeprowadzié, aby
potwierdzi¢ hipotezy na temat funkcji biatka. Bardzo dobrym zabiegiem ufatwiajgcym zapamietanie
najwazniejszych wnioskéw jest umieszczenie na konicu Dyskusji podsumowania poczynionych
obserwacji oraz podsumowania wnioskdw sformutowanych na ich podstawie.
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Z obowigzku recenzenta nalezy wspomniec¢ o pewnych niedociggnieciach obecnych w pracy,
takich jak btedy interpunkcyijne, literowki, brak pkt. 5.6 w spisie tresci, czy btedne podpisanie mutanta
NEK6-3HA-pNeo4 jako nadprodukujgcego biatko Dusp5 (Tabela 4, str. 44). Mam takze szereg uwag
dotyczacych tekstu:

1. Wstep, rozdziat 1.2, str. 19: ...Zarowno rzeski pierwotne jak i rzeski ruchome zbudowane sq z
9 par mikrotubul rozmieszczonych obwodowo.(...) . W literaturze moéwi sie raczej o dubletach
mikrotubul obwodowych i o parze mikrotubul centralnych.

2. Wstep, rozdziat 1.2, str. 19: ...Kompleksy te rozmieszczone sq wzdtuz kazdej tubuli A cyklicznie
tworzgc tzw. jednostke rzeskowq o dtugosci 96 nm (Nicastro i in. 2006). W pojedynczym
powtdrzeniu rzeskowym znajdujg sie 4 zewnetrzne ramiona dyneinowe, 7 rdoznych pod
wzgledem budowy i funkcji wewnetrznych ramion dyneinowych, trzy promienie tqczgce oraz
kompleks N-DRC {(...). Pierwsze zdanie powinno sie uzupetni¢ o wyrazenie ‘powtdrzenie
rzeskowe’, bez tego trudno zrozumie¢, ze kolejne zdanie odnosi sie do tej samej struktury.

3. Metody, rozdziat4.7.4., str. 67: Podczas pomiaru dtugosci rzesek liczono minimum 100 rzesek.
Czy byty to rzeski pochodzace z 1 komérki Tetrahymena czy z wielu?

4, Metody, rozdziat 4.10.1, str.74: Doktorantka opisata metode znakowania
immunocytochemicznego komoérek Tetrahymena - ktéry z 3 opisanych na stronie 41
roztwordow utrwalajgcych byt uzywany?

5. Podrozdziat 5.1, analiza filogenetyczna biatek: Na jakiej podstawie wybrano organizmy do
analizy bioinformatycznej programem SMART?

6. Ryc. 21: analiza czasu biotynylacji biatek sasiadujgcych ze Spef2A-HA-TurbolD metoda
Western Blot. 15 min i 30 min wyglgdajg bardzo podobnie. Na jakiej podstawie wybrano czas
30 minut a nie 15 minut?

7. Ryc. 28: Mapk3-HA-OEX nadprodukowane w komodrkach Tetrahymena powinno mie¢ mase
ok. 49 kDa, a na membranie WB prazek tego biatka znajduje sie ponizej 40kDa. Jak moze to
Pani wyttumaczy¢?

Podsumowanie:

W koncowych uwagach, chciatabym podkresli¢, ze pomimo drobnych niedociggnie¢, catosé
rozprawy doktorskiej mgr Justyny Sekretarskiej oceniam bardzo wysoko. Zaréwno szeroki zakres
stosowanych nowoczesnych technik, wysoki poziom ich realizacji oraz klarownos¢ przedstawienia
uzyskanych wynikéw, umiejetnos¢ wyciggania wnioskéw i argumentowania zaprezentowane w
rozprawie nie pozostawiajg watpliwosci, ze Doktorantka posiada wiedze teoretyczng w literaturze
przedmiotu oraz dojrzato$¢ naukowa niezbedng do samodzielnej pracy naukowej. Jednoczesnie
posiada takze umiejetnosci literackie, ktére sprawity ze trudne badania zostaty przestawione w
sposob klarowny, zwiezty i uporzadkowany, a takze poprawny merytorycznie i jezykowo. Swiadczy to
o znakomitym przygotowaniu Doktorantki do samodzielnej pracy naukowej.

Recenzowana praca stanowi takze oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego.
Tematyka rozprawy jest unikalna, do tej pory nie opublikowano badan na ten temat. Ponadto, w
rozprawie wykorzystano liczne, do tej pory nie przygotowane mutanty Tetrahymena, jak réwniez
zastosowano najnowsze metody badawcze zaréwno wysokoprzepustowe jak i molekularne (BiolD,
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spektrometria mas, liczne analizy fenotypu mutantéw).

Niniejszym potwierdzam zatem, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2023 r. poz. 742 z pdin. zm.). W zwigzku z tym, wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii

Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr. inz. Justyny Sekretarskiej do dalszych etapdéw postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie ze wzgledu na wyrdzniajgcy sie poziom rozprawy, jakos¢ badan w nich zawartych
oraz ich potencjalny wptyw na dyscypline, wnioskuje do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy.

Z powazaniem,
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR INZ. JUSTYNY SEKRETARSKIEJ P.T.
,»BIALKA RZESKOWE POTENCJALNEGO SZLAKU KINAZ MAP POWIAZANE Z
APARATEM CENTRALNYM RZESKI RUCHOMEJ TETRAHYMENA.”

Osiagnigcia w dziedzinie badaf nad rzgskami ruchomymi w czasie ostatnich kilku, kilkunastu
lat, sa konsekwencjg niesamowitego postepu w naukach podstawowych zwigzanego z
zastosowaniem nowoczesnych narzedzi i nowych technik badawczych. Jako lekarz juz blisko
40 lat zajmujacy sie miedzy innymi chorymi z dyskineza rzgsek odnosze wrazenie, ze dynamika
tych osiagnie¢ w czasie ostatniej dekady byla szczegélnie duza. Nie zawsze tak bylo, bo
chociaz choroby zwiazane z zaburzeniami ich funkcji zaczgto opisywac juz przed ponad 100
laty, to dopiero w latach 70-tych ubieglego wieku, Bjorn Afzelius z zespotem wyjasnili
podstawy patogenetyczne pierwotnej dyskinezy rzgsek. Obserwacje kliniczne musiaty zatem
dlugo czekaé na wyjasnienie ich podioza. Obecnie to nauki podstawowe staly si¢
wyznacznikiem zmian i trendéw postgpu diagnostyki i terapii chordb zwiazanych z rzeska

ruchoma.

Rzeski ruchome, ktére sg przedmiotem rozprawy, stanowig zazwyczaj mnogie struktury
komérkowe i u cztowieka wystepuja na powierzchni komoérek nabtonka pokrywajacego drogi
oddechowe, ucho $rodkowe, komory mézgu i jajowody. Oprocz funkcji motorycznej moga
réwniez pelni¢ funkcje sensoryczne. Chociaz wiedza na temat ich budowy 1 funkcji jest juz

bardzo szeroka, to nadal pozostaje w niej wiele luk, ktore ulegajg stopniowo zapelnieniu. J edna

ul. Zwirki i Wigury 63A. 02-091 Warszawa
tel.: 022317 94 19, fax.: 022317 95 42
e-mail:.alergologia@spdsk.edu.p!
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z nich w swojej pracy doktorskiej postanowila wyjasni¢ mgr inz. Justyna Sekretarska.
Doktorantka zajela sie badaniem niescharakteryzowanych dotad biatek rzeskowych
zwiazanych z aparatem centralnym, ktére potencjalnie moga bra¢ udziat w generacji ruchu
rzeski. Jak dotad nie opisano jeszcze biafek bioracych udzial w regulacji szlaku MAP kinaz i
ich roli w aparacie centralnym rzesek ruchomych. Modelem badawczym na ktérym

przeprowadzono badania byla Tetrahymena thermophila.

W przedstawionej do recenzji monografii doktorantka przedstawita szczegdtowo zatozenia, cel

pracy, metodologie badan, wyniki i wnioski z nich wynikajace.

Rozprawa liczy 165 stron druku, z czego zasadniczy tekst pracy stanowi 129 stron. Pozostata
czes¢ zajmuja spis tredci, streszezenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow, spis

literatury i spis publikacji doktorantki. Ukfad pracy jest typowy dla tego rodzaju monografii.

We wstepie liczagcym 19 stron doktorantka przedstawila informacje na temat budowy rzgsek,
roli aparatu centralnego oraz funkcji i wystgpowania kinaz szlaku MAP w rzeskach. Jednym z
podrozdziatlow wstepu jest opis orzeska Tetrahymena thermophila tj. organizmu bedacego
modelem badawczym w prezentowanej pracy. Szczegdlnie wazne jest podkreslenie we wstepie
niedostatku publikacji dotyczacych kinaz MAP w rzgskach, co stanowi uzasadnienie do

przedstawionego dalej celu pracy.

Cel pracy zostal przez doktorantke poprzedzony dodatkowym wprowadzeniem. Wydaje mi sig,
ze duzo trafniejsze uzasadnienie celu doktoratu zawarte jest w streszczeniu. Jest ono krétkie,
syntetyczne i logicznie uzasadnia konieczno$¢ przeprowadzenia badan. Niemniej gtéwny cel
jest jasno przedstawiony. Doktorantka podjeta si¢ okreslenia czy u Tetrahymena biatka Mapk3,
Map2k7, Nek6, Dusp3, Pp2¢ i KifS moga stanowi¢ elementy 1 regulatory wspolnego szlaku
regulatorowego kinaz MAP w aparacie centralnym rzeski ruchomej. Niewatpliwie jest to

oryginalny pomyst badawezy i wezesniej w literaturze to zagadnienie nie bylo podejmowane.

Doktorantka przedstawila ponadto sze$¢ celow szczegotowych pracy, ktére wyznaczaja
kierunek podjetych dziatan. Trzy z nich zostalo sformutowanych szerzej jak np.: ,,analiza
bioinformatyczna biatek(...)” czy ..zbadanie lokalizacji badanych bialek (...)” lub ,,zbadanie
roli biatek (...)” (punkty 1.2 i 6 — sir.35), podczas gdy pozostale maja nieco bardziej
ograniczony i precyzyjny zakres. Pozwalaja one na zrozumienie intencji autorki 1 tego co

doktadnie bedzie celem jej dociekan.

Prof. Marek Kulus  WARSZAWSK! UNIWERSYTET MEDYCZNY



Materiaty i metodyke badan doktorantka bardzo szczegélowo opisata na 40 stronach rozprawy.
Wyjatkowo dokladnie opisane sg materiaty (moze zbyt dokladnie). Zastosowane metody sg
bardzo nowoczesne, a plan przeprowadzenia badan przemySlany i gwarantujacy uzyskanie
wiarygodnych wynikéw. Wspélpraca z innymi zespolami badawczymi rowniez sprzyjata, przy
zaprezentowanej ztozonosci podjetych badan, zwigkszeniu wartosci osiggnietych rezultatow.
Ta cze$é pracy wskazuje na znakomite opanowanie warsztatu badawczego przez doktorantke i
jednoczesnie pokazuje jak zaawansowanymi technikami badan dysponowata, aby moc siggac
po zaplanowane cele. To juz przede wszystkim zastuga znakomitego osrodka, w ktorym

doktorantka mogta prowadzi¢ badania.

Wyniki pracy zaprezentowano w przejrzysty i czytelny sposob. Dla zwiekszenia czytelnosci
uzyskanych danych doktorantka jak najbardziej zasadnie podzielita je na dwie czgsci. W
pierwszej, zdecydowanie obszerniejszej przedstawila analize filogenetyczng i domenowa
potencjalnych biatek szlaku MAP kinaz rzesek ruchomych oraz okreslenie ich wzajemnych
oddziatywan, a w drugie] analize funkcjonalna wybranych biafek. Sposrod biatek
niestrukturalnych, ktorych poziom w ciliomach pozbawionych wypustki C1b byt zmieniony,
autorka wybrala biatka mogace stanowi¢ elementy szlaku MAP kinaz. Scharakteryzowala
szezegOtowo 6 bialek (Mapk3, Map2k7, Nek6, Dups5, Pp2c i Kif9), potwierdzajac nastepnie
ich lokalizacie w rzeskach Tetrahymena i zaproponowata model sieci ich wzajemnych
oddziatywan, co nalezy odnotowa¢ jako niezwykle wazne, oryginalne osiggnigcie. W czgsci
drugiej autorka podjeta probe analizy funkcjonalne; oddziatywan biatek w tej sieci badajac
fenotypy komorek pozbawione kazdego z osobna z wyzej wspomnianych biatek. W tej czgsei
pracy doktorantce udalo si¢ zbadaé z powodow technicznych jedynie dwa z nich. Jako
recenzent uznaje w pelni za zrozumiate trudnosci w uzyskaniu komorek knock-out
pozbawionych niekt6rych bialek, ale stwierdzenie ,,z przyczyn technicznych” uwazam za zbyt
enigmatyczne. Moim zdaniem warto byloby temu poswieci¢ kilka zdan komentarza. Tym
bardziej, ze zastosowane metody i uzyskane wyniki z sa niezwykle interesujace. Ponadto w tym
rozdziale wkradlo si¢ kilka bledéw edytorskich. Od strony 104 do 120, numery rycin do ktérych
autorka odwoluje sie w tekscie sg mnigjsze o 1 od prawidlowych, a numer ryciny 33
zdublowany. Pomimo tego, prezentacja wynikow jest bardzo czytelna, a niezwykle staranne
ryciny utatwiaja odbiér i ich zrozumienie. Bardzo warto$ciowe jest dla mnie rowniez zawarcie

po kazdej czesci wynikéw ich syntetycznego podsumowania.

W krotkiej, 9-stronicowe] dyskusji doktorantka rzeczowo odnosi sie do uzyskanych wynikow,

interpretujac uzyskane zaleznosci i przedstawiajac uzasadnienie dla tez, ktore pragnela
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wyjasni¢ podejmujac sie przeprowadzenia badan. Postuguje sie przy tym pismiennictwem
liczacym 162 pozycje, z ktérych 24 opublikowano w czasie ostatnich 5 lat. Dyskusja wraz z
podsumowaniem wykazuja wage i oryginalnos¢ osiagnie¢ doktorantki, ktore niniejszym pragng
podkresli¢. Konsekwentnie udowodnita, Ze niescharakteryzowane dotad biatka enzymatyczne
maja potencjalny udziat w regulacji funkeji aparatu centralnego rzeski ruchomej. Swoje

osiagniecia przedstawila jako podsumowanie w 14 punktach.

Prace wienczy 8 wnioskéw, ktore nawigzujg do celow pracy. Maja one niewatpliwie duzy
impakt poznawczy i nowatorski charakter. W mojej ocenie stanowig one kolejny wazny krok

w wyjasnieniu budowy i mechanizméw regulacji ruchomosci rzesek ruchomych.

7 obowiazku recenzenta musze wskazaé, ze autorka nie ustrzegta sie kilku bledow o
charakterze edytorskim. Numeracja w spisie tresci dotyczacym metod jest blgdna: zamiast
numerdw 4.9.3 jest 4.8.3 i zamiast 4.9.4 jest 4.8.4. Takze w spisie tresci, w cze¢sei I dotyczacej
wynikéw brakuje rozdziatu 5.6 i catej czgsci drugiej z podrozdziatami. Pomylona jest takze
numeracja w tekscie pracy i spisie tresci kolejnych rozdziatow po ,Dyskusji” - 5 zamiast 6, i

tak konsekwentnie dalej, do konca.

Uwagi te w zaden sposéb nie zmniejszaja wagi osiagniec badawczych doktorantki i bardzo
pozytywnego odbioru pracy. Pragng podkresli¢, ze bardzo nowoczesne narzedzia badawcze
zastosowane przez doktorantke sa jak najbardziej wlasciwe i pozwalajg na wiarygodne
udzielenie odpowiedzi na stawiane w pracy pytania. Osiggniecie wynikow wymagato bardzo

znaczacych nakladéw pracy, a jej konstrukcja byfa bardzo ztozona.

Bardzo wysoko oceniam warto$¢ merytoryczng pracy w tym oprawe graficzna, ktdra nie tylko
prezentuje cz¢$¢ wynikow, ale réwniez zawiera ryciny obrazujace schemat i przebieg procesu

badawczego.

Na przestrzeni ostatnich kilku lat postep nauk podstawowych spowodowal zmiang standardéw
i algorytméw rozpoznawania pierwotnej dyskinezy rzesek. Obserwujac ten postep jako lekarz
wierze, ze niebawem badania, o ktorych dzisigj rozmawiamy w kontekscie czysto naukowym,
stana sie paliwem dla dziatan aplikacyjnych a co za tym idzie do uproszczenia diagnostyki i

strategii postgpowania w chorobach zwiazanych z zaburzeniami ruchomosci rzesek.

Wyniki badan doktorantki z cala pewnoscia stanowig oryginalne, nowatorskie 1 wazne
odkrycie, ktére stanowi kolejny etap w poznaniu budowy i mechanizmu ruchomosci rzesek, i

przybliza nas do wyjasnienia patomechanizmu ciliopatii.
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Podsumowujac, w mojej opinii rozprawa doktorska mgr inz. Justyny Sekretarskiej ,Biatka
rzeskowe potencjalnego szlaku kinaz MAP powiazane z aparatem centralnym rzgski ruchome;
Tetrahymena.” w pelni spetnia warunki okreslone w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 1.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023r. poz. 742 z pézn. zm.). W zwiazku z
powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego o dopuszczenie mgr inz. Justyny Sekretarskiej do dalszych etapéw postgpowania w

sprawie nadania stopnia doktora.
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Recenzja

pracy doktorskiej mgr inz. Justyny Sekretarskiej p.t.
,,Biatka rzeskowe potencjalnego szlaku kinaz MAP powigzane z aparatem centralnym rzeski ruchomej
Tetrahymena”

Z przyjemnoscig podjgtem sie recenziwania pracy doktorskiej mgr inz. Justyny Sekretarskiej
dotyczacej charakteryzacji nowych rzeskowych biatek zwigzanych ze szlakiem kinaz MAP i ich roli w
regulacji aparatu centralnego rzesek ruchomych.

W celu odkrycia nowych biatek istotnych dla funkcji aparatu centralnego, Doktorantka
wykorzystata dane spektrometrii mas poréwnujace biatka rzeskowe wystepujgce w dzikich szczepach
organizmu modelowego Tetrahymena z biatkami rzeskowymi w szczepie pozbawionym wypustki C1lb
poprzez mutacje biatka Spef2a lub biatka Cfap69. Wsrdd biatek o znaczgco zmienionej lokalizacji
rzeskowej w mutantach, Doktorantka wytypowata biatka zwigzane ze szlakiem kinaz MAP oraz inne
kinazy i fosfatazy i postawita hipoteze, ze biatka mogg odgrywac kluczowa role dla funkcji wypustek
Cilb i dla prawidtowego funkcjonowania rzesek ruchomych.

We ,Wstepie” Doktorantka podsumowuje obecny stan wiedzy na temat budowy i funkcji
rzesek. Szczegblny nacisk ktadzie na strukture rzesek ruchomych, a przede wszystkim na strukture
aparatu centralnego i jego role w fizjologicznym biciu rzesek oraz w zespotach chorobowych. Zatacza
rowniez przeglad literatury na temat roli kinaz MAP w fizjologii rzesek. Przedstawia tez organizm
modelowy Tetrahymena i uzasadnia jego wybdr w swoich badaniach. Rozdziat ten napisany jest
przejrzyscie i uzupetniony o estetycznie wykonane ilustracje.

Nastepnie Doktorantka przedstawia ,,Cele pracy”. Zatozeniem rozprawy jest zbadanie
wzajemnych oddziatywan oraz funkcji biatek ktérych ekspresja ulegata zmianie przy usunieciu
wypustki C1lb aparatu centralnego. Doktorantka stawia teze, ze biatka te mogg stanowié pewnego
rodzaju modut sygnalizacyjny zwigzany z funkcjg kinaz MAP.

W ,,Materiatach i Metodach” Doktorantka bardzo szczegétowo opisuje wykrzystane metody.
Rozdziat napisany jest bardzo rzetelnie i umozliwitby powtdrzenie przedstawionych badan nawet
osobie z niewielkim dos$wiadczeniem. W zwigzku z tym recenzowana praca doktorska bedzie
stanowic cenne Zrédto informacji dla oséb rozpoczynajgcych prace z orzeskiem Tetrahymena.

W czesci ,,Wyniki” Doktorantka opisuje badania wykonane w ramach pracy doktorskiej.
Rozpoczyna od analizy filogenetycznej i domenowej badanych biatek. Dos¢ istotnym wynikiem
opisanym tutaj jest fakt, ze Dusp5 w Tetrahymena pozbawione jest kluczowej cysteiny w centrum
aktywnym, co moze swiadczy¢ o utracie przez to biatko funkcji enzymatycznej. Nastepnie
Doktorantka pokazuje, ze wszystkie badane biatka lokalizujg sie do pewnego stopnia w rzeskach, cho¢
lokalizacja ta w przypadku kilku z nich (Mapk3, Map2k7, Pp2c) jest niezbyt wyrazna. W kolejnych
rozdziatach Doktorantka bada wzajemne oddziatywania wytypowanych biatek metodami BiolD, co-IP
oraz pull-down, uzywajgc zaréwno spektrometrii mas jak i western blot. W ostatniej czesci
,wynikéw” Doktorantka przeprowadza analize fenotypu szczepéw Tetrahymena pozbawionych
ekspresji Dusp5 i Kif9 i zauwaza, ze fenotypy te sg stostunkowo tagodne w poréwnaniu do fenotypu
nokauta genu Spef2a.

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka umieszcza swoje wyniki w kontekscie obecnego stanu
wiedzy na temat badanych biatek oraz struktury rzesek ruchomych. W ostatnim rozdziale
,Podsumowanie i wnioski” w sposdb skrétowy opisuje swoje badania i wysnuwa z nich wnioski.



Pytania i uwagi krytyczne:

1.

Zastanawiajgcy jest wybor tytutu pracy, a szczegdlnie stwierdzenie , potencjalnego szlaku
kinaz MAP”. O ile dwa z badanych biatek Mapk3, Map2k7 sg niewatpliwie zwigzane ze
szlakiem kinaz MAP, o tyle Dusp5 prawdopodobnie nie ma w Tetrahymena zachowanej
ewolucyjnie funkcji fosfatazy kinaz MAP, a Nek6, Kif9 i Pp2c trudno jest bezposrednio
powigzaé ze szlakiem MAP na podstawie danych literaturowych. Co wiecej, wsrdd biatek
badanych metodami utraty funkcji Doktorantka nie uwzglednita dwdéch biatek ktére ze
szlakiem MAP majg zwigzek bezposredni, mianowicie Mapk3 i Map2k7. Czy doktorantka
dysponuje wynikami wskazujgcymi, ze badane biatka wptywajg na fosforylacje biatek
rzeskowych u Tetrahymena i ze sg powigzane z kaskada kinaz MAP?

Badania metodg pull-down (Ryc. 30-33) sg obarczone moim zdaniem pewnym ryzykiem
poniewaz Doktorantka nie pokazuje wynikdéw pull-down badanych biatek pod nieobecnosé
przynety. Niektdre biatka niespecyficznie wigza sie do ztoza, dajgc wyniki fatszywie
pozytywne w tej metodzie. Z tego wzgledu, doswiadczenia te powinno sie zawsze
wykonywac rownolegle przy obecnosci i pod nieobecnos¢ przynety i obie préobki powinno sie
rozdzielaé na tym samym zelu, zeby méc bezposrednio ocenic ilos¢ badanego biatka w
kontroli i prébce badanej. Dodatkowo niepokojgce jest, ze nawet w obrebie tego samego
doswiadczenia poszczegdlne sciezki zelu nie s3 pordwnywalne do siebie nawzajem, poniewaz
Doktorantka umieszcza na jednej rycinie sciezki z réznych zeléw. Takie przedstawienie
wynikéw utrudnia ich interpretacje.

Na rycinie 33B Sciezki 2, 3, 4 sg identyczne, a Sciezka 5 jest lustrzanym odbiciem Sciezek 2, 3,
4. Zaktadam, ze jest to btad edytorski, ale do$¢ powazny i uniemozliwiajacy interpretacje tej
ryciny.

Doktorantka twierdzi, ze wyniki przedstawione na Ryc. 46 wskazuja, ze fosforylacja w
komarkach Dusp5-KO moze by¢ obnizona w poréwnaniu z komdrkami dzikimi. Trudno jest
wyciggnac taki wniosek z pojedynczego barwienia bez kontroli catkowitej ilosci biatka
natozonego na zel. Czy doktorantka wykonata do tego doswiadczenia analize catkowitej ilosci
biatka i wykonata doswiadczenie w kilku powtdrzeniach, zeby upewnic sie, ze jej interpretacja
jest uzasadniona? Co ciekawe, w Dyskusji, Doktorantka nie podtrzymuje tej interpretacji,
piszac, ze , Nie zaobserwowano jednak znaczacych réznic w poziomie fosforylacji pomiedzy
komadrkami szczepu typu dzikiego, a komdérkami pozbawionymi biatka Dusp5.”

Trudno jest zrozumiec stwierdzenie, ze brak wykrycia interakcji miedzy Spef2a a badanymi
biatkami metoda BiolD jest wynikiem zbyt niskiej , liczby biotynylowanych peptydéw” by
mozna je byto wykry¢ metodg Western Blot. Peptydy wykrywane sg w spektrometrii mas,
natomiast w Western Blot wykrywane sg niestrawione biatka. Podobnie , przejsciowe
oddziatywanie” nie powinno by¢ przeszkodg dla metody BiolD, ktéra wtasnie powinna takie
oddziatywania wykrywaé z wiekszg czutoscia niz koimmunoprecypitacja badz pull-down,
gdzie przejsciowe oddziatywania tracone sg ze wzgledu na szybka dysocjacje komplekséw.
W kilku miejscach Doktorantka wspomina, ze wykrycie interakcji metodg pull-down wskazuje
na bezposrednie oddziatywanie biatek. Nie jest to prawidtowa interpretacja, przynajmniej nie
w wariancie pull-down ktéry doktorantka wykonata w ramach swojej pracy. Biatko-przyneta
optaszczajace ztoze moze tworzy¢ trwate kompleksy z innymi biatkami w Tetrahymena i
woweczas te kompleksy, a nie ,,nagie” biatko-przyneta, bedg optaszczaé ztoze. Biatka badane
mogg oddziatywac z elementami tych kompleksdw a nie bezposrednio z biatkiem-przyneta.
Co wiecej, biatka badane réwniez mogg tworzy¢ kompleksy wiec i tutaj oddziatywanie moze
nie by¢ bezpoérednie. Zeby pokaza¢ bezposrednie oddziatywanie biatek, doktorantka
musiataby nadeksprymowac badane biatka (zaréwno przynete jak i ofiare) w organizmie
odlegtym ewolucyjnie od Tetrahymena, takim jak E. coli, w ktérym biatka te nie tworzytyby
komplekséw.

Drobniejsze uwagi i niektdre literéwki:

1.
2.

Streszczenie: ,,obnizenie tempo ruchu komdrek” zamiast ,tempa”
W spisie tresci brakuje rozdziatéw 5.6 i 5.7



w

Rozdziaty 4.9.2 i 4.8.3 wydajg sie by¢ w niewtasciwe] kolejnosci
Tabele 9 i 10 s3 btednie oznaczone jako 89
5. W Podsumowaniu i wnioskach Doktorantka opisuje Dusp5 jako , biatko enzymatyczne” mimo,
ze wczesniej stwierdza, ze Dusp5 moze by¢ pseudofosfataza, a wiec biatkiem nie petnigcym
funkcji enzymatycznej.

Powyzsze uwagi jedynie nieznacznie wptywajg jednak na mojg ocene przedstawionej pracy.
Doktorantka stosuje nowoczesne i réznorodne metody aby zbada¢ oddziatywania i funkcje nowych
biatek w fizjologii rzesek ruchomych. Pozostaje mie¢ nadzieje, ze w najblizszym czasie wyniki
uzyskane w przebiegu stazu doktorskiego Pani Justyny Sekretarskiej zostang opublikowane w
recenzowanym czasopi$mie, poniewaz dotychczas, o ile mi wiadomo, brakuje w jej dorobku z
doktoratu oryginalnej pracy pierwszoautorskiej, a nawet jakiejkolwiek pracy eksperymentalnej. Mimo
to, praca potwierdza, ze Doktorantka posiada ogdlng wiedze teoretyczng i umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Biorac powyzisze pod uwage stwierdzam, ze
recenzowana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z péin. zm.). W zwigzku z
powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr
inz. Justyny Sekretarskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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