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»AKtywnos$¢ bialek z rodziny AIKB w warunkach homeostazy i w stanach
patologicznych”

Autor: mgr Tomas PilZys

Wsrod wielu biatek uczestniczacych w procesach naprawy materialu genetycznego
rodzina biatek AlkB jest zwigzana z usuwaniem uszkodzen spowodowanych przez czynniki
alkilujace. Uszkodzenia tego typu, zwane tez epi-mutacjami, sg usuwane na drodze
bezposredniej, podobnie jak to jest w przypadku O-6-metykoguaniny lub na drodze
enzymatycznej. Ten ostatni proces jest zwiazany z rodzing bialek enzymatycznych AlkB. Sa to
dioksygenazy zalezne od dwuwarto$ciowego zelaza Fe(II) i kofaktora 2-oksyglutaranu. W
organizmie ssakow rodzina bialek AlkB sktada sie¢ z osmiu dioksygenaz nazywanych AlkB 1-
8 i dioksygenazy FTO. Wigkszos¢ biatek nalezacych do tej rodziny poza usuwaniem uszkodzen
alkilacyjnych pelni w komorce wiele innych dodatkowych funkcji. Ta dodatkowa rola biatek
rodziny AlkB nie jest do korica wyjasniona. Dlatego podjecie tej tematyki uwazam za w petni
uzasadnione. W tym kontek$cie szczegdlnie interesujaca wydaje si¢ by¢ rola niektérych
cztonkéw tej rodziny w rozwoju chorob cywilizacyjnych takich jak nowotwory, otylos¢ czy
cukrzyca typu 2.

Przedstawiona praca doktorska zostata skompilowana z dwoch czesci: czgéei w jezyku
polskim w sktad ktorej wchodza krotki Wstep, Cel pracy, krociutkie Omoéwienia Publikacji

Wchodzacych w Sktad Rozprawy Doktorskiej, Dyskusja oraz Podsumowanie. Te czesé konczy
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Spis Literatury liczacy az 237 pozycji. Druga czes¢ stanowi zszywka trzech publikacji w
anglojezycznych czasopismach naukowych o sumarycznym indeksie oddziatywania IF= 11,2.
Dwie z tych prac to publikacje eksperymentalne. Trzecia jest praca przegladowa. We
wszystkich tych pracach Tomas Pilzys jest pierwszym lub rownorzednym pierwszym autorem.

We Wstepie autor opisal cala rodzine bialek ALKBH. U ludzi rodzina liczy az
dziewigciu czltonkéw (izoformy ALKBH od 1 do 8 i biatko FTO). Bialka te biorg udzial w
usuwaniu grup alkilowych z DNA i RNA. Gléwnymi substratami wiekszosci tych enzymow
sa l-metyloadenina 1 3-metylocytozyna. Kofaktorami reakcji sa dwuwartosciowe zelazo i
2-oksyglutaran. Aktywnos¢ wigkszosci bialek ALKBH jest wigzana z regulacjg podstawowych
proceséw komorkowych takich jak naprawa DNA, angiogeneza czy proces kancerogenezy.
Gléwnym substratem ALKBHS i FTO jest N°metyloadenina w mRNA. Biatko FTO dodatkowo
odgrywa wazng role w adipogenezie i regulacji masy ciala. Aktywnos$¢ tego biatka zwigzana
jest rowniez z procesem kancerogenezy.

Celem tej pracy byta proba zbadania funkcji biatek enzymatycznych z rodziny ALKBH
u ssakow, w tym szczegodlnie u ludzi oraz ocena ich roli w procesie nowotworzenia i w rozwoju
chordb cywilizacyjnych takich jak nadwaga, otyto$¢ czy cukrzyca typu 2.

Metodyke stosowang w tej pracy mozna oceni¢ jedynie na podstawie opublikowanych
prac. Z opisu wynika, ze autor swobodnie postuguje si¢ zarowno szerokim spektrum
nowoczesnych technik molekularnych, takich jak izolacja RNA i biatek, techniki Western, czy
wykorzystanie technik immunohistochemicznych oraz technik z zakresu hodowli
komorkowych. Wskazuje to na dobre opanowanie wspolczesnego warsztatu biologa
molekularnego.

Najwazniejszym wynikiem tej pracy jest potwierdzenie uczestnictwa ludzkich bialek z
rodziny ALKBH w procesie nowotworzenia. Az siedem z dziewigciu bialek z rodziny AKLBH

wykazywalo wysoki poziom ekspresji zarowno w guzach nowotworowych, jak i w réznych



liniach ludzkich komorek nowotworowych. Autorowi udalo si¢ tez wykazac¢ dodatnig korelacje
pomig¢dzy poziomem ekspresji bialek ALKBH3 1 FTO a wielko$cig guza nowotworowego oraz,
ze spadek ekspresji ktorego$ z czlonkéw rodziny prowadzi do zmiany poziomu ekspresji
pozostatych cztonkow rodziny. Cecha charakterystyczna byt wysoki poziom ekspresji roznych
cztonkéw rodziny ALKBH w réznych typach nowotworow.

Analizujgc poziom ekspresji poszczegolnych bialek ALKBH u 40 pacjentow z rakiem
glowy 1 szyl wykazano znacznie wyzszy poziom ekspresji badanych bialek w guzie w
porownaniu z tzw. zdrowg tkanka pobrang z obrzeza guza. Najwigeksze zmiany obserwowano
dla ALKBH2 1 FTO. Nie zaobserwowano zadnych zmian w poziomach ekspresji w przypadku
izoformy 6 1 7. Autor zauwazyl tez, ze niski poziom ekspresji prowadzi do ograniczenia
szybkosci wzrostu nowotworu.

Kolejng ciekawg obserwacja jest zmiana lokalizacji niektérych czlonkéw rodziny
ALKBH z jadrowej na cytoplazmatyczng. Tego typu zmiany czesto niosa ze sobg zmiang
funkcji biologicznej zmieniajgcych lokalizacje biatek, a to zwykle prowadzi do zaburzenia
homeostazy komodrkowej. Moze tez by¢é zjawiskiem sprzyjajacym transformacji
nowotworowej. W nowotworach glowy 1 szyi zmieniona lokalizacj¢ z jadrowej na
cytoplazmatyczng zaobserwowano w przypadku ALKBH3. Natomiast ALKBH2 i ALKBHS5
byly zlokalizowane zaréwno w jadrze, jak i cytoplazmie. Powigzanie procesu transformac;ji
nowotworowej ze zmiang lokalizacji, a wiec 1 funkcja bialek ALKBH sugeruje, ze mozna by
wykorzysta¢ ten punkt uchwytu do opracowania molekularnie nacelowanych inhibitorow
zmian w poziomie ekspresji (gtdéwnie chodzi o obnizenie nawet do zera poziomu ekspresji) i
lokalizacji tych bialek. Takie proby, jak zaznacza doktorant, zostaly juz podjete w macierzystej
jednostce autora.

Badania nad FTO, dziewiatym czlonkiem rodziny ALKBH wykazaty, ze biatko to jest

zaangazowane w wiele réznych proceséw biologicznych. Poziom ekspresji tego bialka



wykazuje korelacj¢ z nadwaga, otylo$cia 1 cukrzyca typu 2. Ze wzgledu na niewystarczajace
podobienstwo organizmu myszy wiekszo$¢ badan nad otytoscia i cukrzyca przeprowadzono na
swiniach, ktore bardziej przypominaja organizm ludzki. Analiza poziomu ekspres;ji
przeprowadzona w réznych organach swini ujawnita znamienne réznice w poziomie ekspresji
w zalezno$ci od typu tkanki. Wysoki poziom ekspresji FTO byt charakterystyczny dla tkanek i
organéw szybko rozwijajacych si¢ po urodzeniu. Zebrane dane potwierdzily takze, ze FTO
bierze udziat w proliferacji i roznicowaniu pre-adipocytéw i mioblastow. Warto tez podkresli¢,
ze poziom ekspresji FTO w trzustce jest zalezny od poziomu ekspresji tego biatka w
komorkach Langerhansa. Bowiem jedynie w tym typie komorek trzustki obserwowano
ekspresje FTO. Zaobserwowano tez zmiany w poziomie ekspresji FTO w zaleznos$ci od wieku,
statusu metabolicznego i stosowanej diety. Poziom ekspresji FTO byl najwyzszy przy
podawaniu zwierzeciu diety wysokoenergetycznej. Z kolei wysoki poziom ekspresji FTO - jak
ustalono - sprzyja rozwojowi nowotworu. Te dane jednoznacznie sugeruja role biatek z
rodziny ALKBH (przynajmniej niektorych) w chorobach takich jak otylos¢ czy cukrzyca typu
2. Autorowi nie udalo si¢ jednak wykazac, czy jest to rola posrednia czy bezposrednia.
Wigkszos¢ zgromadzonych danych sugeruje raczej zréznicowana role w zalezno$ci od
izoformy. W wigkszos$ci stawiatbym na role posrednia choé¢ niektdre izoformy, np. te ktore
zmieniaja swoja lokalizacje moga uczestniczy¢ w kancerogenezie w sposdb bezposredni. Aby
w pelni wyjasnic€ role poszczegdlnych biatek w otylosci i cukrzycy typu 2 ale takze w procesie
kancerogenezy konieczne sa jednak dalsze badania. Chcialbym poprosi¢ doktoranta o
przedstawienie jego opinii.

Podsumowujac uwazam, ze mgr Toma$ PilZzys osiagnal stawiane sobie cele. Wyniki
obu prac eksperymentalnych pozwolily na zebranie danych wskazujacych na silny zwigzek
pomiedzy funkcja bialek z rodziny ALKBH, a indukcja choréb cywilizacyjnych takich jak

nowotworzenie, otylo$¢ i cukrzyca typu 2. Uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa



doktorska spelnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.nr 65, poz. 595
z pézn.zm.) w zwigzku z art. 179 ust.1 z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 z p6Zn. zm.). Dlatego
wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki o dopuszczenie autora pracy

mgr. Tomasa Pilzys’a do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




