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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Julii Pauliny Witkowskiej

pt.: ,Badania oddziatywan proteasomu z allosterycznymi modulatorami jego aktywnosci oraz
wyznaczenie miejsc ich wigzania z enzymem za pomocq rentgenografii strukturalnej”

Jednym z najwazniejszych systemow degradacji biatek pozwalajgcych na utrzymanie wtasciwej
homeostazy komdrkowej jest system ubikwityno-proteasomowy (UPS), ktéry degraduje wiekszos¢
(az do 90%) biatek komdérkowych. Zaangazowany w ten system proteasom 20S petni zaréwno role
ochronng (rozktadajac zZle sfatdowane lub uszkodzone biatka), jak i regulatorowa (poprzez rozktad
biatek regulatorowych) uczestniczagc w regulacji podstawowych proceséw zyciowych. Dlatego tez
mozliwos¢ wptywu na jego aktywnos¢ (hamowanie lub aktywacje) stwarza perspektywy mozliwosci
interwencji w stany patologiczne (choroby nowotworowe, neurodegeneracyjne). Z tego powodu
proteasom jest bardzo ciekawym obiektem zaréwno badan, jak i projektowania potencjalnych
lekéw. Jednak z uwagi na wyjatkowg ztozonos$¢ budowy proteasomu mechanizmy jego dziatania nie
zostaty dotgd w petni wyjasnione i sg one intensywnie badane w wielu osrodkach naukowych. Do
tych badan witaczyta sie takze grupa prof. UG dr hab. Elzbiety Jankowskiej z Katedry Chemii
Biomedycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, ktdra ma juz na tym polu niemate
osiggniecia, a kontynuacjg wczesniejszych jej badan jest recenzowana praca doktorska.

Celem pracy doktorskiej mgr Julii Witkowskiej byta préba okreslenia miejsc wigzania
allosterycznych modulatoréow proteasomu za pomocg krystalografii rentgenowskiej. Cel byt
niezwykle ambitny, bo niewiele jest wiadomo na temat miejsc allosterycznych proteasomu, ale tez
niezwykle atrakcyjny z powodu badania ,ziemi nieznanej”.

Praca doktorska mgr Julii Witkowskiej ma uktad klasyczny dla prac chemicznych, sktada sie z
wprowadzenia (2 strony), wstepu literaturowego (40 stron), celu pracy (3 strony), opisu metodyki
badan (37 stron), prezentacji i omdwienia wynikéw (31 stron), oraz wykazu stosowanych skrotéw i
spisu literatury cytowanej (184 pozycje).

W czesci wstepnej swojej rozprawy doktorantka przedstawita stan obecnej wiedzy dotyczacy
systemu ubikwityna-proteasom omawiajgc budowe i funkcje proteasomu, w tym mechanizm
ubikwitynacji i sygnaty degradacji biatek, a nastepnie opisata budowe i regulacje proteasomu 20S.
Kolejny rozdziat dotyczyt omdéwienia proteasomu pod katem celu terapeutycznego, zaréwno pod
katem poszukiwan inhibitorow do zastosowan w terapii przeciwnowotworowej, jak réwniez w
chorobach neurodegeneracyjnych. Czes$¢ literaturowa konczyt rozdziat omawiajgcy modele
allosterycznosci, leki allosteryczne i allosteryczng regulacje proteasomu.

Przedstawione wprowadzenie literaturowe jest dobrze i tresciwie napisane i Swiadczy o
ogromnej wiedzy doktorantki w zakresie badan proteasomu.



Przedmiotem pracy doktorskiej mgr Julii Witkowskiej byto znalezienie miejsc zdolnych do
wigzania matoczasteczkowych niekompetycyjnych inhibitoréw i aktywatoréw w obrebie czgsteczki
proteasomu 20S, a metodg badawczg byta rentgenografia rentgenostrukturalna kompleksow
proteasomu z jego modulatorami. Doktorantka do badan wykorzystywata zwigzki otrzymane przez
siebie i w zespole Chemii Biomedycznej. Poczatkowo krystalizowata je w kompleksie z proteasomem
drozdzowym, dla ktérego znane byty warunki krystalizacji. Te badania, jak rédwniez zbieranie i
procesowanie danych dyfrakcyjnych z synchrotronu prowadzita pod opiekg dr hab. Grzegorza
Dubina z Uniwersytetu Jagiellonskiego. Jednoczesnie na Uniwersytecie Gdanskim prowadzita préby
krystalizacji proteasomu ludzkiego, poniewaz jego struktura krystalograficzna zostata
opublikowana dopiero w 2015 r., juz w trakcie wykonywania pracy doktorskiej przez mgr
Witkowska.

W celu znalezienia modulatoréw allosterycznych proteasomu doktorantka przeprowadzita
ponizsze syntezy:

1. analogéw peptydu Tat2 (wirusa HIV-1) - miato to na celu wyznaczenie regionu
farmakoforowego inhibitora Tat2 (poprzez synteze analogéw z ,podwdjnym” skanem alaninowym)
oraz okreslenie zaleznosci miedzy konformacjg peptydu, a zdolnoscig do inhibicji proteasomu 20S.

2. analogéw peptydu PR-11, wywodzacego sie z PR-39 — miato to celu okreslenie, ktére
elementy sekwencji analogdw PR wptywajg na wtasnosci inhibicyjne, a ktére na wtasnosci
aktywacyjne. W zaplanowanych peptydach modyfikowano zaréwno N- jak i C-koniec, a takze
wycinano fragmenty ze srodka sekwencji.

3. analogu C-konncowego fragmentu biatka Blm 10. C-koniec zaprojektowanego peptydu
odpowiadat sekwencji biatka BIm 10 (co miato umozliwi¢ wigzanie z proteasomem), a na N-koncu
zaplanowano dwie reszty aromatyczne, aby umozliwi¢ oddziatywanie peptydu z tworzgcymi brame
N-korcami podjednostek a.

Szkoda, ze doktorantka na etapie przedstawiania celu pracy nie podata przestanek, ktérymi sie
sugerowata projektujac poszczegdlne analogi peptyddw wyjsciowych. Np. jaka byta geneza
analogdéw Tat2 zawierajgcych 2, 3 lub 4 reszty alaniny, jakie byty przestanki do wstawienia kwasu 2-
etylenodiamino-5-nitrobenzoesowego lub synteza peptyddéw cyklicznych. Nie wiadomo tez jak dtugi
jest C-koniec peptydu skopiowany z biatka BIm 10, a okreslenie, ze na N-koncu zaplanowano 2
reszty aromatyczne nie odpowiada doktadnie sekwencji zaplanowanego peptydu, bo ten peptyd
posiada na N-koricu reszte lizyny. Niefortunne jest tez nazwanie tego peptydu analogiem biatka BIm
10. Niektére z brakujgcych na tym etapie czytania pracy informacji mozna znalezé czytajac
omowienie otrzymanych wynikéw, ale lepiej bytoby podaé¢ uzasadnienie wprowadzanych zmian juz
w celu pracy.

Synteze peptyddw doktorantka prowadzita na réinych nosnikach statych z uzyciem chemii
Fmoc zaréwno w automatycznym syntezatorze, jak réwniez manualnie w reaktorze mikrofalowym
lub w naczynku do syntezy peptyddw. Dwa analogi Tat2 byty poddane cyklizacji na zywicy, reszty
Asp i Lys byty chronione ortogonalnymi ostonami: Asp(OAll) i Lys(Mtt). W tym miejscu nasuwa sie
pytanie dlaczego zastosowano witasnie te grupy ochronne? Peptydy po zdjeciu z zywicy byty
analizowane, oczyszczane na RP HPLC, a nastepnie ich budowa byta potwierdzana metodami
spektrometrii mas (ESI i/lub MALDI).



Badania wptywu otrzymanych peptyddw na poszczegdlne aktywnosci ludzkiego i drozdzowego
proteasomu 20S doktorantka przeprowadzita z wykorzystaniem substratéw fluorogenicznych,
odpowiednich dla danej aktywnosci peptydazowej. Przeprowadzita réwniez badania FTIR peptydéw
ze skanu alaninowego Tat2, w celu sprawdzenia, czy aktywnos$¢ tego peptydu zalezy od jego
struktury drugorzedowej.

Do swoich badan mgr Julia Witkowska pozyskiwata samodzielnie drozdzowy proteasom izolujgc
go z hodowli kultur drozdzowych. lzolacje i oczyszczania prowadzita wg. protokotéw literaturowych
i wskazéwek dr Gaczynskiej i dr. Osmulskiego z University of Texas, USA. Etapy oczyszczania
proteasomu  polegaty na chromatografii jonowymiennej, chromatografii na ztozu
hydroksyapatytowym i czasami rdwniez na filtracji zelowej. Ogrom pracy moze obrazowacd
wydajnos¢ izolacji i oczyszczania proteasomu drozdzowego: z 60 g suchej masy doktorantka
uzyskiwata ok. 1 mg biatka. Ludzki proteasom doktorantka pozyskiwata z erytrocytdw wg. procedur
literaturowych. Procedury oczyszczania byty rowniez wieloetapowe i pozwalaty na otrzymanie ok. 1
mg biatka ze 100 mL petnej krwi.

Wtasciwe badania krystalizacji proteasomu doktorantka prowadzita metoda dyfuzji par w
uktadzie kropli wiszgcej. Optymalizacje warunkéw krystalizacyjnych prowadzita na 24-dotkowych
ptytkach, a w celu otrzymania krysztatéw kompleksu biatko-peptyd otrzymane krysztaty biatka
nasgczata roztworami wybranych zwigzkéw. Rejestracja danych dyfrakcyjnych dla wszystkich
krysztatow zostaty zarejestrowane z wykorzystaniem promieniowania synchrotonowego w
osrodkach naukowych w Berlinie, Grenoble i Hamburgu. Doktorantka zmierzyta 74 krysztaty
drozdzowego proteasomu, a uzyskane dane pozwolity na rozwigzanie 12 struktur krystalicznych, z
ktérych jedna zawierata gestos¢ elektronowg pochodzgcg od modulatora. W przypadku proteasomu
ludzkiego doktorantka zmierzyta 29 krysztatdw, ale zaden nie rozpraszat promieniowania
synchrotronowego.

Doktorantka moze mieé naprawde duzg satysfakcje z przeprowadzonych badan i osiggnietych
wynikéw. Otrzymana przez nig struktura krystaliczna kompleksu Blm-pep z drozdzowym
proteasomem 20S jest pierwszg strukturg pokazujacg miejsce wigzania niskoczgsteczkowego
aktywatora z tym enzymem. Przeprowadzone modelowanie molekularne wskazuje réwniez, ze Blm-
pep mogtby sie zwigza¢ w tym samym miejscu proteasomu ludzkiego. Uzyskana struktura
krystalograficzna tego kompleksu wnosi nowe informacje do obowigzujgcego modelu aktywacji
proteasomu. Dyskusja tych wynikdw stanowi tres¢ publikacji wystanej obecnie do recenzji (ktéra
by¢ moze bedzie juz przyjeta do druku podczas obrony doktorantki).

Pozostate wyniki poszukiwania allosterycznych modulatorow proteasomu pokazaty, ze jest to
zadanie bardzo trudne, poniewaz badany zwigzek moze by¢ w zaleznosci od warunkéw
eksperymentu inhibitorem lub aktywatorem. Sposrdd przebadanych zwigzkéw najlepszym
inhibitorem okazat sie zwigzek PR7 (ICso wzgledem aktywnosci ChTL wynosi 0,049 uM), natomiast
najlepszymi aktywatorami sg peptydy BIm-pep i PR1.

Dodatkowo analiza SAR analogéw skanu alaninowego Tat2 (niekompetycyjnego inhibitora
aktywowanego ludzkiego proteasomu i dodatkowo stymulujgcego aktywnosé chymotrypsyno-
podobng (ChTL) latentnego enzymu) wykazaty, ze zdolno$¢ do hamowania peptydazy
aktywowanego proteasomu 20S jest powigzana z obecnoscig tadunku dodatniego w inhibitorze,
natomiast wtasnosci stymulujgce sg powigzane z konformacjg uporzagdkowang. Réwniez analiza



aktywnosci analogéw PR11 pozwolita na obserwacje, ze poszczegdlne zwigzki sg dobrymi
aktywatorami przy nizszych stezeniach, a przy wyzszych tracg te wfasciwos¢, a nawet stajg sie
inhibitorami. Doktorantka podaje kilka mozliwych interpretacji tych wynikéw, ale zaobserwowane
zjawisko wskazuje na dodatkowe trudnosci jakie pojawiajg sie przy poszukiwaniu modulatoréw
allosterycznych.

Prace doktorskg mgr Julii Witkowskiej przeczytatam z duzym zainteresowaniem. Praca jest
napisana bardzo dobrg polszczyzng, zwiezle i przejrzyscie. | tylko z obowigzku recenzenta
chciatabym wymieni¢ kilka zauwazonych bteddw i zada¢ pytania:

1. Str. 53 ,oba fragmenty potaczytam polarnym, labilnym tgcznikiem”, takie stwierdzenie
sugeruje raczej tagcznik organiczny, a nie sekwencje peptydowg

2. Str 59, doktorantka opisuje, ze po zdjeciu prébki peptydu z zywicy potwierdzita usuniecie
ostony OAIl z reszty Asp, ale nie opisuje jak to wykonata?

3. Str. 78 izolacja ludzkiego proteasomu prowadzona byta z erytrocytéw. W pracy nie podano
zrédta pochodzenia krwi, z ktérej izolowano erytrocyty.

4. | uwagi edytorskie: doktorantka niepotrzebnie stosuje ,kropki” w podtytutach rozdziatéw,
rowniez lepiej bytoby zastosowac mniejszg czcionke w podpisach pod rysunkami. Te obecne podpisy
zle sie czyta, a sg czesto dtugie, pisane duzg czcionkg i przy zastosowaniu matego odstepu miedzy
liniami.

Oczywiscie wymienione powyzej drobne usterki nie majg wptywu na warto$s¢ naukowa
rozprawy i nie zmieniajg mojej bardzo pozytywnej opinii o tej pracy.

Podsumowujgc stwierdzam, ze zakres pracy doktorskiej mgr Julii Witkowskiej byt niezwykle
szeroki. Poczawszy od izolacji i oczyszczania proteasomu drozdzowego i ludzkiego, po syntezy i
oczyszczania peptydow do badan, ich badania strukturalne (FTIR, CD) i badania aktywnosci
biologicznej, a skorficzywszy na krystalizacji kompleksdw proteasom-peptyd i analizie otrzymanych
danych. Wszystkie te tak bardzo rdéznorodne badania wymagaty od doktorantki wszechstronnego
przygotowania, zaréwno teoretycznego, jak i eksperymentalnego i z wszystkich etapdéw pracy
doktorantka wywigzata sie znakomicie!

Réwniez bardzo wysoko oceniam sposdb prezentacji wynikdéw i sposéb prowadzenia dyskusji
przy ich omawianiu. Wszystkie te umiejetnosci klasyfikujg doktorantke jako wszechstronnego
badacza, swietnie przygotowanego do podejmowania réznorodnych wyzwan naukowych.

Chciatabym réwniez podkresli¢, ze doktorantka jest wspdétautorka 3 publikacji w czasopismach z
listy filadelfijskiej (i 1 publikacji spoza listy w Wiadomosciach Chemicznych), a nastepna publikacja z
jej pierwszym autorstwem jest juz wystana do recenzji. Doktorantka réwniez wielokrotnie
prezentowata swoje wyniki na zjazdach krajowych i zagranicznych (w tym sg 2 wystgpienia ustne i
23 w formie plakatu). Doktorantka prowadzita badania w grantach NCN swojej promotor dr hab.
Jankowskiej, jak réwniez jest obecnie kierownikiem wtasnego grantu NCN Preludium. Mgr
Witkowska odbyta réowniez staz naukowy w ramach programu MOST w grupie badawczej dr hab.
Grzegorza Dubina z Uniwersytetu Jagielloniskiego. To naprawde imponujgcy dorobek i zastugujacy
na wyrdznienie!



Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa mgr Julii Witkowskiej
zatytutowana ,Badania oddziatywan proteasomu z allosterycznymi modulatorami jego
aktywnosci oraz wyznaczenie miejsc ich wiqzania z enzymem za pomocq rentgenografii
strukturalnej” spetnia wszelkie wymagania stawiane ustawa o stopniach i tytule naukowym i
zwracam sie z wnioskiem do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr
Julii Witkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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