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RECENZIA

rozprawy doktorskiej magistra Marcina Tomasza Gradowskiego
ANALIZA BIOINFORMATYCZNA PELNEGO ZBIORU LUDZKICH KINAZ ORAZ KINAZ
ORGANIZMOW ZWIAZANYCH Z CZLtOWIEKIEM

wykonanej w Katedrze Biochemii i Mikrobiologii
Instytutu Biologii

Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

pod kierunkiem promotora

dr hab. Krzysztofa Piotra Pawtowskiego

Przedstawiona mi do recenzji praca jest owocem udanej analizy komputerowe;j
rozlegtego zbioru kinaz w organizmie ludzkim i organizmach zwigzanych z cztowiekiem. W
pracy udato sie twdérczo pofgczy¢ wysoko-wydajne narzedzia bioinformatyczne z istotnym
biologicznie problemem badawczym skupiajgcym sie na poznaniu funkcji biologicznej petnego
repertuaru kinaz. Juz we wstepie chciatbym podkreslié¢ nie tak czesto spotykang starannosc¢ w
przygotowaniu rozprawy, jej szaty graficznej, szczegdtowosci opisu zagadnienl, narzedzi i
wynikow, swietnych i przekonujgcych ilustracji, wizualizacji struktur tréjwymiarowych

biopolimerdw, tabel i uliniowien sekwencji analizowanych biatek.



Przedmiotem mojej oceny, w mys$l wymagan Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. 2017 poz.
1789, z pdin. zm.) oraz Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19
stycznia 2018 r. w sprawie szczegdtowego trybu i warunkdéw przeprowadzania czynnosci w
przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie
tytutu profesora (Dz.U. 2018 poz. 261), jest oryginalnos¢ rozwigzanego problemu naukowego,
ogdlna wiedza teoretyczna Kandydata w dziedzinie biologii, a takze umiejetnos¢

samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Rozprawa doktorska Pana mgr Marcina Gradowskiego zostata przygotowana w
Laboratorium dr hab. Krzysztofa Pawtowskiego w Katedrze Biochemii i Mikrobiologii w
Instytucie Biologii Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Autor skupia sie na
systematycznym przegladzie kinaz ludzkich a nastepnie zestawdw kinaz réznych organizmow
zamieszkujgcych organizm ludzki, ze szczegdlnym uwzglednieniem patogenu Legionella.
Nastepnie autor proponuje nowg metodologie bioinformatyczng, ktéra pozwala na
kompleksowe wyszukiwanie nowych rodzin kinaz i innych enzymdw. Nastepnie Autor
przedstawit szczegdtowo 6 nowych rodzin kinaz, ktore nie byty wczesniej opisane. Na
przyktadzie kluczowej dla cyklu zyciowego Legionelli wewnatrz makrofaga kinazy SidJ Autor

sugeruje sciezke do odkrycia nowych sposobdw walki z patogenami ludzkimi.

Autor w jednostronicowym streszczeniu pracy przedstawia gtéwne tezy rozprawy.
Podkresla znaczenie opracowanego pipeline bioinformatycznego. Opisane sg rowniez wyniki
zastosowania bioinformatycznego narzedzia do zbioru kinaz ludzkich oraz patogendw, tj.
bakterii oportunistycznej Legionelli. Nastepnie Autor przedstawia liste skrotow uzytych w

pracy oraz przedstawia bardzo obszerny spis ilustracji.

W rozdziale pierwszym autor przedstawia w skrécie podstawowe tto prowadzonych
badan, za$ w rozdziale drugim skupia sie na rozlegtym przegladzie literatury, wprowadzeniu
podstawowych poje¢ wykorzystywanych w rozprawie. Zaczynajagc o opisania biatek
efektorowych, réznych typow kinaz przechodzi do ich szczegétowej klasyfikacji, a nastepnie

odnoszac sie do wiedzy na temat Legionelli jako patogenu organizmu ludzkiego.



W rozdziale trzecim autor przedstawia gtdwne cele i zatozenia rozprawy. Odnosi sie do
wielkosci aktualnie poznanego Kinomu cztowieka (529 biatek i pseudokinaz), nastepnie
wspominajgc o nowych rodzinach kinaz bakteryjnych. Wspomniany jest kluczowe Zrédto
danych sekwencyjnych, tj. sekwencjonowanie nastepnej generacji mikrobiomu ludzkiego

(6,217k sekwencji z prawie 3k prébek Human Microbiome Project).

W rozdziale czwartym opisuje gtdwne materiaty, narzedzia, algorytmy i metody
wykorzystywane w trakcie badan. Opis narzedzi bioinformatycznych jest bardzo przejrzysty,
zaczyna sie od jezyka python jako wyboru $srodowiska programistycznego. Nastepnie Autor
opisuje biblioteki uzyte przez siebie, takie jak biopython, pandas, csv i glob. W kolejnym
podrozdziale Autor skupia sie na opisaniu na opisaniu zrédta z ktérego korzystat
przygotowujgc dane wejsciowe do dalszych analiz. Sg to suplement artykutu Bursteina oraz
baza Protein NCBI. Nastepnie Autor przechodzi do opisania metodyki i narzedzi
bioinformatycznych. Jest to przede wszystkim algorytm poréwnywania sekwencji biatek
(dopasowanie, lub uliniowienie) przy uzyciu macierzy substytucji aminokwaséw. Autor
omawia oba podstawowe typy uzywane w bioinformatyce: BLOSUM oraz PAM. Nastepnie
krotko omowione sg algorytmy lokalnego i globalnego uliniowienia za pomoca

programowania dynamicznego.

Nastepnie przedstawiony jest algorytm BLAST, filtrowanie krotkich sekwencji,
fragmentaryzacja pozostatych celem identyfikacji domen, oraz metoda klastrowania sekwencji
biatkowych — CD-HIT. W pracy oparto sie na algorytmie RPS-BLAST i CD-search do
wyszukiwania domen w sekwencjach, oraz FFAS/Phyre2 do wykrywania odlegtych
homologdw. Autor szczegdtowo opisuje metode FFAS, pakiet HH-suite, oraz serwer Phyre2
pozwalajgcy na szybkie wyszukanie dalekiej homologii biatek z dodatkowym krokiem
modelowania struktury trojwymiarowej biatek. Nastepnie przedstawiona jest wizualizacja
klastrow sekwencji, dopasowanie wielu sekwencji za pomocg algorytmu MAFFT. Struktura
drugorzedowa zostata przewidziana za pomocg PSIPRED. Informacje genomiczng uzyskano z
bazy Integrated Microbial Genomes, przeprowadzono analize wspdtwystepowania gendw.
Nastepnie opisano metody Filogenetyczne, oraz ciekawy algorytm DeepCoil wyszukujgcy za

pomocg uczenia gtebokiego sploty helis w sekwencji biatek. Do treningu uzyto biblioteki keras



i sieci zbudowanej z dwdch warstw konwolucyjnych. Do wizualizacji uzyto programu chimera

pochodzgcego z UCSF.

Na stronie 73 znajduje sie szczegdtowy protokdt analizy danych obejmujgcy wszystkie
kroki pracy. Podzielono go na etapy wstepne, etapy przewidywania dalekiej homologii oraz

dodatkowe analizy i klasyfikacji.

W rozdziale pigtym przedstawiono wyniki i dyskusje. Opisana zostata pseudokinaza
SidJ, nastepnie prawdopodobna kinaza efektorowa LLO_2159, biatkowe Lani 1194,
Lcin_0519, efektorowg Lsha 0263 z insercjg w strukturze PKL, oraz ztozona kinaza biatkowa

typu HipA zbudowana z produktéw trzech genow (Ipg2378, Ipg2379, lpg2380).

Autor swojg prace doktorskg zbudowat wokot 41 genomow Legionella analizowanych
ztozong metodologig bioinformatyczng (struktura drugorzedowa, uliniowienie sekwencji
biatek, daleka homologia, przewidywanie i analiza struktury tréjwymiarowej). Ciekawe jest, ze
mimo braku istotnosci statystycznej miar podobienstwa, mimo wszystko doktadniejsza analiza
ortogonalna (fizyko-chemiczna) pozwolita pozytywnie zweryfikowacé takie relacje odlegtej
homologii. Za pomocg CLANS zbudowano wizualizacje nowych rodzin kinaz w szerszym
kontekscie catej rodziny PKL, oraz kinaz biatkowych Legionella, cztowieka i ameb.
Przeanalizowano horyzontalny transfer gendw miedzy tymi gatunkami. Na kolejnych stronach
zostata pokazana doktadna analiza rodziny pseudokinaz Sid) wraz z ich drzewem
filogenetycznym, a nastepnie kolejnych nowych zaproponowanych rodzin. Zostaty one

szczegdtowo opisane, czytelnie i z duzg erudycjg biomolekularng i ewolucyjna.

Na koniec zamieszczono wnioski z przeprowadzonych analiz oraz przedstawiono liste
publikacji w ktorych wykorzystano wyniki rozprawy. Autor wyrazit nadzieje opracowania w
przysztoSci nowego typu terapii przez opracowanie inhibitoréow kinaz / pseudo-kinaz, ktére

spowolnig lub nawet zatrzymajg infekcje. Dodatkowo Autor zamiescit suplement i bibliografie.



Podsumowujgc — autor wykazat sie znajomoscig bioinformatyki, zaréwno od strony
istotnych problemdéw biologicznych, ale rowniez wielu najczesciej uzywanych narzedzi. W
przedstawionej pracy przekonujgco zaprezentowat swoje umiejetnosci i zdolnosci
sformutowania pytania biologicznego, jego algorytmizacji a nastepnie implementacji metody
komputerowej, Swietng wiedzg o narzedziach bioinformatycznych oraz przekonujgcg analiza
danych. Wyniki opracowane w trakcie doktoratu zostaty opublikowane w trzech pracach w
wysoko punktowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, w tym jednym jako

pierwszy autor.

Ponizej postaram sie krétko wypunktowac¢ kluczowe wg. recenzenta osiggniecia
badawcze doktoranta, w tym zaproponowane analizy i opracowane algorytmy, oraz analizy
danych doswiadczalnych bazujgce na poréwnywaniu sekwencji i struktur tréjwymiarowych

biatek.

e zebranie rozlegtego zestawu kinaz ludzkich, regulujgcych wiele istotnych procesow
komdrkowych;

e zebranie komplementarnego zestawu kinaz patogendw, tj. bakterii kolonizujgcych
populacje;

o szczegdtowe przeanalizowanie mechanizmu patogennosci organizmu Legionella
powodujgcego zapalenie ptuc u ludzi;

o wskazanie zestawu 114 kinaz Legionelli stanowigcej petny poznany zestaw biatek z tej
rodziny zidentyfikowanych w wielu badaniach;

e zaproponowanie zestawu 15 nowych rodzin kinaz, ktdre wczesniej nie byty przypisane
do tej klasy funkcjonalnej;

e przeanalizowanie najciekawszych przypadkéw z ich interpretacjg biologiczng;

e oOpracowanie nowej procedury bioinformatycznej do wyszukiwania nowych rodzin
biatek, w tym przypadku kinaz;

e potwierdzenie skutecznosci opracowanej metody bioinformatycznej w wykrywaniu
nowych rodzin biatek oraz poréwnanie jej do istniejgcych metod;

e zasugerowanie metod szacujgcych istotnos¢ opracowanych wynikow.



Ocena koricowa

W podsumowaniu mojej oceny rozprawy doktorskiej Pana magistra Marcina
Gradowskiego stwierdzam, ze zaprezentowang prace oceniam bardzo wysoko. Biorgc pod
uwage przejrzysto$é opisu problemu, czytelnos¢ wynikdéw, liczne walory naukowe
przedstawionej rozprawy doktorskiej, a dodatkowo wyjgtkowo udane potgczenie starannie
opisanych algorytmdw bioinformatycznych, oraz istotnych biologicznie pytan badawczych,
oceniam rozprawe doktorskg mgr Marcina Gradowskiego jako istotny wktad Autora do biologii
w zakresie bioinformatyki. Z catym przekonaniem oceniam, ze rozprawa spefnia zwyczajowe i
ustawowe wymogi, stawiane rozprawom doktorskim, stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego w dziedzinie biologii, unaocznia ogdlng wiedze biologiczng kandydata,
oraz znajomos¢ metod w bioinformatyce, oraz pokazuje umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Szkoty
Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Pana magistra Marcina

Gradowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dodatkowo biorgc pod uwage wysoki poziom merytoryczny rozprawy, jej staranne
bioinformatyczne przygotowanie, przekonujgcy i bogato zilustrowany sposéb prezentacji
tematyki badawczej oraz istotnos¢ biologiczng wynikdw przeprowadzonych analiz wnosze o

wyroznienie rozprawy stosowng nagroda.
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