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Ocena
pracy doktorskiej mgr Tomasa Pilzysa

»Aktywnosc biatek z rodziny AlkB w warunkach homeostazy i stanach patologicznych”

Naprawa DNA przez bezposrednia rewersje, cho¢ ewolucyjnie ,,przyémiona” przez naprawe przez wy-
cinanie zasad i naprawe przez wycinanie nukleotyddw, odgrywa wazng role w reakcji komérki na uszko-
dzenia DNA, a w szczegélnosci w reakcjach adaptacyjnych do zwigzkéw uszkadzajgcych DNA u organi-
zmow nizszych. Rodzina biatek AlkB, a scislej rodzina dioksygenaz AlkB zaleznych od Fe(ll) i a-ketoglu-
tarenu, stanowi klase enzymow naprawy DNA przez bezposrednig rewersje usuwajgcych alkilowanie
addukty z zasad azotowych DNA i RNA przez oksydacyjng dealkilacje. Prototypem tej rodziny jest biatko
AIkB Escherichia coli chronigce genom bakteryjny przed alkilacyjnymi uszkodzeniami DNA i biorgce
udziat w reakcji adaptacyjnej do zwigzkdow alkilujgcych. Zidentyfikowano 9 homologdéw biatka AlkB u
ssakdw (ALB1-8 i FTO), lecz nie wszystkim mozna przypisa¢ bezposredni udziat w naprawie DNA/RNA.
Wystepowanie homologéw AlkB jest w pewnym sensie zaskakujgce, bo nie wystepujg one u bakterii
anaerobowych, lecz mogg by¢ kodowane przez jednoniciowe wirusy RNA infekujgce rosliny. Dlatego
wazne sg badania nie tylko nad funkcjami, ale takze wystepowaniem tych enzyméw. Dziatanie biatek
rodziny AlkB jest wazne, gdyz usuwajg one uszkodzenia DNA/RNA, z ktérych wiele jest promutagen-
nych, a takze blokuje proces replikacji DNA. Pomimo, ze nasza wiedza o funkcjach i aktywnosciach
komérkowych dioksygenz rodziny AlkB wzrasta, a lista substratow, dla poszczegdlnych cztonkéw ro-
dziny, w szczegdélnosci homologdw wystepujgcych u cztowieka, jest (prawie) kompletna, dalej bez jed-
noznacznych odpowiedzi pozostaje szereg pytan dotyczacych specyficznej regulacji tych biatek, w
szczegblnosci ich wewnatrzkomaérkowej lokalizacji i zwigzkiem z transformacjg nowotworowa, poprzez
funkcjonowanie genéw kodujgcych biatka rodziny AlkB jako geny supresorowe, ale i jako geny, ktdrych
produkty mogg przyczyniac sie do opornosci na chemoterapie i promowac wzrost guzow. Dlatego pod-
jecie tematu wigzacego sie z badaniami mechanizmu udziatu enzymoéw rodziny AlkB w transformacji
nowotworowej oraz ich wystepowaniem w rdéznych organizmach przez doktoranta, pana Tomasa
Pilzysa i promotor jego rozprawy, Panig profesor Elzbiete Grzesiuk, Swiatowej klasy specjalistke w za-
gadnieniach zwigzanych z naprawg DNA, uwazam za uzasadnione. Doktorant w swej pracy badat udziat
enzymow rodziny AlkB u cztowieka, swini i (koncepcyjnie) Arabidopsis. Badania prowadzit na materiale
pozyskanym z guzéw nowotoworych, tkanek swini i liniach komdrkowych nowotworéw cztowieka. Po-

dazat wiec chyba najbardziej ,pozgdanymi” nurtami badan nad rodzing AlkB, o czym Swiadczyé moze



opublikowanie wynikow badan, w ktérych brat udziat, i przemyslen nad nimi, w liczagcych sie czasopi-
smach. W takim ujeciu tematyka rozprawy moze by¢ uwazana za oryginalng w szerokim rozumieniu
znaczenia tego stowa.

W pracy podano jako zrédio finansowania trzy granty, dwa z Narodowego Centrum Nauki, jeden z
Funduszy Norweskich, lecz brak informacji o kierownikach owych grantéw.

Tytut rozprawy jest nieco ,tajemniczy”, charakteryzuje sie stopniem ogdlnosci nieznajdujagcym uza-
sadnienia w zakresie przeprowadzonych badan. Moze lepiej bytoby skonkretyzowaé owe ,,stany pato-
logiczne”? | daé cztowieka, $winie i Arabidopsis?

Podstawe rozprawy doktorskiej pana Pilzysa stanowig 3 publikacje, w pierwszej z nich Doktorant
jest pierwszym autorem, z zaznaczeniem réwnorzednosci udziatu z dwoma innymi wspétautorami, w
drugiejitrzeciej pracy jest wymieniany na drugiej pozycji, z zaznaczeniem réwnego udziatu, co pierwszy
autor. Pierwsza praca zostat a opublikowana w Scientific Reports (impact factor 3,998 i 100 pkt.
MNiSzW) i jest firmowana przez 15 wspodtautordow, praca druga takze w Scientific Reports i podpisato
sie pod nig 9 autoréw. Trzecia praca to praca przeglagdowa w IUBPM Life (impact factor 3,244 i 100 pkt.
MNiSzW), takze z udziatem 9 wspdtautordw. Z pierwszej analizy tych prac wynika, ze:

1. Wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach majgcych dobry wspétczynnik oddzia-
tywania.
2. Mgr Tomas PilZzys odgrywat znaczaca role w powstaniu kazdej z nich.
Prace te sg wieloautorskie (do 15 wspotautorow)
4. Brak pracy z wyraznie zaznaczong pozycjg pierwszego autora, tzn. niedzielgcego tej pozycji z
innym wspotautorem.
Prace te zostaty krotko omdéwione w opracowaniu Doktoranta. Po zakoriczeniu omdwienia kazdej z
nich mgr Tomas Pilzys krétko przedstawia swoéj wktad w jej powstanie i w kazdym przypadku jest on
znaczacy: udziat w planowaniu i rozwijaniu koncepcji badan, pobieranie materiatu biologicznego, wy-
konanie oznaczen, znaczacy wkitad w pisaniu i edytowaniu tekstu prac. Do opracowania dotgczone sg
oswiadczenia wspdtautoréw wszystkich trzech prac, opisujgce ich udziat w powstanie danej pracy.
Zadne z nich nie kwestionuje znaczacej roli mgr. Tomasa PilZysa w powstanie prac stanowigcych pod-
stawe rozprawy doktorskiej.

Nie uwazam, aby rolg recenzenta rozprawy doktorskiej przedstawianej jako zbidér publikacji, byto
powtdrne ich recenzowanie, ale z drugiej strony, oprdcz ogdlnej oceny wartosci tych prac, zdetermi-
nowanej gtdéwnie przez range czasopism, w jakich zostaty opublikowane, oraz oceny udziatu Dokto-
ranta w ich powstaniu, uwazam za celowe podniesienie tych ich aspektéw, ktére moga miec znaczenie
dla oceny tych prac jako sktadowych rozprawy doktorskiej.

Praca ,, ALKBH overexpression in head and neck cancer: potential target for novel anticancer the-
rapy” opublikowana w Scientific Reports jest pracg doswiadczalng, w ktdrej mgr Tomas Pilzys jest
pierwszym autorem, jednak z zastrzezeniem réownego wktadu z dwoma innymi wspoétautorami. W
pracy tej stwierdzono nadekspresje gendéw kodujgcych biatka rodziny ALKH w ptaskonabtonkowych no-

wotworach gtowy i szyi (HNSCC). Stwierdzono réwniez pozytywna korelacje pomiedzy ekspresja



ALKBH3 i FTO i rozmiarami guza. Jednym z najwazniejszych, jesli nie najwazniejszym wynikiem tej pracy
jest stwierdzenie cytoplazmatycznej lokalizacji biatek ALKBH2 i 5 w HNSCC. Badania na materiale kli-
nicznym zostaty potwierdzone w szeregu nowotworowych linii komérkowych cztowieka. Wyciszanie
ALKBH poprzez siRNA w komodrkach Hela powodowato spadek ich zywotnosci. Dodatkowo w pracy
przebadano szereg potencjalnych inhibitorow ALKBH i przedyskutowano ich potencjat terapeutyczny
w nowotworach ztosliwych. W pracy jasno postawiono hipoteze badawczg i sposéb jej weryfikacji na
wiasciwie dobranym materiale biologicznym, a badania eksperymentalne uzupetniono analiza bioin-
formatyczna. Wprawdzie HNSCC to bardzo niejednorodna grupa nowotwordw ztosliwych, a linia Hela,
kluczowa dla pracy, to linia wywodzaca sie z komdrek raka szyjki macicy, ale nowotwory ztosliwe maja
przeciez cechy wspdlne w swoich kluczowych aspektach. Na podkreslenie zastuguje zakres tej pracy —
9 gendw/biatek, 7 linii komoérkowych i 6 potencjalnych chemoterapeutykéw. Dyskusja otrzymanych
wynikéw ma bardzo oryginalny, a wiec i twérczy charakter. Brakuje mi jednak bardziej zdecydowanego
odniesienia do kwestii udziatu biatek ALKBH5 i FTO w transformacji nowotworowej poprzez naprawe
DNA/RNA.

Druga praca , Intracellular and tissue specific expression of FTO protein in pig: changes with age,
energy intake and metabolic status” zostata opublikowana takze w Scientific Reports i w pracy tej Pan
Tomas PilZys jest drugim autorem z zastrzezeniem rownego wkfadu w jej powstanie z pierwszg autorka.
Uzasadnieniem podjecia tematu pracy byto stwierdzenie zwigzku pomiedzy polimorfizmami genu FTO
i wystepowaniem cukrzycy typu 2. W pracy tej, wykonanej na $winiach w réznym wieku, diecie i statu-
sie metabolicznym, stwierdzono cytoplazmatyczng lokalizacje biatka FTO w réznych komadrkach $wini,
w tym komdrkach beta trzustki. Uzyskane wyniki potraktowano z uzasadniong w tym wypadku ostroz-
noscig, nie sugerujac pewnych narzucajgcych sie wnioskdéw, lecz poprzestajgc na hipotezie o wysokim
potencjale biatka FTO do udziatu w szeregu mechanizmoéw komdrkowych, specyficznych dla jego loka-
lizacji. Zwraca uwage wysokiej jakosci dokumentacja (zdjecia) uzyskanych wynikdw oraz szeroki zakres
pracy.

Praca ,,Human and Arabidopsis alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase homolog proteins —
new players in important regulatory processes” opublikowana w IUBM Life budzi moje szczegdlne za-
interesowanie ze wzgledu na wktad we frapujace (nie tylko) mnie zagadnienie zwigzane z zaleznoscig
pomiedzy wielkoscig genomu i stopniem ztozonosci organizmdéw. W pracy tej mgr Tomas PilZys jest
drugim autorem z zastrzezeniem réwnego wktadu z pierwszym autorem. Stawia bardzo odwazng hi-
poteze zasygnalizowang w jej tytule. Praca ta zgodnie z przyjetym podziatem prac na “doswiadczalne”
i “przegladowe”, powinna by¢ zaliczona do tej drugiej kategorii, ale chciatbym zwrécic, ze praca ta ma
znacznie bardziej twdrczy niz dokumentalistyczny aspekt, charakteryzujacy niestety wiele prac prze-
gladowych. | tak przy 9 biatkach ALKBH cztowieka Arabidopsis thaliana ma ich (az) 13. Pan mgr Tomas
Pilzys, wraz ze wspdtautorami prowadzi twércze rozwazania nad podobiedstwami i réznicami, zaréwno
strukturalnymi, jak i funkcjonalnymi biatek AlkB w obydwu typach organizmdw, zwracajgc szczegdlna
uwage na ALKBH5 i FTO (cztowiek) oraz ALKBH10B. Niestety, koricowy wniosek nie bardzo pasuje do

zakresu pracy i jej zamierzen — to, ze jeszcze duzo musimy sie uczyé o biatkach AlkB i potranslacyjne



modyfikacje mogg miec znaczenie dla ich funkcji, jest chyba oczywiste. Lekki niedosyt. Jednakze w
pracy tej postawiono odwazne hipotezy i w elegancki sposdb je zweryfikowano, co bardzo dobrze
Swiadczy o jej autorach, a wiec takze Doktorancie, bedac Swiadectwem dojrzatosci w doborze tematyki,
poprawnosci formutowania problemow i hipotez. Dodatkowo, autorzy przedstawili tam kompendium
wiedzy dotyczacej rodziny AlkB u cztowieka i Arabidopsis poprzez trafny wybdr Zzrédet i wtasciwe ich
wykorzystanie.

Jak wspomniatem, nie zamierzam dokonywa¢ merytorycznej oceny prac stanowigcych roz-
prawe doktorska, chciatbym jednak sformutowac dwie syntetyczne uwagi (pytania), dotyczacego prze-
stania rozprawy, a wiec wszystkich trzech prac wchodzacych w jej sktad. Po pierwsze, czy wszystkie
obserwowane, przewidywane i hipotetyczne funkcje biatek rodziny AlkB maja zwigzek z naprawa
DNA/RNA? Albo moze inaczej — czy na podstawie przeprowadzonych badan i uzyskanych w nich wyni-
kow, mozna sugerowad, ze niektdre biatka rodziny mogg nie bra¢ udziatu w naprawie DNA/RNA? Oczy-
wiscie na poziomie spekulacji, ale nie w pejoratywnym znaczeniu tego stowa. Po drugie, jak mozna
traktowad rodzine AlkB z punktu widzenia mechanizmdéw transformacji nowotworowej? Jako supre-
sory, czy onkogeny? A moze tylko jako enzymy odpowiedzialne za utrzymanie stabilnosci genomu? Jak
potaczy¢ odpowiedz na pytanie pierwsze z drugim?

Prace stanowigce podstawe do ubieganie sie o nadanie stopnia doktora mgr. Tomasa Pilzysa sg
umieszczone w zwartym opracowaniu ,,Praca doktorska”. Niestety jego jakos¢ nie doréwnuje bardzo
wysokiej jakosci publikacji. Juz na poczatku w podrozdziale ,Stosowane skréty”, zawierajgcym prawie
wytgcznie akronimy, a nie skréty, mamy sporo wyrazen, bez znajomosci ktérych nie wyobrazam sobie
czytania tej rozprawy ze zrozumieniem, a podawanie rozwinie¢ NCN i SGGW uwazam za kuriozalne. No
ale to oczywiscie bez znaczenia dla oceny wartosci samej rozprawy. Nie wiedzieé, czemu witasciwy po-
czatek opracowania stanowi rozdziat ,,Choroby cywilizacyjne”? Z niektérymi stwierdzeniami mgr. To-
masa PilZzysa nie moge sie zgodzi¢, na przyktad, ze uszkodzenia genu TP53 powoduja zwiekszong eks-
presje p53 (str. 18, zabrakto ,,mogg”?). ,,ALKH2 oddziatuje z Ku70, zaangazowanym w naprawe DNA, a
tym samym bierze udziat w regulacji transkrypcji rybosomalnego DNA poprzez naprawe DNA” —uogdl-
nienie o ograniczonym sensie. Pisownia ,,egzon”. Wiadomo o co chodzi, ale ostatnia rekomendacja
PTBioch to chyba jednak ,,ekson”. Takich ,momentéw” w tym opracowaniu jest znacznie wiecej, niz te
przeze mnie wymienione, ale przeciez nie rzutujg one na publikacje, ktére sg podstawa do ubiegania
sie o stopien doktora.

Repertuar metod zastosowanych przez Autora w badaniach w swojej rozprawie doktorskiej jest bo-
gaty: wyciszanie ekspresji gendw przez siRNA, metody immunocytochemiczne, szereg analiz wysoko-
przepustowych, analiza in silico, analiza biatek.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr. Tomasa PilZysa jest sukcesem naukowym jej promotora Pani
profesor Elzbiety Grzesiuk i samego Pana Tomasa. Najwiekszym osiggnieciem rozprawy jest przepro-
wadzenie oryginalnych badan, ktérych wyniki moga rzuci¢ swiatto na wzajemne powigzania pozornie
odlegtych proceséw biologicznych zachodzacych z udziatem biatek rodziny AlkB. W takim kontekscie

szczegoblnie wazne wydaje sie okreslenie funkcjonalnej lokalizacji komdrkowej biatek rodziny. Mysle,



ze wyniki uzyskane przez Doktoranta stanowig dobrg podstawe do kontynuowania badan nad powia-
zaniem biatek rodziny AIkB z patogenezg szeregu standw patologicznych, w tym nowotworami ztosli-
wymi i cukrzyca typu 2. Podjecie tej tematyki uwazam za trafne i uzasadnione. Wyniki uzyskane przez
Doktoranta oraz ich interpretacja a takze rozwazania uzasadniajgce wage podjetej przez Niego proble-
matyki zostaty opublikowane w czasopismach majgcych dobrg renome w miedzynarodowej spotecz-
nosci naukowej. Doktorant zastosowat w swej pracy szereg nowoczesnych technik biologii molekular-
nej i to zastosowat ze znawstwem. Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr. Tomasa Pilzysa spetnia wa-
runki okreslone w art. art. 185-197 ustawy — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Dlatego wnosze
do Wysokiej Rady Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr. Tomasa
Pilzysa do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Dodatkowo, uprzejmie wnioskuje o wyrdznienie tej rozprawy doktorskiej. Swg opinie o wyrdznienie
uzasadniam, oprdcz oczywistego odniesienia do innych prac doktorskich, z ktdrymi miatem okazje sie
zapozna¢, bardzo szerokim zakresem prac eksperymentalnych z jednoczesng ich wysoka jakoscia oraz

wyrdzniajgcym poziomem interpretacji i dyskusji wszystkich otrzymanych wynikow.
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