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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Wrdébel
zatytutowanej

,Badania strukturalne oddziatywania wybranych zwigzkéw
trojcyklicznych z nowymi wariantami B-laktoglobuliny posiadajgcymi
modyfikacje w rejonie kieszeni wigzacej"

Praca doktorska Pani mgr Pauliny Wrébel zostata przygotowana pod kierunkiem
Pana prof, dr hab. Krzysztofa Lewinskiego oraz Pani dr Joanny Loch w Zespole
Biokrystalografii wchodzacym w skiad Zaktadu Krystalochemii i Krystalofizyki na
Wydziale Chemii W w Krakowie.

We wspotczesnej medycynie coraz czesciej i z coraz wiekszym powodzeniem
stosowane sg bialka w roli terapeutykéw. Sztandarowym przykiadem sg tutaj
przeciwciala monoklonalne stosowane w onkologii, ktérych wprowadzenie do
praktyki klinicznej bardzo poprawito rokowania pacjentéw z niektéorymi typami
nowotwordéw. Oprécz przeciwciat i niektérych enzymow, bardzo duzy potencjat do
zastosowan medycznych maja niewielkie biatka globularne posiadajgce zdolnosé
do selektywnego wigzania w swoim wnetrzu mniejszych czasteczek. Beda one
mogly znalez¢ zastosowanie na przykitad jako selektywne transportery lekéw lub
jako czasteczki wylapujace i neutralizujace zwiagzki, ktérych stezenie w ptynach
ustrojowych nalezy obniza¢, np. toksyn. Tematyka przedstawionej mi do oceny
rozprawy doktorskiej p. mgr Pauliny Wrébel doskonale wpisuje sie w ten obszar
badawczy bazujacy na poszukiwaniu modyfikowanych wariantéw B-
laktoglobuliny (BLG) o powinowactwie do biologicznie aktywnych ligandéw. Jest to
czes¢ i kontynuacja badan nad tym bialkiem konsekwentnie realizowanych od
okoto 2012 roku przez grupe badawczag skupiong wok6t dr Joanny Loch i prof.
Krzysztofa Lewiniskiego.

Celem tej pracy byto zaprojektowanie i otrzymanie nowych wariantéw BLG, ktore
nie beda wiazaly naturalnych ligandéw tego biatka, czyli kwaséw ttuszczowych,
ale w zamian beda zdolne do wigzania czgsteczek lekdéw trojpierscieniowych. Dla
czterech takich wariantow biatka oraz os$miu lekéw oraz dwoch kwasow
ttuszczowych Doktorantka przeprowadzita szeroko zakrojone badania strukturalne
metodami biokrystalografii rentgenowskiej; state dysocjacji komplekséw biatko-
ligand wyznaczyta z widm dichroizmu kotowego.

Przedstawiona do oceny rozpraw doktorska ma ukiad klasyczny, otwiera jg lista

zastosowanych skrétéw oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. W

rozdziale pierwszym, zatytutowanym ,Wstep”, Doktorantka nakreslita tlo swoich

badan omawiajgc wiasciwosci i strukture BLG, znane jej kompleksy z ligandami
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oraz potencjat lipokalin, rodziny bialek do ktérych nalezy BLG, do zastosowan w
medycynie. Nieco zaskakujacy jest tutaj fakt, iz juz w podrozdziale 1.8
Doktorantka przedstawia wybrane do swoich badan warianty BLG oraz ich
ligandy, podczas gdy cele pracy sa nakreslone w rozdziale drugim. Przeglad
literatury oraz bazy struktur PDB przedstawiony przez p. mgr Pauline Wrébel
jednoznacznie wskazuja, ze warianty BLG maja szanse wigzac¢ czasteczki lekow
trojpierscieniowych, a uzyskane wyniki beda bardzo wartosciowe, réwniez w
kontekscie szerszej wiedzy o oddziatywaniach tych lekéw z biatkami. Podjecie
tego tematu badawczego bylo wiec w petni uzasadnione i celowe.

Rozdziat trzeci rozprawy, zatytutowany ,Materiaty i metody", ktéry miesci sie na
czterech stronach maszynopisu, zawiera zwiezte opisy zastosowanych procedur
badawczych. Pomimo tego, ze opisy te sa raczej oszczedne w stowa, sa
wystarczajgco szczego6towe, by osoba posiadajgca doswiadczenie w tego typu
badaniach byla w stanie je powtdrzyc.

Kolejny rozdziat nosi tytut ,Wyniki" i przedstawia on w wiekszosci starannie
opracowane i opatrzone odpowiednim komentarzem dane doswiadczalne. Bardzo
pomocne w analizie otrzymanych przez Doktorantke wynikéw jest ich zestawienie
w tabelach, ktére pozwala na ich szybka analize i poréwnanie. Metodycznie i
klarownie przedstawione sg wyniki pomiarow CD, pomiarow
dyfraktometrycznych, udoktadniania struktur oraz same struktury form apo i
komplekséw z ligandami dla czterech nowych wariantobw BLG. Nieco stabszg
strong jest bardzo skrétowe potraktowanie wynikéw dotyczgcych otrzymywania
preparatow biatkowych. Mianowicie, podrozdziat 4.2, dotyczacy ekspresji i
oczyszczania nowych wariantéw BLG jest bardzo skromny, gdyz sklada sie na
niego jedynie jeden o$miolinijkowy paragraf oraz dwa rysunki. Nie dowiemy sie z
niego jakie byly poziomy ekspresji poszczegoélnych badanych wariantow BLG ani
jaka byla wydajnos¢ [mg/L medium hodowlanego] dla finalnie oczyszczonego
biatka.

Rozdzial pigty rozprawy, zatytutowany ,Dyskusja wynikow", przedstawia
wyczerpujaca dyskusje wynikdw wiasnych Doktorantki z odniesieniem do danych
z literatury dla BLG i jej wariantow, oddzialtywania BLG i innych biatek z lekami
tréjpierscieniowymi. W rozdziale tym Doktorantka zestawita wyniki otrzymane dla
poszczegdlnych wariantow BLG i ligandow i podjeta sie proby ich generalizacji.

Rozdzial sz6sty, o tytule ,Wnioski", prezentuje najwazniejsze wnioski dotyczgce
wpltywu mutacji na stabilno$¢ termiczng wariantow BLG, selektywno$¢ oraz site
wigzania liganda trojpierscienowego sformutowane w oparciu o wyniki
przeprowadzonych badan.

Rozprawe zamyka statystyka wykonanych badan (tutaj tytut ,Podsumowanie"
jest nieco mylacy) i bibliografia obejmujaca 223 pozycje. Suplement do pracy
zawiera dodatkowo cztery rysunki oraz trzy tabele.
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Uktad rozprawy jest logiczny i przejrzysty, napisana jest ona bardzo staranie i

poprawnym jezykiem; bardzo nieliczne bledy edytorskie i stylistyczne sg rzeczag
naturalng w rozprawie o tej objetosci. Prezentacje i dyskusje wynikéw bardzo
utatwiajg przejrzyste rysunki i wykresy.

Zakres wykonanych przez Doktorantke prac badawczych jest imponujacy,
obejmuje on miedzy innymi:

o

otrzymanie metodami biologii molekularnej nowego wariantu BLG
(FA71W),

wykonanie ponad stu hodowli bakteryjnych w skali 1L,
wykonanie ponad 50 cykli oczyszczania biatka,

° zbadanie stabilnosci termicznej 4 nowych wariantow BLG metoda
nanoDSF,

° wykonanie 37 pomiaréw CD,
nastawienie prawie 1000 kropli krystalizacyjnych,

° zebranie danych dyfrakcyjnych dla 36 krysztalow biatkowych (55
pomiaréw dyfraktometrycznych),

wyznaczenie 17 struktur komplekséw nowych wariantéw BLG z lekami
oraz 22 struktur bez liganda.

W mojej ocenie do najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki uzyskanych w trakcie
realizacji badan skladajacych sie na recenzowang rozprawe naleza:

1. wyznaczenie struktur kompleksow nowych wariantéw BLG 2z lekami
tréjpierscieniowymi, wraz z wyznaczeniem staltych dysocjacji dla tych
komplekséw,

2. zbadanie wplywu mutacji na stabilnosci termiczng wariantow BLG.

Osiggniecia te stanowiag doskonatg baze do dalszych poszukiwan wariantéw BLG
wykazujacych sie duzym powinowactwem do lekow trdjpierscieniowych.

Uzyskane i opracowane przez Doktorantke wyniki stanowig Swietny material
publikacyjny, ktéry zapewne zostanie niebawem tak wykorzystany. Z obowigzku
recenzenta wymieniam jednak ponizej kilka punktow do dyskusji podczas obrony.
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1. Jednym z wymienionych na str. 35 celéw pracy bylo zaprojektowanie nowych

wariantéw BLG, jednakze ani w rozprawie ani w cytowanych pracach nie mogtem
znalez¢ informacji w jaki spos6b dobierane byly w pary lub trojki pojedyncze
mutacje, dla ktérych wczesniej potwierdzono wiasciwe fatdowanie biatka.

2. jesli uwzglednimy 6 pozycji w obrebie kieszeni wigzacej BLG, dla ktérych
otrzymano wiasciwie sfatdowane biatko w formie rozpuszczalnej (39, 56, 58, 92,
105 i 107) oraz 8 aminokwaséw hydrofobowych (Ala, lle, Leu, Val, Phe, Trp, Tyr,
Met), ktére potencjalnie mogtyby sie w tych pozycjach pojawi¢ w wyniku mutacji,
to liczba teoretycznie mozliwych wariantéw wynosi 86 = 262144. Jak skutecznie
przeszukaé ta ,przestrzen" w poszukiwaniu wariantébw o jeszcze lepszych
parametrach: stabilnosci biatka i sity wigzania badanych ligandow?

3. Czy warunki pomiaréw z ktérych wynikéw wyznaczono state Kadla lekéw/biatek
osocza, cytowane w Tabeli 9 (str. 75), byly poréwnywalne z tymi zastosowanymi
przez Doktorantke dla tych samych lekéw/wariantéw BLG?

Podsumowujgc mojg ocene rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Wrébel
chciatbym podkresli¢ wysoki poziom merytoryczny przeprowadzonych badan.
Jakos¢ i ilos¢ wynikéw, ich profesjonalna analiza z odniesieniem do danych
literaturowych wskazujg na duze kompetencje Doktorantki w zakresie
biokrystalografii biatek.

Biorac pod uwage powyzsze, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
potwierdzajace wiedze oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan
naukowych przez Doktorantke, zatem spelnia wymagania stawiane pracom
doktorskim okreslone w Ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2020 r. poz.85 z pdzn. zm.). Wnosze wiec do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych
Uniwersytetu jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr Pauliny Wrébel

do dalszych etapow przewodu doktorskiego i do publicznej dyskusji nad
rozpraws.
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