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Stwardnienie guzowate (ang. Tuberous Sclerosis Complex, TSC) to rzadka, genetycznie uwarunkowana
choroba, w ktdorej mutacje w genach TSC1 lub TSC2 prowadzg do nieprawidtowej aktywacji kinazy serynowo-
treoninowej mTOR (ang. mammalian target of rapamycin). W warunkach fizjologicznych mTOR petni kluczowa
role w prawidtowym rozwoju médzgu, regulujgc procesy takie jak synteza biatek, formowanie synaps, rozwdj
dendrytéw i aksondéw oraz neuroplastycznos¢. Jednak nadmierna aktywacja mTOR prowadzi do
niekontrolowanego wzrostu komoérek nerwowych, powiekszenia ich ciat oraz nadmiernego rozrostu drzewa
dendrytycznego. Takie zmiany strukturalne powodujg zaburzenia w rozwoju mdzgu, ktére moga objawiac¢ sie
makrocefalia (megalocefalig). Mimo rosngcej wiedzy na temat szlaku mTOR, molekularne mechanizmy
odpowiedzialne za patologiczne zmiany w morfologii neurondw pozostajg w duzej mierze niewyjasnione.
Recenzowana praca podejmuje wazng prébe zgtebienia i wyjasnienia tych mechanizmoéw. Wyniki badan nie tylko
przyblizajg nas do zrozumienia patofizjologii TSC, ale mogg réwniez rzuci¢ nowe $wiatto na mechanizmy innych
chordb mdzgu zwigzanych z deregulacja mTOR.

Gtéwnym celem pracy byto zbadanie, czy ktorekolwiek z biatek motorycznych - kinezyn odgrywa istotng role w
procesie nadmiernego wzrostu neuronéw w modelu TSC. Doktorant skupit sie na analizie potencjalnych interakcji
pomiedzy kinezynami a szlakami sygnalizacyjnymi zaleznymi od kinazy mTOR. To istotny krok w pogtebianiu
wiedzy o patogenezie TSC; zrozumienie roli kinezyn w nadmiernym wzroscie neuronéw zaleznym od mTOR moze
przyczynic sie do okreslenia mechanizméw lezgcych u podstaw zaburzen morfologii neuronéw w tym schorzeniu.

Autor pracy stusznie zatozyt, ze jesli ktoras z kinezyn okaze sie kluczowa w nadmiernym wzroscie neuronéw, moze
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staé sie potencjalnym celem dla nowych terapii, ktére mogtyby zahamowa¢ niepozadane procesy i ztagodzi¢
objawy TSC.

Opracowanie cechuje sie sprawdzong i tradycyjng struktura. Liczy 220 stron i zostato zgodnie z przyjetymi
standardami podzielone na gtdwne rozdziaty: Wstep, Cele Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja,
Podsumowanie i Whnioski oraz Bibliografia. Kazdy z rozdziatdw zawiera konsekwentnie ponumerowane
podrozdziaty, co znaczgco utatwia orientacje w tresci. Dodatkowo w pracy umieszczono streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, a takze spis filmow. Z rozdziatu dsmego — Publikacje Doktoranta — wynika, ze doktorant jest
wspotautorem czterech prac opublikowanych w renomowanych czasopismach z ,listy filadelfijskiej”, co $wiadczy
o wysokim poziomie merytorycznym pracy oraz aktywnosci naukowej kandydata.

Wstep pracy Scisle zwigzany z jej tematem, zostat starannie i przejrzyscie zorganizowany, co sprawia, ze
istota podjetych badan jest zrozumiata nie tylko dla waskiego grona specjalistow z dziedziny, lecz réwniez dla
szerszego kregu odbiorcéw. W czesci poswieconej charakterystyce komérki nerwowej autor przedstawia zwiezte,
lecz rzeczowe omoédwienie cytoszkieletu neuronalnego, uwzgledniajagc kluczowe elementy, takie jak
neurofilamenty, mikrofilamenty, mikrotubule oraz biatka z rodziny MAP, ktdre regulujg ich strukture i stabilnos¢.
Ta sekcja zostata wzbogacona o rycine ilustrujgcy zaleznos¢ dynamiki mikrotubul od GDP i GTP, podkreslajgca
mechanizm dynamicznej niestabilnosci mikrotubul. Mechanizm ten ma fundamentalne znaczenie dla licznych
procesow komorkowych, takich jak podziat komérkowy, transport wewngtrzkomérkowy czy organizacja
cytoszkieletu, ktore z kolei odgrywajg kluczowa role w utrzymaniu prawidtowej struktury oraz rozwoju neuronu.
Autor konsekwentnie rozwija te zagadnienia w kolejnych rozdziatach, ptynnie przechodzac do ich szczegétowego
omowienia. Skupia sie m.in. na opisie rzesek komarek nerwowych, ktérych prawidtowe funkcjonowanie zalezy
od stanu cytoszkieletu, a ktdre petnig funkcje sensoryczne i regulatorowe, wspierajgc dziatanie ukfadu
nerwowego, regulujgc migracje oraz réznicowanie neuronéw w trakcie rozwoju organizmu; ich dysfunkcja moze
natomiast prowadzi¢ do rozwoju niektérych postaci padaczki czy autyzmu. Transport wewngtrzkomdrkowy w
neuronie to niezwykle interesujacy podrozdziat, ktory stanowi doskonate wprowadzenie do kolejnej, obszernej
sekcji poswieconej kinezynom. W tej czesci doktorant, z uwzglednieniem najnowszej i starannie dobranej
literatury, w fascynujacy sposéb charakteryzuje biatka bedgce gtdwnym przedmiotem jego badan w
recenzowanej rozprawie. Rozdziat ten przedstawia szczegdtowy podziat oraz budowe kinezyn, ich kluczowg role
w transporcie aksonalnym i dendrytycznym, a takze niekanoniczne funkcje tych biatek. W zakoriczeniu uwaga
skupiona jest na analizie wzajemnych zaleznosci miedzy kinezynami a wybranymi Sciezkami sygnatowymi. Catos¢
wzbogacono starannie przygotowanymi rycinami oraz tabelg, ktéra zawiera charakterystyke rodziny kinezyn w
genomie cztowieka. Ten podrozdziat mégtby z powodzeniem postuzy¢ jako solidna baza do opracowania pracy
pogladowej, do czego gorgco zachecam kandydata. Zgodnie z tematyka recenzowanej rozprawy, kolejny rozdziat
to charakterystyka proceséw komadrkowych regulowanych przez kinaze mTOR oraz analiza dostepnej literatury
dotyczacej zaleznosci miedzy mTOR a kinezynami w kontekscie funkcjonowania komaérek nerwowych. Ta czesé
pracy skutecznie przekonuje czytelnika o koniecznosci i celowosci podjetych badan, jasno wskazujgc na istotne

luki w dotychczasowej wiedzy nad molekularnymi mechanizmami stwardnienia guzowatego. Autor precyzyjnie
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wskazuje na obszary (zaleznosci pomiedzy aktywnoscig kinazy mTOR a funkcjonowaniem biatek z rodziny
kinezyn), ktére nie zostaly jeszcze dostatecznie zbadane, co nie tylko uzasadnia podjecie badan, ale takze
podkresla ich potencjalny wkfad w rozwdj dziedziny. Taki sposdb uzasadnienia badan swiadczy o wysokiej
Swiadomosci naukowej autora i jego umiejetnosci wyciggania wnioskow na podstawie dostepnych danych.

Dlatego drobne uchybienia redakcyjne we wstepie, takie jak np. niefortunne sformutowanie na stronie 47, gdzie

”n

autor pisze o: ,...penetracji mikrotubul do korteksu korowego w komdrkach pozbawionych TSC2...”, a takze
sporadyczne literdwki nie wptywajg na wysokg warto$¢ merytoryczng tego rozdziatu. Chciatabym tez zwrécic
uwage doktoranta na poprawnos¢ nazewnictwa enzymu PARP1 — poprawna nazwa to polimeraza poli(ADP-
rybozy)-1, a nie, jak podano na stronie 39, poli-[ADP-rybozo] polimeraza, czy tez rozwijanie stosowanych skrétéw,
przyktadem jest uzycie skrotu PIP3, ktéry pojawia sie po raz pierwszy na stronie 34, podczas gdy jego petne
rozwiniecie — fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan — podano dopiero na stronie 49. Skrét ten nie zostat rowniez
uwzgledniony w spisie zastosowanych skrotow. Ogdlnie jednak ta czes¢ pracy swiadczy o duzej starannosci
autora w jej przygotowaniu, a takze o dbatosci o jej merytoryczng spdjnosc i estetyke redakcyjng. Na uwage
zastuguje klarownos$é jezyka oraz logiczna struktura tekstu, co znaczgco utatwia czytelnikowi $ledzenie i
zrozumienie przedstawianych tresci.

Rozdziat Materiaty i Metody zostat przygotowany z niezwyktg skrupulatnoscia i rzetelnoscig, co Swiadczy
o wysokim poziomie naukowym autora. Szczegdtowy opis zastosowanych procedur jasno wskazuje, ze
eksperymenty przeprowadzono przy uzyciu nowoczesnych technik badawczych. Autor wykazat sie
zaawansowanymi umiejetnosciami w zakresie hodowli komérek bakteryjnych, pierwotnych neurondéw
szczurzych oraz ssaczych linii komérkowych. Prowadzit transfekcje neuronéw z wykorzystaniem liposomoéw,
elektroporacji, a takze transdukcje komédrek ssaczych za pomocg wektoréw lentiwirusowych. W badaniach
zastosowano szeroki wachlarz metod biologii molekularnej, immunocytochemie, mikroskopie fluorescencyjng i
konfokalng, a takze zaawansowane techniki obrazowania przyzyciowego. Taka réznorodnosé metodologiczna
podkresla wszechstronnosc i kompetencje autora w zakresie wspdtczesnych technik badawczych.

W celu identyfikacji kinezyn istotnych dla patologicznego rozwoju neurondéw wywotanego
hiperaktywacjg S$ciezki sygnatowej mTOR, zastosowano standardowy w Laboratorium Neurobiologii
Molekularnej i Komérkowej model embrionalnych hodowli neuronalnych szczura, wzbogaconych o neurony
hipokampalne. Wykazano, ze nadprodukcja aktywnej formy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) wptywa na
morfologie rozwijajgcych sie neurondéw, powodujgc wzrost powierzchni ciata komorki oraz liczby zakonczen
dendrytycznych. Poniewaz kanoniczna sciezka aktywacji kompleksu | kinazy mTOR (mTORC1) zalezna jest witasnie
od PI3K wyniki te mogg sugerowac zaangazowanie kinazy mTOR, nie wykluczajg jednak udziatu innych szlakow
sygnalizacyjnych, niezaleznych od mTOR, pozostajgcych pod kontrolg PI3K.

Opis zawarty w tym rozdziale, cho¢ bardzo wartosciowy, ma charakter szczegétowego przedstawienia procedury
eksperymentalnej. W zwigzku z tym bardziej odpowiednim miejscem dla tej tresci mogtaby by¢ sekcja dotyczaca
metodyki. Wyniki badan majacych na celu identyfikacje kinezyny zaangazowanej w regulacje morfologii

neurondéw zalezng od PI3K zostaty zaprezentowane w sposéb klarowny, z osobnymi wykresami dla kazdej
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badanej kinezyny. Jednak oznaczenie grupy PI3K jako , kontrola-2” (ktrl-2) na rycinach 4.3.1-4.3.37 oraz 4.4 moze
utrudniac¢ analize, zwtaszcza ze 0$ Y opisano jako ,,zmiany liczby zakonczen dendrytycznych lub powierzchni ciata
komoérki wzgledem ktrl-1”. Dla wiekszej przejrzystosci wystarczytoby opisac o$ Y jako ,.zmiana liczby zakonczen
dendrytycznych lub powierzchni ciata komorki” i pozostawi¢ grupe PI3K bez dodatkowych oznaczen. Niemniej
jednak zastosowany sposdb prezentacji wynikdw jest poprawny i nie wptywa negatywnie na ocene pracy.

Na podstawie pierwszego badania przesiewowego wybrano 9 kinezyn do dalszej analizy, ktérych krétka
charakterystyke przedstawiono w Tabeli 4.1. Autor trafnie zauwazyt, ze efekt zastosowania shRNA skierowanych
przeciwko kinezynom, skutkujgcy zmiang fenotypu komérek wywotanego transfekcjg PI3K, moze wynikaé nie
tylko z zahamowania Sciezki zaleznej od P13K, ale rdwniez z zaburzenia kluczowych funkcji petnionych przez same
kinezyny. Kolejne badania, konsekwentnie i logicznie zaplanowane w komodrkach z podstawowg aktywnoscig
PI3K, umozliwity wykluczenie z dalszej analizy tych kinezyn, ktére moga wptywaé na morfologie komérek w
sposdb niezalezny od aktywnosci PI3K.

Wybér biatek KIF3A, KIF3C i KIF21B do dalszych badan, oparty na analizie rozmiardw ciata komorki
przedstawionych na Ryc. 4.9B, budzi pewne watpliwosci i wymaga szczegdétowego uzasadnienia. Z
przedstawionych wynikédw wynika bowiem, ze wyciszenie biatka KIFC2, ktére nie zostato wytypowane do dalszych
badan, wywotuje niemal identyczny efekt jak KIF3C, ktére zostato uwzglednione w kolejnych etapach pracy. Co
wiecej, KIFC2 zdaje sie miec silniejsze dziatanie niz KIF3A, mimo ze to KIF3A zostato wybrane do dalszych
eksperymentdéw. Czy w tym kontekscie przeprowadzono wystarczajgcy liczbe eksperymentéw, aby wytypowac
wszystkie kinezyny potencjalnie zaangazowane w modyfikacje morfologii neuronéw zalezne od mTOR? Warto
rowniez doprecyzowad, ile doktadnie eksperymentow przeprowadzono — czy byta to prébka réwna N = 3, czy
wieksza, przedziat n = 50-120 jak opisano w legendzie dla Ryc. 4.9B? Zbyt mata liczba badan mogta bowiem
prowadzi¢ do btedu Il rodzaju, czyli niepowodzenia w wykryciu istniejgcego efektu, co skutkowatoby fatszywie
negatywnym wynikiem statystycznym.

Podobne zastrzezenia dotycza decyzji o pominieciu KIF26B w dalszych badaniach, uzasadnionej ograniczong
wiedzg na temat roli tego biatka w uktadzie nerwowym. Takie podejscie moze jednak ogranicza¢ potencjat
badawczy projektu. Analiza mniej poznanego biatka, jakim jest KIF26B, mogtaby otworzy¢ nowe perspektywy
naukowe i przyczynic sie do odkrycia nieznanych dotgd mechanizméw. Wykluczenie tego biatka stanowi zatem
pewne ograniczenie i potencjalng strate dla mozliwosci petnego wykorzystania wynikéw tej pracy.

Rowniez w przypadku analizy ekspresji kinezyn w neuronach transdukowanych wektorem lentiwirusowym
pULTRA-shTSC2 (Rycina 4.11.), watpliwosci budzi liczba przeprowadzonych powtdrzen. Czy doktorant wykonat
analize mocy statystycznej (ang. power analysis), np. przy uzyciu narzedzia G*Power lub innego, aby okresli¢
minimalng liczbe powtdrzen niezbedng do osiggniecia istotnosci statystycznej i zminimalizowania ryzyka btedu Il
rodzaju? Istnieje ryzyko, ze N=3 moze by¢ niewystarczajgce (nalezy pamietac, ze powtdrzenia techniczne nie sg
rownoznaczne z biologicznymi). Wyniki zaprezentowane na Ryc. 4.11.A (dla KIF3A) sugeruja, ze zwiekszenie liczby

powtdrzen mogtoby poprawié istotnos¢ statystyczng. Czy w przypadku KIF3C (Ryc. 4.11.B) eksperyment réwniez
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przeprowadzono w trzech powtdrzeniach w komédrkach z wyciszong ekspresjg Tsc2? Na rycinie widoczne sg
jedynie dwa punkty pomiarowe.
W dalszej czesci pracy podjeto probe powigzania zaobserwowanej zmiany fenotypu komdrkowego z funkcjami
znanych kinezyn oraz zbadania, czy funkcje te ulegajg zaktéceniom w modelu z wyciszong ekspresjg genu Tsc2.
Konsekwentnie przeprowadzono szczegdtowe badania kluczowych funkcji kinezyn, co stanowi mocng strone
pracy. Doktorant wykazat sie znakomitym opanowaniem warsztatu badawczego, co znajduje odzwierciedlenie w
precyzyjnie zaplanowanych i starannie opisanych eksperymentach. Szczegétowosc¢ przedstawionych metod
badawczych $Swiadczy o duzej swiadomosci metodologicznej oraz wysokiej jakosci podejscia analitycznego.
Jednak, do niektérych wynikéw badan doktorant odnosi sie z nieco przesadnym entuzjazmem, co moze wptywad
na ich interpretacje. Eksperymenty z wykorzystaniem neuronéw hipokampalnych w ésmym dniu hodowli nie
wykazaty wptywu obnizonej ekspresji Tsc1/Tsc2 na powierzchnie ciata komodrki (Ryc. 4.16. B), co jest zresztg
zgodne z wynikami prezentowanymi na Ryc. 4.9. B., gdzie rdwniez nie zaznaczono znamiennosci w przypadku
poréwnania Ktrl-2 (shTSC2) do Ktrl-1 (pSUPER), doktorant za$ pisze: ,, Zgodnie z oczekiwaniami, zastosowanie
ShRNA przeciwko Tsc2 jak i Tscl, skutkowato zwiekszeniem powierzchni ciafa komdrki wzgledem kontroli
transfekowanej pSUPER, cho¢ zmiany te okazaty sie nie istotne statystycznie”.
W celu rozszerzenia badan na komérki nieneuronalne wybrano linie uniesmiertelnionych szczurzych fibroblastow
Rat2. Analiza tempa podziatéw komodrkowych oraz powierzchni komérek w badanych liniach dostarczyta
interesujgcych obserwacji. Wyniki wskazujg, ze komorki linii pLKO-shKIF3A charakteryzujg sie zauwazalnie
wolniejszym tempem wzrostu w poréwnaniu z liniami kontrolnymi, co sugeruje, ze wyciszenie genu KIF3A moze
wptywaé na dynamike proliferacji. Z kolei komarki linii shTSC2-shKIF3C dzielg sie w tempie zblizonym do linii
kontrolnych, jednak ich rozmiary sg istotnie mniejsze, co moze $wiadczy¢ o wptywie tych genéw na regulacje
wzrostu komoérkowego. Tego rodzaju rdoznice w morfologii i podziale komérek podkreslajg specyficzng role
wyciszanych gendw w kontrolowaniu procesdw zwigzanych zaréwno z proliferacja, jak i utrzymaniem
odpowiedniej wielkosci komodrek.
Transport lizosoméw, kierowany m.in. przez kinezyny przemieszczajgce te organella po mikrotubulach, pozostaje
w Scistym zwigzku z autofagig i aktywnoscig kinazy mTOR. Procesy te wspdlnie uczestniczg w regulacji
homeostazy komdrkowej, wptywajgc na degradacje makroczasteczek, adaptacje metaboliczng oraz reakcje
komoérki na stres. W zwigzku z tym autor pracy stusznie podjat sie analizy zmian w ruchu pecherzykéw
zawierajgcych LAMP1-GFP w uzyskanych liniach Rat2. Jednakze wyniki eksperymentow wykazaty, ze wyciszanie
gendéw dla wybranych kinezyn (Kif3a, Kif3c) nie powodowato istotnych zmian w dynamice transportu lizosomow.
Mimo precyzyjnego przedstawienia danych na rycinach, dodanie krétkiego podsumowania oraz wyraznej
konkluzji wynikajgcej z opisanych analiz znacznie utatwitoby odbidr tej czesci wynikdw i pomogtoby w lepszym
zrozumieniu kontekstu badanego problemu.

Dyskusja pracy stanowi szczegétowe i wnikliwe podsumowanie uzyskanych wynikéw badan. Autor z duzg
doza krytycyzmu analizuje swoje osiggniecia, co Swiadczy o jego dojrzatosci naukowej i rzetelnym podejsciu

badawczym. Warto podkresli¢, ze omawia wyniki w odniesieniu do najnowszej literatury, co nadaje pracy
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kontekst i podkresla jej miejsce w szerszym dyskursie naukowym. Autor wykazuje réwniez swiadomos¢, ze
przeprowadzone badania, cho¢ niezwykle obiecujgce, wymagajg dalszych prac, by w petni zrozumie¢ potencjalng
role kinezyn w zaleznym od mTOR wzroscie neuronéw. Rozdziat ten wieniczy podsumowanie, ktére jest nie tylko
klarowne, ale rowniez przemyslane. Jednak ta czes¢ Dyskusji dotyczy gtéwnie podsumowania uzyskanych
wynikéw badan i mogtaby znaczgco wzbogacié rozdziat Wyniki, gdzie brakuje catosciowego ujecia zgromadzonych
danych i ich interpretacji.

Rozdziat Podsumowanie i Wnioski stanowi prébe odpowiedzi na gtéwny cel pracy, ktérym byto zbadanie,
czy ktdras z kinezyn odgrywa istotng role w nadmiernym wzroscie neuronu w modelu stwardnienia guzowatego.
Autor w tej czesci w sposdb skrupulatny podsumowuje wyniki swoich badan, przedstawiajgc kluczowe dane w
sposodb logiczny i dobrze uporzadkowany. Szczegdlnie warto doceni¢ precyzyjne zestawienie uzyskanych
rezultatow oraz ich zgodnos¢ z postawionymi celami szczegdtowymi. Jednakze w tym rozdziale brakuje wyraznie
sformutowanego ostatecznego wniosku, ktdry pomégtby odbiorcy lepiej zrozumie¢ znaczenie uzyskanych
wynikéw w kontekscie badanego problemu. Warto bytoby réwniez doda¢ refleksje na temat potencjalnych
implikacji praktycznych uzyskanych wynikdw oraz wskazanie konkretnych kierunkéw dalszych badan, ktoére
mogtyby rozwija¢ badania nad rolg kinezyn w patologii TSC.

Podsumowujac, pomimo przedstawionych uwag i sugestii, nie sposdb zaprzeczy¢, ze tematyka rozprawy,
dotyczaca identyfikacji kinezyn kluczowych dla patologicznego rozwoju neurondw w modelu stwardnienia
guzowatego, jest w petni uzasadniona oraz stanowi istotny wktad w rozwigzanie waznego problemu naukowego.
Podjecie badan nad rolg biatek motorycznych, takich jak kinezyny, w kontekscie zaburzen zwigzanych z zespotem
stwardnienia guzowatego, wpisuje sie w aktualne wyzwania badawcze wspdtczesnej neurobiologii. Co wiecej,
praca ta otwiera nowe perspektywy w zrozumieniu mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za
patologie, dostarczajac jednoczesnie wartosciowych danych naukowych, ktére mogg przyczyni¢ sie do postepu
w tej dziedzinie. Szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na umiejetnos$é¢ kandydata w zakresie projektowania i
prowadzenia badan naukowych przy zastosowaniu nowych technik badawczych. Wyniki przedstawione w pracy
moga stanowi¢ solidng podstawe do dalszych badan nad mechanizmami patologicznymi zwigzanymi z TSC, a
takze potencjalnie przyczynié sie do poszukiwania nowych strategii terapeutycznych. Tym samym recenzowana
rozprawa stanowi dowdd nie tylko na szerokg wiedze kandydata w zakresie nauk biologicznych, ale réwniez na
jego zdolnos$¢ do samodzielnego prowadzenia badan naukowych na wysokim poziomie.

Stwierdzam, wobec tego, ze przedtozona mi do recenzji 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 pdin.
zm.). W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego o dopuszczenie mgr Jana Witolda Westawskiego do dalszych etapéw postepowania w

sprawie nadania stopnia doktora.
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RECENZIJA

rozprawy doktorskiej Pana mgr. Jana Witolda Westawskiego p.t. ,,Poszukiwanie kinezyn
kluczowych dla patologicznego rozwoju neuronu w modelu stwardnienia guzowatego”

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr. Jana Witolda Westawskiego
zostala przygotowana pod naukowa opieka  prof. dr. hab. Jacka Jaworskiego w
Migdzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komodrkowej. Rozprawa ma klasyczng
postac liczacej 220 stron monografii opatrzonej tytutem: ,,Poszukiwanie kinezyn kluczowych
dla patologicznego rozwoju neuronu w modelu stwardnienia guzowatego”. W zwigzku z tak
sformutowanym tytutlem nasuwa si¢ pewna refleksja. Cho¢ zgadzam si¢ z Autorem, ze badania
naukowe sg cigglym poszukiwaniem i Zzmudnym odkrywaniem tajemnic natury, to po lekturze
rozprawy musz¢ stwierdzi¢, ze jej Autor osiagnat wazny etap w owych poszukiwaniach i dzigki
swej dociekliwosci odkryl, ktore z licznych motoréw molekularnych nalezacych do rodziny
kinezyn uczestniczag w procesach istotnych dla patologicznego rozwoju neuronu w modelu
stwardnienia guzowatego.

Stwardnienie guzowate (TSC od ang. Tuberous Sclerosis Complex) jest genetyczna,
wielonarzadowa chorobg objawiajaca si¢ w okresie niemowlecym stanami padaczkowymi, a w
pozniejszym okresie rozwojem nienowotworowych guzéw m.in. w obrgbie skory, narzadu
wzroku, serca iuktadu nerwowego. Rozwoj guzéw w mozgu prowadzi do uposledzenia
umystowego i zaburzen osobowos$ci. U podstaw rozwoju TSC lezg mutacje w genach Tscl i
Tsc2 kodujacych biatka hamujace aktywno$¢ kinazy mTOR, a konsekwencja tego jest
nadmierna aktywacja kinazy mTOR. Zwigzkiem silnie hamujgcym mTOR jest rapamycyna i
jej pochodne. Jednakze kinaza mTOR jest zaangazowana w procesy wzrostu i dojrzewania
wszystkich ssaczych komorek, w zwigzku z czym stosowanie tych zwigzkow jako lekow daje

silne efekty uboczne.



Badania rozwijane przez zespot pracujacy pod kierownictwem prof. Jacka Jaworskiego
wskazuja, ze w patologii komoérek nerwowych nadmierny wzrost jest stymulowany przez
mMTOR, a duzg role w tym procesie odgrywa wewngtrzkomoérkowy transport z udziatem
motorow molekularnych poruszajacych si¢ wzdtuz mikrotubul. Wezesniejsze wyniki wykazaty
powigzania pomig¢dzy transportem z udzialem dyneiny i $ciezkg sygnatowa mTOR, natomiast
udziat kinezyn do tej pory nie byt poddany analizom. Uzupelnienia tej luki poznawczej podjat
si¢ Pan mgr Jan Westawski, ktory jako glowny cel rozprawy postawit sprawdzenie czy ktorys
z motorow molekularnych nalezacych do rodziny kinezyn w istotny sposob uczestniczy w
mechanizmie nadmiernego wzrostu neuronu stymulowanego przez $ciezke sygnalowa mTOR.
By zrealizowac to naukowe wyzwanie Doktorant sformutowal dwa cele szczegotowe:

(1) identyfikacja kinezyn istotnych dla patologii TSC;

(2) poznanie mechanizmu taczacego zidentyfikowane kinezyny z patologia TSC.

Tak postawione cele pracy sa bardzo dobrze osadzone w aktualnej wiedzy i w naturalny sposéb
wpisuja si¢ w kierunki badan nad TSC. W rozdziale 2 Doktorant zwie¢zle przedstawit
teoretyczne zatozenia rozprawy 1 konieczno$¢ jej podjecia. Jednym z argumentoéw
uzasadniajacym podjecie tego tematu bylo stwierdzenie, ze badania zmierzajace do
zrozumienia procesOw towarzyszacych nadmiernej aktywacji kinazy mTOR w komorkach
nerwowych sg konieczne dla opracowania nowych form terapii.

We ‘Wstepie’ Doktorant dokonat obszernego wprowadzenia do podjgtego problemu
badawczego, ktory zilustrowal dziewigcioma rycinami w wigkszoSci zaczerpnigtymi z
literatury. Ze wzgledu na przedmiot badan, Autor opisat budowe i rozwdj neuronu. Sporo uwagi
poswiecit sktadnikom cytoszkieletu komorki nerwowej, szczegdlny nacisk kiadac na
mikrotubule i ich funkcje w pierwotnej rzesce. Zgodnie z tematyka pracy, znaczng czgsc
‘Wstepu’ zajmuje opis kinezyn, ich budowy, klasyfikacji, roli w transporcie
wewnatrzkomorkowym i regulacji przez rozne $ciezki sygnatowe. Kolejna czes¢ “Wstepu’ to
opis struktury i funkcji kinazy mTOR oraz jej roli w patologii TSC. W ostatnim podrozdziale
Autor odniost si¢ do aktualnej wiedzy na temat wzajemnej regulacji mTOR i kinezyn w
transporcie wewnatrzkomorkowym réznych komorek oraz w roznych stanach patologicznych.
Zawarte w tym rozdziale informacje sg do tego stopnia szczegdtowe, ze przydatoby sie wiecej
schematéw podsumowujacych opisane procesy. Przykladem jest podrozdziat 1.3.5 opisujacy
zawilg regulacje kinazy mTOR. Poprzez dodanie autorskiego schematu Doktorant wykazatby
si¢ umiejetnoscia dokonywania syntezy skomplikowanych proceséw komorkowych. Przy
okazji chciatabym zwréci¢ Doktorantowi uwage na fakt, ze we ‘Wstepie’ pomingl odno$niki
do rysunkéw zawartych w tej czesci rozprawy, zatem sg one do$¢ luzno powigzane z trescig

tego rozdzialu. Natomiast informacje podane we ‘Wstepie’ sg poparte licznymi odno$nikami
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do literatury, zardwno tej najnowszej, jak i starszych opracowan. Tym samym Pan Westawski
udowodnil, ze posiada szeroka, specjalistyczng wiedz¢ w obszarze prowadzonych badan.

Z obowiazku recenzenta chciatabym wskaza¢ na pewne niescistosci jakie dostrzeglam
w opisie cytoszkieletu. Na stronie 15 Autor krotko opisat filamenty posrednie i mikrofilamenty.
Informacje na temat filamentéw posrednich zostaly poparte odnos$nikiem do rozdziatu w
ksigzce z roku 1999 (Kirkpatric & Brady, 1999). Prosze Doktoranta 0 wyjasnienie jak przez
ostatnie lata rozwingla si¢ wiedza na temat budowy i r6znorodnosci filamentow posrednich, a
w szczeg6lnosci neurofilamentéw. Omawiajac strukture mikrofilamentoéw Autor podal, ze
»Proces wydluzania widkien zachodzi znacznie wydajniej na koncu ostrym, w tym czasie
koniec kolczasty czesto ulega degradacji”. W zdaniu tym nastagpita zapewne pomylka, gdyz to
koniec kolczasty, zwany tez koncem ‘+’°, jest szybko rosngcy. Ponadto niefortunnie uzyte
zostato stowo ,,degradacja”, ktore sugeruje hydrolize tancucha polipeptydowego, co nie jest
bezposrednia przyczyna skracania filamentu aktynowego. Dynamika filamentu polega bowiem
na réznicach w kinetyce asocjacji i dysocjacji podjednostek globularnej aktyny na obu koncach.
Odtaczone podjednostki nie ulegaja natychmiastowej degradacji i moga ponownie zosta¢
wlaczone do filamentu. Dodatkowa nieScisto$cig jest stwierdzenie, ze ,,Kontrolowane
wydhuzanie 1 skracanie widkien aktynowych jest podstawa ameboidalnego ruchu...”. Nie do
konca mogg si¢ z tym zgodzi¢, gdyz za ruch ameboidalny zachodzacy na drodze wysuwania
pseudopodiow (ang. blebs) jest gléwnie odpowiedzialna aktywnos$¢ kurczliwa korteksu
aktynowego, a dynamiczna polimeryzacja rozgal¢zionej sieci filamentéw nape¢dza ruch typu
mezenchymalnego. Pomimo pewnych niescisto$ci jakie pojawily si¢ w tekscie rozprawy,
0golng wiedze teoretyczng Doktoranta oceniam bardzo pozytywnie.

Materiatem uzytym w poczatkowych badaniach byly szczurze, embrionalne komorki
neuronalne wzbogacone o neurony hipokampalne. Poszukujac kinezyn uczestniczacych w
nadmiernym rozroscie ciata komorki, Autor przeprowadzit badania przesiewowe na dwoch
liniach komdrkowych. Pierwsza linia zostala stransformowana plazmidem zawierajagcym DNA
kodujace konstytutywnie aktywna podjednostke katalityczng kinazy PI3, silnego aktywatora
sciezki mTOR. Drugim typem komorek byly szczurze neurony, w ktorych zwiekszenie
aktywacji mTOR uzyskano poprzez wyciszenie Tsc1/Tsc2 metoda interferencji RNA. Jest to
model TSC rutynowo stosowany w Laboratorium Neurobiologii Molekularnej.

W efekcie dwuetapowych badan przesiewowych, do ktorych uzyto dostgpna biblioteke
shRNA przeciwko mRNA wigkszos$ci cigzkich tancuchéw kinezyn, wylonione zostaty cztery
kinezyny (KIF3A, KIF3C, KIF21B oraz KIF26B). Ich wyciszenie miato najwigkszy wptyw na
zatrzymanie nadmiernego wzrostu neuronu spowodowanego aktywacjg mTOR w modelu TSC.
Nalezy podkresli¢, ze osiagnigcie pierwszego celu rozprawy bylo mozliwe dzigki zmudnym
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analizom eksperymentalnym i statystycznym, metodycznej optymalizacji warunkéw hodowli i
Swietnie zaplanowanym do$wiadczeniom kontrolnym. Analizy zostaly udokumentowane
licznymi ilustracjami, na ktorych zostaly zebrane wyniki wszystkich przeprowadzonych
doswiadczen.

Na podstawie uzyskanych wynikow oraz zawartych w literaturze informacji, analizy
funkcjonalne Doktorant ograniczyt do trzech typéw kinezyn (KIF3A, KIF3C, KIF21B )
nalezacych do rodzin kinezyny-2 i Kinezyny-4. Przeprowadzenie roznorodnych badan
funkcjonalnych wymagato dostosowania modelu komérkowego oraz metody transfekcji. Na
przyktad, zwickszenie wydajnos$ci transfekcji ShRNA, pozwalajace na przeprowadzenie analiz
metodami biochemicznymi, wigzato si¢ ze zmiang metody z transfekcji Lipofektaming na
transfekcje wektorem lentiwirusowym, a analiza dynamiki wzrostu mikrotubul wigzata si¢ z
wykorzystaniem komorek $wiezo wyizolowanych z moézgoéw szczurzych embriondow, ktore
transfekowano metoda elektroporacji. Podjecie tych decyzji wymagato zarowno doglebne;j
wiedzy na temat proceséw zachodzacych na roznych etapach rozwoju neuronéw, jak tez wiedzy
dotyczacej dostepnych metod, ich zalet 1 ograniczen. Nalezy réwniez podkresli¢, ze w tekscie
rozprawy Autor precyzyjnie uzasadnia jakimi przestankami si¢ kierowat w podejmowaniu
decyzji co do dalszych eksperymentow. Swiadczy to o Jego umiejetnosci $wiadomego i
samodzielnego prowadzenia badan.

Przyzyciowe obrazowanie komoérek w  polaczeniu ze  specjalistycznym
oprogramowaniem pozwolito na przeprowadzenie analiz funkcji motorycznych kinezyn oraz
ich roli w wydtuzaniu mikrotubul. Stosujgc te zaawansowane techniki Doktorant otrzymat
pickne obrazy komoérek, w ktorych dzigki fluoresecncyjnie znakowanym biatkom
zaobserwowal poruszajace si¢ obiekty, co udokumentowal na dolaczonym materiale video.
Niestety, pomimo dobrze przemys$lanym warunkom doswiadczenia, otrzymane wyniki nie byty
konkluzywne. Pomimo tego, ze w przypadku komoérek z wyciszong ekspresja Tsc2 stwierdzona
zostala zwigkszona $rednia predkosc i droga przebyta przez KIF21B, to wyniki nie wykazaty
istotnej statystycznie réznicy w stosunku do komorek kontrolnych. Podobnie jak w
doswiadczeniu testujagcym udziat KIF21B na dynamike mikrotubul, w ktorym wyciszenie tej
kinezyny nie przyniosto oczekiwanych rezultatow.

Celem przesledzenia wptywu kinezyn KIF3A i KIF3C na rozwoj pierwotnych rzgsek
w neuronach hipokampalnych z wyciszong ekspresjg Tscl i Tsc2, Doktorant wygenerowat
trojwymiarowe modele komorek znakowanych przeciwciatem przeciw cyklazie adenylanowej
3, ktora jest neuronalnym markerem rzesek. Dokonujac obrotu zdje¢ uzyskanych w
mikroskopie konfokalnym, Pan Westawski uwidocznit rzeski skierowane w rdzne strony.

Zalaczone projekcje pozwalaja nam z jednej strony podziwia¢ wyraznie widoczne rzeski 0
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roznej dhugosci sterczace na powierzchni komorki, a z drugiej umiejgtnosci Autora tych modeli.
Doktadne analizy prowadzone byly jednak na obrazach dwuwymiarowych. W tych
eksperymentach Autorowi udato si¢ wykazaé, ze obnizenie ekspresji zarowno KIF3A, jak i
KIF3C powodowato wydtuzenie rzgski, co bytlo dodatkowo wzmacniane przez jednoczesne
wyciszenie Tscl w przypadku KIF3A i Tsc2 dla KIF3C. Dos$wiadczenie zostato
przeprowadzone réwniez na $wiezo wyizolowanych neuronach korowych, w ktérych
wyciszenie genow uzyskano jeszcze przed zroznicowaniem. W tym przypadku zwigkszenie
sredniej dtugosci rzeski na skutek wyciszenia Tsc2 byto odwracane przez wyciszenie KIF3A i
KIF3C, ale ze wzgledu na duzy rozrzut wartosci, r6znice nie byly istotne statystycznie.

Poniewaz wiadomo, ze rze¢ski sa regulowane przez autofagig, Autor zamierzat
przeprowadzi¢ analizy rozwoju rzesek w warunkach glodzenia, ale eksperyment si¢ nie
powiddt poniewaz komorki nerwowe wchodzity w apoptoze. Miedzy innymi z tego wzgledu
Ostatni etap badan Doktorant zdecydowal si¢ przeprowadzi¢ na szczurzych fibroblastach, w
ktorych najpierw wyciszyt Tsc2, a nastepnie Kif3A i Kif3C. W tej linii komérkowej Autor
rozprawy zaobserwowat wptyw wyciszenia TSC2 na liczbe komorek posiadajacych rzeske oraz
wykazal udziat KIF3A i KIF3C w rozwoju rzeski. Natomiast analiza ruchu pecherzykow
lizosomalnych nie wykazata udziatu w tym procesie ani TSC2 ani KIF3A/C.

Badania przeprowadzone przez Doktoranta zostalty przez mnie oméwione w wielkim
skrocie. Zrealizowany przez Niego projekt byl ogromnym wyzwaniem, zaréwno ze wzgledu
na wrazliwy 1 zmienny material jakimi sa neurony, jak réwniez na subtelno$¢ zmian
zachodzacych na skutek wyciszenia genéw Tscl/2 i wybranych kinezyn. Chociaz dobor linii
komorkowych 1 warunkéow doswiadczen byly bardzo dobrze przemyslane, to wiele z
otrzymanych wynikéw byto niekonkluzywnych. W tym miejscu warto jednak zauwazy¢, ze
szeroko zaplanowane 1 konsekwentnie przeprowadzone analizy to kolejny dowdd na to, 1z
pomimo nielatwego zadania, Pan Weslawski wykazal si¢ umiej¢tnosciami samodzielnego
prowadzenia badan naukowych. Mozliwe powody niepowodzen w uzyskaniu istotnych ro6znic
zostaty bardzo doktadnie przeanalizowane w rozdziale Dyskusja. Tym samym Autor rozprawy
wykazat si¢ kolejng wazng umiej¢tnoscia, tym razem byla to zdolnos¢ do krytycznej oceny
warunkow doswiadczenia i1 przewidywania problemow jakie moga wynikaé z ingerencji
wywotanej wyciszaniem gendéw 1 warunkami hodowli. Jako jeden z powodéw nieduzych rdznic
pomiedzy wariantami badanymi a kontrolg oraz duzego rozrzutu wynikéw Doktorant wskazat
nierownomierny poziom wyciszenia genéw poprzez transfekcje komorek shRNA. Nasuwa si¢
zatem pytanie, czy w tej sytuacji lepszym rozwigzaniem nie bytby knockout genow Tscl/2 i

wybranych kinezyn np. metodg CRISPR/Cas?



W rozdziale Dyskusja Pan Westawski skonfrontowal swoje wyniki z danymi
dostepnymi w literaturze, czym ponownie udowodnil zdolnos¢ do krytycznej analizy danych
doswiadczalnych. W tym rozdziale zabraklo mi jednak dyskusji otrzymanych wynikow w
$wietle ich znaczenia dla nowych form terapii TSC. Oczekiwatabym takich rozwazan, gdyz w
rozdziale ,,Cel pracy” ten watek si¢ pojawia jako uzasadnienie podjecia badan nad rolg kinezyn
w TSC. Prosze zatem Autora rozprawy o wyrazenie opinii, czy zaobserwowane obniZenie
nadmiernego wzrostu komorek i rozwoju rzesek w komdrkowych modelach TSC moze byé w

jakis$ sposob przydatne w badaniach nad sposobami leczeniaTSC.

Podsumowujgc mojg oceng, z pelnym przekonaniem mogg stwierdzi¢, ze:

1) rozprawa prezentuje ogélna wiedze teoretyczng Doktoranta, czego dowodzg
ciekawie napisany wstep, okreslenie celu badan na tle zastanej wiedzy oraz dyskusja
wynikéw w kontekscie danych literaturowych.

2) wybdr aktualnej tematyki badawczej, jej powigzanie z trudng w leczeniu choroba,
opracowanie modeli komodrkowych TSC oraz zastosowanie szerokiego wachlarza
nowoczesnych metod eksperymentalnych stanowia oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego.

3) tre$¢ rozprawy, w ktdrej podejmowane decyzje zostaly precyzyjnie uzasadnione, a
otrzymane wyniki bogato udokumentowane, wskazuje na umiejetnosé¢ samodzielnego

prowadzenia pracy naukowej przez Doktoranta.

Na tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr. Jana Westawskiego 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 pdzn. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej o dopuszczenie mgr. Jana Westawskiego do

dalszych etapéw post¢gpowania w sprawie nadania stopnia doktora.

T ot e (Kﬂ’

prof. dr hab. Joanna Moraczewska



dr hab. Pawet Niewiadomski Warszawa, 19.02.2025 r.
Centrum Nowych Technologii

Uniwersytet Warszawski

ul. Banacha 2c pok. 03.34

02-097 Warszawa

Recenzja

pracy doktorskiej mgr Jana Westawskiego p.t.
»Poszukiwanie kinezyn kluczowych dla patologicznego rozwoju neuronu w modelu stwardnienia
guzowatego”

Z przyjemnoscig podjatem sie recenzowania pracy doktorskiej mgr Jana Westawskiego
dotyczacej roli wybranych kinezyn w patologicznym wzro$cie komérek nerwowych zwigzanych ze
stwardnieniem guzowatym. Stwardnienie guzowate (TSC) to rzadka, genetyczna choroba, ktéra
powoduje powstawanie tagodnych guzéw w réznych narzadach, takich jak mézg, skéra, nerki, serce i
ptuca. Objawy moga by¢ rézne, od tagodnych zmian skérnych po powazne problemy neurologiczne,
takie jak padaczka i niepetnosprawnosc¢ intelektualna. TSC jest de facto nieuleczalne, a interwencje
farmakologiczne badz chirurgiczne sprowadzajg sie do tagodzenia objawéw. Co wiecej, stosowana w
leczeniu rapamycyna ma wiele skutkdw ubocznych, co ogranicza jej zastosowanie. Zatem tematyka,
ktorej zbadanie podjat sig doktorant ma nie tylko znaczenie czysto naukowe, ale réwniez znaczny
potencjat zastosowania klinicznego.

Poniewaz jednym z gidwnych objawéw TSC na poziomie komérkowym jest nienaturalny rozrost
drzewka dendrytycznego w neuronach, mgr Westawski postawit hipoteze, ze w patologii tej choroby
biorg udziat kinezyny, motory molekularne niezbedne dla transportu biatek i organelli wzdtuz wypustek
nerwowych. W swojej pracy Doktorant sprawdzit tg hipoteze przy uzyciu modelu komérkowego TSC oraz
przeanalizowat mozliwe mechanizmy molekularne odpowiedzialne za udziat wybranych kinezyn w
patologii TSC.

Praca ma typowy ukiad charakterystyczny dla rozpraw doktorskich. We , Wstepie” Doktorant
podsumowuje obecny stan wiedzy na temat neurondw, ze szczegdlnym naciskiem na transport
wewngtrzkomarkowy, kinezyn oraz kinazy mTOR, ze szczegélnym uwzglednieniem jej roli w
stwardnieniu guzowatym. Rozdziat ten napisany jest przejrzyscie i uzupetniony o estetycznie wykonane
ilustracje.

Nastgpnie Doktorant przedstawia ,Cele pracy”. Zatozeniem rozprawy jest zbadanie czy ktéras z
kinezyn petni kluczowg role w komaérkowych objawach charakterystycznych dla modelu stwardnienia
rozsianego. Celem drugiej czesci pracy jest scharakteryzowanie molekularnych mechanizméw tej roli.

W ,Materiatach i Metodach” Doktorant bardzo szczeg6towo opisuje wykorzystane metody.
Rozdziat napisany jest bardzo rzetelnie i umozliwitby powtérzenie przedstawionych badan nawet osobie
z niewielkim do$wiadczeniem. W zwigzku z tym recenzowana praca doktorska bedzie stanowié cenne
zrédto informacji dla 0s6b rozpoczynajacych prace z modelem komérkowym uzywanym przez
Doktoranta. W niektorych rozdziatach wrecz wydaje mi sig, e opisy sa nieco zbyt szczegétowe, jak na
przyktad opis metody izolacji DNA lub trawienia enzymami restrykcyjnymi, ktére prawdopodobnie
mozna byto pominggé.

W czgsci ,Wyniki” Doktorant opisuje badania wykonane w ramach pracy doktorskiej. W
pierwszej kolejnosci analizuje wptyw utraty funkcji panelu kinezyn na patologiczny rozrost komérek
nerwowych wywotany nadaktywng sygnalizacja mTOR uzyskang przy uzyciu katalitycznej podjednostki
kinazy PI3K. Na podstawie tego pierwszorzedowego badania, Doktorant dokonat selekgji najbardziej



obiecujgcych kinezyn do badania drugorzedowego, w ktérym do aktywacji Sciezki mTOR wykorzystuje
utrate funkcji TSC2, co stanowi model molekularnie zblizony do patologii stwardnienia guzowatego. Na
podstawie tych badan, Doktorant zauwazyt, ze cztery z wybranych kinezyn: KIF3A, KIF3C, KIF21B oraz
KIF26B moga by¢ zaangazowane w patologiczny rozrost neuronéw wywotany utrata funkcji TSC2, przy
czym do dalszych badari wybrat pierwsze trzy z tych kinezyn, kierujac sie doniesieniami literaturowymi.

W drugiej czedci , Wynikéw”, mgr Westawski podejmuje sie systematycznego badania
potencjalnego mechanizmu dziatania badanych kinezyn w modelu stwardnienia guzowatego. Bada ich
mobilno$¢ w komérkach z wyciszong aktywnoscig TSC2, ich wptyw na dynamike mikrotubul, na rozwéj
rzgsek, a takze w modelu nieneuronalnym na tempo podziatéw komérkowych, wzrostu rzesek oraz
transportu lizosomow.

W rozdziale , Dyskusja” Doktorant umieszcza swoje wyniki w kontekscie obecnego stanu wiedzy
na temat badanych biatek, stosowanych metod, oraz patologii TSC. Nastepnie w ,,Podsumowaniu i
Whnioskach” przedstawia najwazniejsze tezy swojej pracy.

Pytania i uwagi:

1. We wstepie, Doktorant umieszcza funkcjg kinezyn w transporcie wewnatrzrzeskowym w
kategorii niekanonicznych funkcji tych biatek. Wydaje sig, ze jest to jednak rola kanoniczna
zwigzana z motoryczng funkcjg kinezyn.

2. Wigkszos¢ badan wykonanych przez Doktoranta opiera sig na utracie funkcji przy uzyciu shRNA.
Jednak do kazdej z kinezyn stosuje on mieszanine trzech sekwencji shRNA. O ile skutecznosé
wyciszenia Doktorant bada przy pomocy metody gPCR, o tyle specyficzno$é efektu jest o wiele
trudniejsza do sprawdzenia. Czy Doktorant sprawdzit efekty pojedynczych sekwencji shRNA i
prébowat korelowac site wptywu na badane fenotypy z sita wyciszenia badanego genu?
Alternatywg bytoby przeprowadzenie doswiadczenia typu ,rescue” przy pomocy nadekspresji
badanego biatka.

3. W nawigzaniu do poprzedniego punktu, Doktorant stosuje jako kontrolg plazmid bez sekwencji
shRNA, podczas gdy bardziej prawidtowym byloby zastosowanie kontroli w postaci plazmidu z
sekwencjg typu non-targeting control, czyli nie skierowana przeciwko jakiemukolwiek genowi
szczurzemu.

4. Ryzyko efektéw niespecyficznych shRNA doktorant sam zauwaza w badaniach przedstawionych
na ryc 4.7, gdzie nawet pod nieobecnos¢ aktywacji Sciezki mTOR, utrata funkcji wielu kinezyn
powoduje spadek zfozonosci drzewka dendrytycznego. Jednak efekt ten jest bardziej lub mniej
nasilony i osigga nawet do 40% wartosci kontrolnej. Jezeli rzekomo ,losowe” efekty
niespecyficzne osiggajg takie nasilenie, to tym bardziej nalezatoby przetestowaé pojedyncze
shRNA skierowane przeciwko temu samemu genowi, zeby wyselekcjonowaé sekwencje najmniej
podatne na efekty niespecyficzne, a jednoczesnie dajace silne wyciszenie badanego genu.

5. Rowniez efektowi niespecyficznemu Doktorant przypisuje $miertelnos$é¢ komdrek przy wyciszeniu
TSC1. Tu réwniez nalezatoby przetestowac rézne sekwencje shRNA zeby zapewnié silny efekt
wyciszenia bez niespecyficzne] toksycznosci.

6. Czy Doktorant rozwazat uzycie w swoich badaniach metodologii CRISPR/Cas9 jako alternatywy
do shRNA? Mutacje genéw przy uzyciu CRISPR/Cas9 s3 najczesciej obarczone mniejszym
ryzykiem efektéw niespecyficznych.

7. W badaniach skutecznosci wyciszenia genéw metoda qPCR Doktorant stosuje zaledwie po trzy
prébki na grupe. Jest to moim zdaniem zbyt mato i prowadzi do wielu wynikéw ,na granicy
znamiennosci statystycznej”. Te watpliwosci mozna by fatwo rozwiaé stosujgc wieksza liczbe
probek. W tego typu badaniach rutynowo stosuje sie po 5-6 prébek na grupe.



8. Czym podyktowany byt pomyst analizy wptywu badanych kinezyn na funkcje rzesek w modelu
TSC? Czy wiadomo co$ na temat wptywu rzesek pierwotnych na patologie TSC? Czy doktorant
rozwazyt alternatywne metody zaburzenia rozwoju rzesek, jak np. wyciszenie gendw IFT?

9. Jak mozna w praktyce zastosowa¢ wyniki badan przedstawione w pracy? Czy sg dostepne
sposoby zaburzenia funkcji specyficznych kinezyn u cztowieka, ktére mogiyby by¢ zastosowane
w terapii TSC? Czy poza kinezynami mozna zaproponowac inne rodziny biatek, ktére mogg by¢
odpowiedzialne za zaobserwowane fenotypy na poziomie komdérkowym, a ktore mogtyby
stanowi¢ dodatkowe cele terapeutyczne?

Powyzsze uwagi jedynie nieznacznie wptywaja jednak na mojg pozytywna ocene przedstawionej
pracy. Doktorant stosuje nowoczesne i réznorodne metody, aby zbada¢ funkcje kinezyn w patologii TSC.
Na szczegblng pochwate zastuguje rygor, z ktérym mgr Westawski podchodzi do analizy danych. Nie
ulega pokusie wyciggania zbyt daleko posunietych wnioskdw, jezeli wyniki badan nie sg jednoznaczne.
Postuguje sie wtasciwymi metodami analizy statystycznej i w wiekszoéci badan stosuje bardzo duze
préby, gwarantujgce statystyczny rygor. Jezeli jego badania napotykajg na przeszkody metodologiczne,
to proponuje alternatywne kierunki badan, ktére pomogtyby w weryfikacji jego hipotez. Praca
potwierdza, ze Doktorant posiada ogding wiedze teoretyczng i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. Biorgc powyzsze pod uwage stwierdzam, e 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 Jana Westawskiego do dalszych etapéw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Pawet Niewiadomski
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