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Recenzja rozprawy doktorskiej pana Mgr Tomasza Gradowskiego zatytulowanej
»Analiza bioinformatyczna pelnego zbioru ludzkich kinaz oraz kinaz organizméw zwigzanych z

czlowiekiem*

Pomimo znacznych sukceséw w badaniach nad genomem w dalszym ciagu istnieje potrzeba
dla charakteryzacji nowych szlakéw sygnatowych, ktére moga stanowi¢ cel dla terapii celowane;j.
Dotychczas stosowane metody leczenia posiadaja ograniczona skuteczno$é, przy istotnych dziataniach
ubocznych. Leki ukierunkowane na hamowanie kinaz stanowia wazny element terapii wielu chorb, w
tym onkologicznych, a kluczowym dla rozwoju nowych czasteczek jest specyficzno$é inhibicji.
Jednoczesnie — kinazy ze wzgledu na ewolucyjnie uksztaitowanq' budowg¢ miejsca aktywnego sa
relatywnie ,fatwymi* celami terapeutycznymi i jak pokazaly ostatnie lata — wiedza na temat biologii
kinaz, czy historii naturalnej choréb powiazanych z dysregulacja aktywnosci kinaz pozwala na
stworzenie coraz to skuteczniejszych terapii. Modelowa choroba w tym zakresie jaka jest rak ptuca
powstajacy na podiozu zaburzen onkogennych kinaz EGFR czy ALK - rozwdj nowoczesnych
specyficznych inhibitoréw tych kinaz powoduje, iz rokowanie w tej grupie chor6b jest wyjatkowo
korzystne, tj. parametry diugosci Zycia pacjenta z zaburzeniami kinazy ALK leczonego paliatywnie za
pomocg odpowiednich inhibitoréw kinaz sa zblizone do paramteréw diugosci zycia
»nieselekcjonowanych“ pod wzgledem molekularnym pacjentéw z rakiem pluca, ale z ta roznica, iz
pacjentow wyselekcjonowanych pod wzglgdem stopnia zaawansowania, tak iz mozliwe jest leczenie
radykalne. Stad mowimy, iz wiedza na temat kluczowych onkogenéw i ich hamowania moze pozwoli¢
na dokonanie przemiany w kierunku onkologii jako nauki o przewlektym leczeniu nowotworéw. Tym
samym znajomos¢ ,.pelnego zbioru* kinaz na czym skupia si¢ przedmiotowa rozprawa doktorska
wpisuje si¢ w zapotrzebowania jakie onkologia stawia przed badaniami podstawowymi. Dodatkowo —

praca zakladata analiz¢ kinaz bakteryjnych Legionella, co mozna potraktowaé nie tylko jako dowéd na
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poprawnos¢ przyjetej metodyki, ale takze jako przykiadowe studium przypadku majace wskazaé¢ na
uzyteczno$¢ opracowanego sposobu postepowania w praktycznych badaniach naukowych.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska przygotowana przez pana mgr. Tomasza
Gradowskiego stanowi kompleksowe studium problemu jakim jest charakteryzacja kinaz genomu
czlowieka oraz charakteryzacja pelnego zestawu kinaz bakteryjnych organizméw z wybranego rodzaju

(Legionella).

Przedstawiona do recenzji rozprawa zawiera 153 strony, sklada si¢ z 6 rozdziatéw opisujacych
wstep, przegladu literatury, celéw pracy, material i metody, wyniki i dyskusje oraz wnioski oraz
rozlegly supplement. Calo$¢ uzupetniona jest spisem literatury. Autor w pracy cytuje acznie 249
pozycji pismiennictwa, w wigkszo$ci z ostatnich lat, a calo$¢ rozprawy zostala estetycznie ztozona i
wydana w formie ksiagzkowej. Wyniki pracy zostaly czesciowo opublikowane w recenzowanych

czasopismach w trzech manuskryptach, z ktorych doktorant jest pierwszym autorem jednego z nich.

Wstep przedstawia powody dlaczego warto byto zainteresowaé si¢ tym tematem i ogdlny stan
wiedzy w przedmiocie projektu. Oméwiono powody wyboru tego rodzaju bakterii oraz nietypowa
konstrukcje¢ pracy, jaka jest przeanalizowanie zestawu kinaz czlowieka i rodzaju Legionella.
Czytajac prace po raz pierwszy, takie zestawienie wydawalo mi si¢ nie racjonalne, jednak po
zaglebieniu si¢ w dalsze rodzialy recenzent musi przyznaé, iz inaczej opisalby wstep laczony te
dwie analizy (badam czlowieka dla sprawdzenia przyje¢tej metodologii, poniewaz dla zestawu
kinaz ludzkich mamy dane referencyjne; wigc jesli moja analiza odtworzy dane referencyjne to
moge zalozyé, iz przeprowadzenie podobnego sposobu prowadzenia analiz moze daé takzie
wyniki uprawdopodobnione do tego, e sa prawdziwe). Jesli taki byl cel polgczenia tych dwéch
analiz to powinno to by¢ odzwierciedlone zaréwno w tytule (np. ,metoda klasyfikacji pelnego
zestawu kinaz kodowanych w wybranym Kkladzie filogenetycznym optymalizowana na
przykladzie genomu czlowieka i zastosowanie tej metody do pelnej klasyfikacji kinaz bakterii
rodzaju Legionella“). W mojej ocenie powigzanie dwdéch cze$ci niniejszej pracy daj wrazenie
luznego zwigzku i recenzent chcialby dowiedzie¢ si¢ czy dobrze rozumie powigzanie migdzy

dwiema analizami (zastrzezenie nr 1),

W kolejnej czgsci — przegladzie literatury — odniesiono sig¢ szczegétowo na temat wiedzy
biologicznej z zakresu przedmiotu rozprawy. Rozdzial ten jest szczeg6lnie wartosciowy z powodu
rozleglosci problematyki i w koniecznosci wprowadzenia szeregu termindw bioinformatycznych, dla
ktérych nie ma dobrze zdefiniowanych terminéw w jezyku polskim.

Rozdziat ten w niniejszej pracy jest rozbudowany, ale majac na wzgledzie

wieloptaszczyznowy charakter badan, zakres niniejszej czgéci nalezy ocenié za odpowiedni.
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Jednoczesnie - niniejszy rozdziat odpowiednio odzwierciedla ilogé wiedzy w tym temacie i wskazuje

na to, ze zatozony cel badawczy nie jest banalny.

Cel pracy przedstawiono w zwartej formie. Poza ogélnym celem - badania szerokiego
repertuaru kinaz — praca ma takze konkretne cele szczegélowe — a sanimi: bioinformatyczne
poszukiwanie nowych kinaz biatkowych i pseudokinaz wsrod biatek bakteraii z rodzaju Legionella,
bioinformatyczne scharakteryzowanie tychze kinaz i pseudokinaz, klasyfikacja nowych i znanych
kinaz Legionella oraz poréwnanie kinaz biatkowych i ludzkich. Tak sformutowane cele sa

komplementarne i stanowig o potencjalnie wysokiej wartoéci niniejszej rozprawy.

W' rozdziale poswigconym materiatom i metodom szczegolowo oméwiono metodyke
wykorzystang w pracy, opisujac narzedzia analityczne i uzywane zbiory wiedzy. Opisano algorytm
przetwarzania danych dotyczacych sekwencji biatkowych, ktéry jest jednak algorytmem relatywnie
klasycznie stosowanym w tego typu projektach. W kolejnych podrozdziatach oméwiono metody
analizy sekwencji pierwszo-, drugo- i trzeciorzgdowych biatek kodowanych w poszczeg6lnych
genomach. Oddzielne podrozdzialy poswigcono analizom ko-lokolizacji genomowych — metodzie
uzywanej w analizie funkcji genéw bakteryjnych — oraz badaniom filogenetycznym. Catos¢ rozdziatu
zakoniczona jest przedstawieniem protokotu analitycznego, ktéry systematyzuje wczesniej opisane
podejscie i jest wielce pomocny dla recenzenta w odtworzeniu sposobu prowadzenia badan. W pracy
brakuje rozréznienia metod na te, ktére mozliwe s3 do stosowania przy analizie genoméw
bakteryjnych i ludzkich. Przyktadowo — w analizach filogenetycznych nie oméwiono filogenezy
struktur egzon-intron, ktdra jest kluczowa w indentyfikacji pseudogenéw, ale wylacznie u Eukaryota.
By¢ moze przydatne byloby zestawienie tabelaryczne wskazujace, ktére z wymienionych metod

byly stosowane w analizie genomu czlowieka, a ktére przy analizie Legionella (zastrzezenie nr

2).

W rozdziale poswigconym prezentacji wynikéw badaft omdéwiono adekwatnie do kolejnosci
wykonanych eksperymentéw uzyskiwane wyniki. Typowo dla prac izakresu bionformatyki rozdziat
ten nazwano ,,Wyniki i dyskusja®, co cho¢ dla innych dziedzin nauki mogtoby by¢ uznane za blad to
w tej dziedzinie nie tylko jest standardowo stosowane, co takze odpowiednio odzwierciedla sposd]
prowadzenia analiz. Nalezy tu nadmieni¢, iz wigkszos¢ wynikéw badan bioinformatycznych ma
charakter uprawdopodobnienia wnioskéw i zwykle przedstawienie konkretnego wyniku wymaga
przeprowadzenia natychmiastowej dyskusji wariantowej przedstawiajacej uzyskane dane w kontekscie
wiedzy. W ocenie recenzenta w rozdziale tym brakuje podkreslenia, czy zdarzaly si¢ takie
sytuacje, w ktorych przyjety algorytm analizy wskazywal na obecno$¢ wybranej aktywnosci dla
konkretnego bialka (typu ,,aktywnos¢ kinazy bialkowej“), a przeglad literaturowy wiedzy na
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temat Konkretnego przedstawiciela tej rodziny nie potwierdzal przypuszczen autora
(zastrzezenie nr 3).

W kolejnym rozdziale przedstawiono syntetycznie wnioski w formie jednego akapitu
podsumowania obserwacji wzglgdem konkretnej rodziny biatkowej. W opinii recenzenta rozdzial ten
jest odpowiednim podsumowaniem calosci obserwacji i w znacznej czesci powienien by¢
przeniesiony do streszczenia, ktére w ocenie recenzenta jest zbyt zwigzle. Dodatkowo w koficowej

CZgsci opracowania zawarto suplement, w ktérym zaprezentowano dane w formie 16 tabel, do ktérych
znajdziemy odnosniki w tekscie rozprawy.,

Praca calosciowo jest metodycznie opracowana prawidtowo. Doktorant poprawnie uzywa
terminéw z zakresu biologii molekularnej oraz bioinformatyki. Drobne niescistosci jezykowe nie
wplywajg na klarownoéé przekazu i recenzent cheiatby podkresli¢, iz przedstawiona do oceny praca
Jest pod tym wzgledem wzglednie wyrézniajaca si¢. Nie jest bez znaczenia fakt, iz dla wielu
okreslen wykorzystywanych w bionformatyce brakuje polskich tlumaczen, ktére oddawatyby w
Sposob zwigzly calosé znaczenia ich odpowiednikéw w Jjezyku angielskim. Pewnym rozwigzaniem
Jest z géry zalozenie, iz rozprawa jest przygotowywana w jezyku angielskim, wéwczas »slang
bioinformatyczny* powszechnie uzywany w tej i podobnych pracach stawalby si¢ mniej razacy (np.:
str. 130 — ,Analiza CD-search otoczen genomicznych bialek rodziny Lani_1194 i NoeA*®).
Dyskusyjna kwestig jest powdd zaw¢2enia. si¢ w analizach do rodzaju Legionella. Nie s3 to najbardziej
istotne klinicznie patogeny bakteryjne. Dla recenzenta wybér ten Jest jednak oczywisty — nie jest to
rodzaj bakterii az tak szeroko badany jak inne ,patki Gram-ujemne®, a z drugiej strony nie jest on
nadmiernie odlegly filogenetycznie od rodzajéow bakterii dla ktorych posiadamy dostateczng wiedze
ulatwiajacg interpretacj¢ nowych postawionych przez doktoranta tez. Stad, metodg ztotego Srodka,
wybrano pewnie Legionella. Nalezy jednak zauwazy¢, iz oczekiwaniem stawianym przed doktorantem
jest stworzenie dziela, ktére posiada wymiar nowatorski i nie nalezy negatywnie oceniaé sprytu jaki

przyswiecat takiemu czy innemu wyborowi kierunku badan.

Analizujgc przedstawiong pracg nalezy si¢ zastawnowi¢, czy analizy spetnily zalozony cel.
Nie ma watpliwosci, iz przeprowadzono analize kompleksowa, wytypowano szereg nowych rodzin i
réwnolegle scharakteryzowano eksperymentalnie (poza gtéwnym nurtem tej pracy) szereg obserwacji.
Tak wigc jest to praca kompletnaw rozumieniu rozpraw naukowych z zakresu bioinformatyki, a w
szczegolnosci badania odlegtego podobienstwa rodzin  biatkowych, w ktérej autor stawia tezy,

uprawdopodabnia w sposéb typowy dla metodologii bioinformatycznej oraz ostatecznie prowadzi to
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do weryfikacji wybranych nowych obserwacji.




W odpowiedzi na niniejszg recenzje cheiatbym poprosi¢  doktoranta o ustosunkowanie si¢ do
trzech zastrzezen jakie zaznaczono w tresci recenzji. Choé, moje obserwacje nie dyskredytujg

nieniejszego opracowania naukowego, to bylbym wielce zobowigzany mogac zapozna¢ sie
z odpowiedzig na moje komentarze.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi dzielo naukowe spelniajace
kryteria stawiane przed rozprawami doktorskimi. Pomimo pomniejszych mankamentow pracy,
niniejsza rozprawe nalezy oceni¢ dobrze. Praca z pewnoscig stanowi wazne opracowanie, ktére cho¢
moze nie prowadzi do przetomu w badaniach nad kinazami, ale prezentowane wnioski stanowig

wartos¢ dodang do dziedziny. Majgc na wzgledzie powyzsze - wnosz¢ o dopuszczenie doktoranta do
dalszych etapow postgpowania.
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