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Recenzja zostata przygotowana na zlecenie Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego z dnia 22. 02. 2022 r.

Recenzowana rozprawa doktorska powstata pod kierunkiem prof. dr. hab. Grzegorza Dubina
oraz dr Katarzyny Pustelny.

Rozprawe doktorskg stanowi przygotowana w jezyku polskim praca pisemna o
klasycznym uktadzie, z wyodrebnionymi gtéwnymi czesciami: Wstep (26 str.), Cele pracy (2
str.), Materiaty i metody (16 str.), Wyniki (27 str.), Dyskusja (12 str.). Na poczatku pracy
zostaty umieszczone: lista publikacji Doktorantki, spis tresci, lista stosowanych skrétow oraz
streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Na koncu rozprawy znajduje sie spis odnos$nikéw
literaturowych.

Oceniana rozprawa dotyczy analizy strukturalno-funkcjonalnej ludzkiego biatka
MyD88. Biatko to jest kluczowym elementem przekazywania sygnatu z receptoréw TLR,
prowadzgcym do aktywacji czynnika NF-kB, a w konsekwencji indukcje odpowiedzi
prozapalnej. W zwigzku z tym podjecie badan zmierzajgcych do poszerzenia wiedzy na temat
regulacji wrodzonej odpowiedzi uktadu immunologicznego uwazam za zasadne, a uzyskane
wyniki moga potencjalnie znalez¢ praktyczne zastosowanie.
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Badania Doktorantki skupity sie na dwoch aspektach dotyczacych funkcjonowania biatka
MyD88 jako przekaznika sygnatu: oddziatywaniom miedzy domenami TIR i mozliwoscia
modulowania tych domem poprzez wigzanie niskoczgsteczkowych zwigzkow oraz okresleniu
struktury i dotgd niepoznanej funkcji domeny ID tgczacej domeny DD i TIR.

Streszczenie oraz tresciowo tozsamy ,,Abstract” w sposdb syntetyczny przedstawiajg tematyke
rozprawy ijej cele oraz opisane w rozprawie wyniki.

Rozdziat ,,Wstep” stanowi dobre wprowadzenie w zagadnienia zwigzane z tematyka rozprawy.
Pierwsza cze$¢ wstepu zawiera 0gdlng charakterystyke uktadu odpornosciowego. Szczeg6lny
nacisk zostat potozony na opis receptoréw Toll-podobnych, charakterystyke domen TIR i
biatek adaptorowych. Nastepnie Autorka skupita sie na przedstawieniu informacji na temat
budowy i funkcji biatka MyD88, gtéwnego przedmiotu rozprawy.

Wstep zostat napisany w sposob przejrzysty i zrozumiaty. TreSci zawarte w tekscie zostaty
bardzo dobrze uzupetnione klarownymi modelami strukturalnymi i schematami (Rys. 1-6).
Podsumowujac, rozdziat ten porusza zakres tematyczny dobrze odzwierciedlajgcy przedmiot
badan Doktorantki i zagadnienia poruszane w dyskusji. Nalezy wiec uzna¢ wybér omawianych
tematow za zasadny i niezbedny do wiasciwego wprowadzenia czytelnika do dalszych
rozdziatdw rozprawy.

Cel pracy zostat jasno okre$lony, zaréwno w tytule rozprawy, jak i dedykowanym rozdziale
dysertacji. Zostaty wyodrebnione dwa gtéwne cele: (1) zbadanie wzajemnych oddziatywan
domen TIR i identyfikacja niskoczasteczkowych modulatoréw tych oddziatywan oraz (2)
zbadanie roli domeny ID biatka Myd88 podczas odpowiedzi immunologicznej. Warto w tym
miejscu zauwazy¢, iz funkcja domeny ID nie byta dotychczas badana. W zwigzku z tym
zaplanowane badania miaty charakter nowatorski. Rownoczesnie, ze wzgledu na istnos¢
proceséw, w ktére jest zaangazowane biatko MyD88. podjecie badan byto jak najbardziej
zasadne.

Mimo ze nie wszystkie cele szczeg6towe zostaty pomysinie zrealizowane, w duzej mierze
udato sie osiggnaé cele gtdwne, co zostato wyczerpujaco przedstawione w czesci opisujacej
wyniki.

Rozdziat ,,Materiaty i metody” w wigkszos$ci przypadkdéw w sposéb wyczerpujacy i
pozwalajacy na powtorzenie badan przedstawia zbiér materiatdw wykorzystanych w pracy i
protokotéw wykonanych doswiadczen. Zwiaszcza opisy prowadzenia hodowli i analizy
komorek, a takze oczyszczania biatek, sg przedstawione bardzo szczeg6towo. Natomiast
bardzo skrétowo zostaty potraktowane opisy uzyskiwania konstruktéw genetycznych. Cze$é
plazmidéw zostata zamowiona w firmie zewnetrznej, ale wiele konstruktow wykonata
Doktorantka. Zabrakto m. in. informacji na temat polimeraz i warunkéw reakcji PCR
stosowanych, jak mozna sie domysli¢, do konstrukcji plazmidéw i przy mutagenezie
miejscowo-specyficznej. Inne drobne niedociggniecia obejmuja: (1) brak szczeg6towych
danych na temat zestawu do analizy poziomu NF-kB, (2) brak informacji na temat sktadu
buforu i warunkéw saczenia molekularnego w doswiadczeniu sprawdzajgcym dimeryzacje
domen TIR.



W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka przedstawita rezultaty badan realizujacych zatozone cele
pracy. W pierwszej kolejnosci zostaty opisane préby wizualizacji komplekséw domen TIR,
pochodzacych z biatek MyD88 i Mai. Niestety, mimo literaturowych sugestii o tworzeniu
takich kompleksow, Doktorantka nie zidentyfikowata ich obecnos$ci metoda saczenia
molekularnego, ani nie uwidocznita ich podczas préby kokrystalizacji. Czy Doktorantka
rozwazata probe identyfikacji oddziatywan TIR-TIR inng metoda, np. ultrawirowania
analitycznego? W wielu przypadkach tg metodg mozna zaobserwowac¢ obecno$¢ oligomerow
oraz okresli¢ ich stabilno$¢ stosujac rézne stezenia biatek.

Czesciowym powodzeniem zakonczyty sie préby identyfikacji niskoczasteczkowych
modulatoréw domen TIR. Doktorantce udato sie wytypowac¢ 10 niskoczasteczkowych
zwigzkow, tzw. ,fragmentow”, wigzacych sie do domen TIR, ktére moga sta¢ sie punktem
wyjscia do dalszych poszukiwan optymalnych struktur ,,fragmentéw”.

Obszerng cze$¢ badan stanowity analizy strukturalne domeny ID biatka MyD88. Zostaty
przeprowadzone zaréwno analizy in silico, jak i badania biofizyczne, ktérych wyniki wskazuja
na brak stabilnej struktury drugorzedowej izolowanej domeny ID.

Nastepnie Doktorantka skupita sie na okresleniu roli domeny ID biatka MyD88 w
przekazywaniu sygnatu. W tym celu zostat uzyty zestaw zmutowanych wariantow MyD88,
zawierajacych mutacje w réznych pozycjach domeny ID. Aktywno$¢ wariantéw MyD88 w
przekazywaniu sygnatu byta testowana na kilku etapach kaskady sygnatowej poprzez pomiar
aktywnos$ci NF-kB, okreslenie poziomu fosforylacji biatek efektorowych(IRAK4 i IRAKI) i
zbadanie wydajnosci tworzenia myddosomu. Doktorantka uzyskata wiele interesujacych
wynikéw, wsérod ktérych za najwazniejsze uwazam:

(1) identyfikacje piecioaminokwasowego fragmentu domeny ID (reszty 114-118) jako
elementu niezbednego do funkcjonalno$ci MyD88,

(2) wskazanie reszty Tyrl 16 jako kluczowej reszty domeny ID, niezbednej do zachowania
stabilnosci miedzyczasteczkowej sieci oddziatywan wodorowych w myddosomie,

(3) wykazanie, iz w komorkach zawierajgcych muteiny MyD88 pozbawione kluczowych
elementéw domeny ID, nie dochodzi do propagacji sygnatu, co objawia sie brakiem
fosforylacji biatek efektorowych,

(4) wykazanie, iz obecno$¢ formy MyD88S w dimerze z MyD88 petnej dtugosci hamuje
tworzenie myddosomu.

Odnos$nie oddziatywan, w ktdre jest zaangazowana reszta Tyrl 16: z rysunku 21 wynika, ze
reszta Tyrl 16 tworzy kontakty z resztg Arg32. Czy jest mozliwe takie wzajemne utozenie tych
reszt, aby powstaty oddziatywania typu kation-7i? Tego typu oddziatywania mogtyby
dodatkowo wzmocni¢ lokalng strukture. Sugestie te popiera fakt, iz mutacja Y116C takze
obniza funkcjonalno$¢ MyD88.

Podsumowujac te cze$¢ pracy uwazam, ze Pani mgr Kuska uzyskata bardzo wartoSciowe
wyniki, ktére pozwolity na zaproponowanie molekularnego mechanizmu dziatania formy
splicingowej MyD88S. Uwazam to za bardzo duze osiggniecie Doktorantki, gdyz do tej pory
podstawy dominujaco negatywnego oddziatywania MyD88S nie byty znane. O randze
wynikow $wiadczy m.in. fakt opublikowania ich w bardzo dobrym czasopi$mie naukowym
Cell Communication and Signaling.



W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka ustosunkowata sie do uzyskanych wynikow i
przeprowadzita ich wnikliwg analize. W pierwszej kolejnosci Doktorantka odniosta sie do
aspektu dimeryzacji domen TIR i mozliwosci modulacji funkcjonowania tych elementéw przez
zwigzki niskoczasteczkowe. Mimo niepowodzen w identyfikacji dimerow domen TIR biatek
MyD88 i Mai oraz nieudanych prob krystalizacji domeny TIR ze zwigzana czasteczka
»fragmentu”, Autorka optymistycznie podeszta do uzyskanych wynikoéw i widzi perspektywy
przysztych badan z wykorzystaniem zmodyfikowanych i rozbudowanych czasteczek
modulatorow.

W dalszej cze$ci Doktorantka dyskutuje wyniki zwigzane z charakterystyka strukturalno-
funkcjonalng domeny ID. Autorka zauwazyta, ze mimo duzego zachowania ewolucyjnego
sekwencji catej domeny ID, tylko jego niewielki fragment, reszty 114-118 z kluczowg rola
Tyrl 16, sg niezbedne do zapewnienia funkcjonalnosci biatka MyD88. W zwigzku z tym mam
pytanie: skoro N-koncowy fragment domeny ID (reszty 110-124) wspdttworzy z domeng DD
helise a H6, to czy brak domeny ID nie wptynie na strukture domeny DD? Helisa H6 bedzie
znacznie krotsza w wariancie MyD88S, a moze w ogdle je nie bedzie? Czy jest mozliwe, ze
brak domeny ID, oprécz wptywu na miedzyczasteczkowg sie¢ wigzan worowych, destabilizuje
czesciowo domene DD, co uniemozliwia uzyskanie jej w formie izolowanej (wariant DD)?

Za bardzo ciekawe uwazam rozwazania Doktorantki na temat roli domeny ID w zapewnieniu
funkcjonalnosci biatka MyD88. Dotychczas panowato przekonanie, iz ten fragment biatka
petni funkcje tacznika pomiedzy domenami DD i TIR. Autorka dowodzi, ze domena ta
odgrywa bezposrednia role w procesie tworzenia myddosomu, co przektada sie na propagacje
sygnatu zaleznego od MyDa88.

Podsumowujac, sposéb prowadzenia dyskusji wskazuje na znajomos¢ tematyki badawczej i
umiejetno$¢ umieszczenia danych eksperymentalnych w szerszym kontekscie. Znajdujace sie
na koncu rozdziatu krotkie podsumowanie dobrze spina przedstawione w pracy wyniki i ich
dyskusje.

Liczgca 129 pozycji ,,Bibliografia” zawiera zestaw publikacji zwigzanych z tematyka
dysertacji i uzytg metodyka. Sg to prace datowane przede wszystkim po 2005 roku, aczkolwiek
nie zostaty pominiete prace pionierskie o znaczeniu historycznym.

Uwagi ogélne

Pracajest napisana w sposob klarowny i logiczny, zwieZle, bez zbednych dygresji, ale
rébwnoczesnie z wystarczajaca iloscig szczeg6tow. Tekst dobrze uzupetniajg ryciny (30) oraz
tabele. Niektdre rysunki znacznie zyskatyby poprzez uzupetnienie opiséw. W wielu
przypadkach nie zostato okre$lone, co stanowi kontrole. W Rys. 23 nie jest widome, co
oznaczajg wartosci podane na osi OX. Schemat przedstawiony na Rys. 28 takze wymaga
uzupetnienia. Oczywiscie czytelnik znajdzie odpowiednie informacje w teks$cie pracy, niemniej
dotgczenie chocby krétkiego opisu znacznie utatwitoby zapoznanie sie z trescig rycin.
Dodatkowo przydatoby sie uzupetni¢ Rys 14 o numeracje reszt aminokwasowych w obrebie
domeny ID. Pozwolitoby to na tatwiejsze Sledzenie pozycji analizowanych reszt. Sama
Autorka nie unikneta pomytki i btednie podata numery reszt tworzacych struktury helikalne na
Rys 14. Powinny to by¢ reszty Glul 11 do Glul24 oraz Glul43 i Leul44, a nie GInl 12 do



Gin124 oraz Gin144 i Leu 145. Ponadto zostaty uzyte btedne skroty trzyliterowe reszt
glutaminianu (Gin zamiast Glu). Z obowiazku recenzenta musze takze wspomnie¢ o
wystepujacych w pracy btedach jezykowych (zargon laboratoryjny, niepotrzebne zapozyczenia
z jezyka angielskiego) oraz licznych btedach edytorskich.

Warto$¢ merytoryczng rozprawy oceniam wysoko i wspomniane powyzej uchybienia nie
umniejszajg wartosci pracy. Na szczeg6lne uznanie zastuguje bardzo eleganckie potgczenie
badan in silico, analiz strukturalnych metodami biofizycznymi i doswiadczeh z
wykorzystaniem technik biochemicznych, biologii molekularnej i cytologii. Badania zostaty
przeprowadzone w sposob kompetentny z zastosowaniem wiasciwie dobranej metodologii
badawczej, a dobor metod badawczych wskazuje na interdyscyplinarno$¢ pracy. Przedstawione
wyniki sg opisane zasadniczo poprawnie i w wielu przypadkach stanowig podstawe do
uscislenia hipotez i planowania dalszych badan. Przeprowadzona dyskusja $wiadczy o
gtebokiej wiedzy Doktorantki ijej umiejetnosci skonfrontowania rezultatow wiasnych badan z
danymi literaturowymi. Wyciggniete z wynikéw badan wnioski sg wywazone i pozbawione
nadinterpretacji. Nie mam w zwigzku z tym watpliwosci, iz Pani mgr Katarzyna Kuska dobrze
opanowata warsztat naukowy w zakresie biochemii, biofizyki i biologii molekularnej.
Przedstawione w rozprawie wyniki stanowig oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i s3
cennym uzupetnieniem wiedzy w zakresie modulacji odpowiedzi immunologiczne;j.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona rozprawa catkowicie spetnia wszystkie
warunki okre$lone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.) i wnosze do Rady Dyscypliny
Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Kuski do
dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.

Rownoczesnie, biorgc pod uwage wysoki poziom naukowy rozprawy oraz opublikowanie
czesci wynikoéw w bardzo dobrym recenzowanym czasopismie naukowym, wnosze o
wyrdznienie rozprawy.



