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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Julii Pauliny Witkowskiej
“Badania oddziatywar proteasomu z allosterycznymi modulatorami jego
aktywnosci oraz wyznaczenie miejsc ich wigzania z enzymem za pomocq
rentgenogradfii strukturalnej”

Kompleks proteasomu odgrywa kluczowa role w procesach degradacji biatek,
dlatego w ostatnich kilkunastu latach stat sie atrakcyjnym celem terapeutycznym w
poszukiwaniach nowych lekéw przeciwnowotworowych oraz substanciji, ktére moga
potencjalnie postuzy¢ w terapii chorob neurodegeneracyjnych. Intensywne
poszukiwania doprowadzity do uzyskania i zatwierdzenia kilku nowych lekow
bazujgcych na inhibitorach proteasomu. Pierwszy z nich bortezomib zostat juz w 2003
roku dopuszczony w USA do stosowania w terapii szpiczaka mnogiego. Niestety wiele
z proponowanych inhibitoréw proteasomu generuje niepozgdane efekty uboczne, a
wsréd innych rozwija sie efekt opornosci w trakcie terapii. Dotyczy to takze
wspomnianego bortezomibu, ktérego efektem ubocznym moze byé neuropatia
obwodowa. Obecnie prowadzone badania majg na celu uzyskanie kolejnych
substancji czynnych modyfikujacych aktywno$é proteasomu i skupiaja sie na poprawie
ich selektywnosci i specyficznosci. Na tym tle bardzo atrakcyjnie przedstawia sie
tematyka, ktérg poruszyta mgr Julia Paulina Witkowska w swojej pracy zatytutowane;j
,Badania oddziatywan proteasomu z allosterycznymi modulatorami jego aktywnosci
oraz wyznaczenie miejsc ich wigzania z enzymem za pomoca rentgenografii
strukturalnej” dlatego w tym miejscu pragne pogratulowaé Doktorantce i Promotorce
wyboru ciekawej tematyki.

Dysertacja przygotowana zostata w Katedrze Chemii Biomedycznej, Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Gdarskiego pod opieka promotorskg uznanej specjalistki w
zakresie chemii medycznej i syntezy peptydéw, dr hab. Elzbiety Jankowskiej.



Przedstawiong do recenzji prace Autorka przygotowata w postaci maszynopisu
o objetosci 135 stron. Praca podzielona zostata na sze$¢ rozdziatéw oraz zilustrowana
55 rysunkami oraz 20 tabelami. W kolejnych czesciach recenzji pokrétce chciatbym
omowi¢ zawarto$¢ pracy, a nastepnie ustosunkowac sie do zaproponowanej metodyki
badawczej, uzyskanych wynikéw badan oraz przeprowadzonej przez Doktorantke ich
dyskusiji.

W pierwszym rozdziale, liczgcym 40 stron, Doktorantka przedstawita obszerny
przeglad literatury dotyczacy budowy i funkcji proteasomu. Omoéwita takze skutki
dysfunkcji proteasomu, role jego aktywatoréw i inhibitoréw, projektowanych jako leki
przeciwnowotworowe lub przeciwko chorobom neurodegeneracyjnym. Ostatnia cze$é
rozdziatu poswiecona zostata oméwieniu modeli allosterycznosci oraz zastosowaniu
lekéw allosterycznych.

W drugim rozdziale Doktorantka przedstawita cel swoich badan. Za cel swojej
pracy mgr Witkowska obrata sobie znalezienie i przeprowadzenie charakterystyki
miejsc wigzania substancji modulujgcych aktywno$¢ proteasomu 20S. W
szczegolnosci postawita sobie za cel rozpoznanie uwarunkowan konformacyjnych i
okreslenie réznic w Sciezkach transferu sygnatu allosterycznego réznych modulatoréw
aktywnosci. Réwnolegle do badan strukturalnych zaplanowata synteze serii
peptydowych modulatoréw opartych na sekwenc;ji biatka BIm10, peptydéw PR11 oraz
Tat2. Sekwencje planowanych peptydéw zostaty zaprezentowane wraz z krétkim
uzasadnieniem wprowadzanych modyfikacji.

Rozdziat trzeci zawiera bardzo szczegdtowe oméwienie metodyki badan
zrealizowanych w pracy, poczawszy od technik zwigzanych z syntezg peptydéw na
technikach krystalografii biatek skonczywszy. Opis strony metodycznej jest
wyczerpujacy, jednak w mojej ocenie zabrakto tu szerszego opisu pomiaréw struktury
drugorzedowej peptydéw metoda spektroskopii dichroizmu kotowego.

W rozdziale czwartym Doktorantka przedstawita i omoéwita uzyskane wyniki.
Rozdziat ten podzielony zostat na trzy logiczne czeséci, w ktérych omoéwita kolejno
wyniki badan struktury i aktywnosci analogéw Tat2, aktywnosci i podatnosci na
trawienie analogéw PR i BlIm-pep oraz strukture krystaliczng kompleksu drozdzowego
proteasomu 20S z modulatorem Bim-pep. Na korcu kazdego z tych podrozdziatéw
Autorka krytycznie dyskutowata uzyskane wyniki.

W kolejnym, piatym rozdziale dysertacji, Doktorantka przedstawita zwiezte
podsumowanie przeprowadzonych badan. Rozprawe zamyka rozdziat zawierajgcy
zacytowana w pracy literature, ktéra obejmuje 184 pozycje.

Ocena strony merytorycznej pracy

Metodyka badan zostata szczegétowo opisana w sposéb pozwalajacy na
powtoérzenie omawianych eksperymentéw. Wyniki badan zostaty przejrzyscie
zaprezentowane i szczegotowo omoéwione, nie zostaty pominiete takze trudnosci ktére



Doktorantka napotkata podczas realizacji swoich badan (np. rozpuszczanie krysztatéw
proteasomu podczas nasgczania roztworem modulatora). Autorka z odpowiednim
dystansem przedyskutowata takze uzyskane wyniki. Dlatego mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, ze zatozony cel badan, ktéry obejmowat znalezienie i charakterystyke
miejsc wigzania modulatoréw aktywnosci proteasomu 20S oraz rozpoznanie ich
uwarunkowan konformacyjnych oraz réznic w $ciezkach transferu sygnatu
allosterycznego, zostat osiggniety. Badania te zostaty takze opublikowane w uznanych
czasopismach miedzynarodowych.

W oparciu o zaprezentowane w dysertacji dokonania, do najwazniejszych
osiagnie¢ mgr Witkowskiej zaliczam:

- zaprojektowanie, przeprowadzenie syntezy i charakterystyki spektroskopowej oraz
okreslenie aktywnosci serii peptydowych modulatoréw aktywnosci proteasomu
bazujacych na peptydzie Tat2,

- otrzymanie i scharakteryzowanie aktywatoréw PR1 i Blm o silnych wtasciwosciach
stymulujacych,

- okre$lenie pierwszej struktury przestrzennej kompleksu drozdzowego proteasomu,
ktéra pozwala na lokalizacje miejsca wigzania aktywatora (Blm-pep).

Podczas lektury rozprawy nasuneto mi sie kilka drobnych uwag krytycznych,
ktére chciatbym w tym miejscu wyartykutowac:

- Nie zostato jasno przedstawione powigzanie przedstawionych wynikéw badan
peptydow z pojedyncza alaninowg substytucja (oznaczanych A1-A11) =z
zaprezentowanymi w celu pracy peptydami. Mozna co prawda sie w dalszej czesci
domysli¢, jednak Autorka powinna to powigzanie wczesniej wyjasnic.

- Na rysunku 41 Autorka przedstawiata dane FTIR. Potozenia maksiméw pasma
amidowego | okreslita za pomocg analizy z wykorzystaniem drugiej pochodnej.
Niestety poza samymi danymi na rysunku nie zostaty zaprezentowane wyszukane
maksima. W mojej ocenie tego typu analiza nie jest do konca precyzyjna. W dalszym
etapie nalezatoby w oparciu o potozenia maksiméw przeprowadzi¢ numeryczne
dopasowanie profili pikéw do profilu badanego pasma. Miarg doktadnosci tego typu
analizy sg takze réznice pomiedzy profilem eksperymentalnym a profilami pikéw z
dopasowania numerycznego, ktére powinny zostac¢ zaprezentowane.

- W pracy brakuje szczegétowych informacji dotyczacych procedury wykonywania
pomiarow i analizy wynikow dichroizmu kotowego. Wedtug typowych procedur
pomiarowych najczesciej stezenie biatka w pomiarach FTIR jest kilkakrotnie wyzsze
niz w pomiarach CD. Z uwagi na potencjalne oddziatywania pomiedzy czgsteczkami
w roztworze o wyzszym stezeniu nie zawsze bedziemy mogli oczekiwaé identycznych
wynikéw z obu tych metod. Co wiecej, zdarza sie, ze w réznych stezeniach biatka



zawarto$¢ poszczegolnych elementoéw struktury drugorzedowej jest zmienna (np. J.C.
loannou i inni, Food Hydrocolloids (2015), 46, 216-225)

- Na stronie 82 Autorka opisujgc procedure krystalizacji proteasomu drozdzowego,
wspomniata, ze zdecydowata sie tylko na rozwijanie warunkéw znanych juz z literatury.
W mojej ocenie, warto byloby na tym etapie niezaleznie wykorzysta¢ takze
przesiewowy test warunkow krystalizacji (screening). Tym bardziej, ze Doktorantka
samodzielnie prowadzita ekspresje i oczyszczanie tego biatka, a niejednokrotnie
zdarzato sie, ze to samo biatko pochodzace z réznych zrédet potrafi krystalizowac¢ w
innych warunkach.

- Rysunek 40 ilustrujacy nasgczanie krysztatow proteasomu jest nieczytelny. Nie wida¢
na nim wspomnianego przez Autorke efektu rozpuszczania sie krysztatow po dodaniu
roztworu modulatora. Z punktu widzenia czytelnika, korzystniej by byto zamiesci¢
powiekszenie omawianego efektu lub zakres$li¢ obszar na zdjeciu, w ktorym ten efekt
jest najlepiej widoczny.

- Opisy rysunkdw sa niekiedy niejednoznaczne. Autorka w celu pracy zaprezentowata
wiasng notacje skrétow nazw badanych peptyddéw. Niestety nie stosuje jej
konsekwentnie na rysunkach (np. rysunki nr 41, 42, 43) ilustrujgcych uzyskane wyniki.
Wprowadza to pewne zamieszanie, gdyz czytelnik moze mie¢ wrazenie, ze
prezentowane sa inne wersje peptydéw.

Powyzsze uwagi, nie wptywajg na-wysokg ocene pracy. Doceniam prace jaka
Doktorantka wtozyta w synteze i oczyszczanie zaprojektowanych do swoich badan
peptydoéw oraz proby uzyskania wysokorozdzielczej struktury kompleksu proteasomu.
Wyniki jej badan niewatpliwie mogg by¢ wykorzystane przez innych badaczy w
projektowaniu substancji modyfikujacych aktywno$é proteasomu, ktére potencjalnie
moga dalej znalez¢ zastosowane w terapiach przeciwnowotworowych lub przeciwko
chorobom neurodegeneracyjnym.

Ocena strony edytorskiej pracy

Manuskrypt przygotowany zostat przez mgr Witkowska bardzo starannie.
Zawarte w pracy rysunki oraz diagramy sg czytelne i doskonale ilustrujg omawiane
zagadnienia. Na szczegolne podkreslenie zastuguja przygotowane przez Autorke
rysunki struktury proteasomu czy miejsca wigzania modulatora. Uktad pracy jest
przejrzysty, nie mam zastrzezen do formy edytorskiej, raczej sporadycznie pojawiajg
sie tez btedy edytorskie (literowki).

Podsumowanie

Mgr Witkowska w petni zrealizowata zatozone cele pracy. Wysoko oceniam
uzyskane przez nig wyniki badan, gdyz stanowig wazny wktad do poszukiwan nowych
terapeutykdéw, ktére moga zosta¢ wykorzystane w terapiach przeciwnowotworowych.



Warto tez podkreslié, ze wyniki badan mgr Witkowskiej opublikowane zostaty w
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym (jak Curr. Pharm. Des., J. Pept. Sci.).

W podsumowaniu chciatbym podkresli¢, ze rozprawa doktorska przygotowana
przez mgr Julie Witkowska spetnia wszystkie zalecenia formalne stawiane
kandydatom do stopnia naukowego doktora zawarte w Ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65,
poz. 595 z pézniejszymi zmianami) oraz wymagania zwyczajowe. Wobec powyzszego,
wnosze do Rady Naukowej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdarnskiego wniosek o
dopuszczenie mgr Juli Pauliny Witkowskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.



