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pt. ,Analiza strukturalna kompleksow kinaz z inhibitorami matoczasteczkowymi”

Kinazy jako grupa enzymow o bardzo duzym znaczeniu w tworzeniu nowych terapii
medycznych, a w szczegolnosci terapii przeciwnowotworowych, stanowig obecnie jeden z
gtéwnych kierunkéw badawczych w wielu laboratoriach akademickich, jak réwniez w firmach
biotechnologicznych czy farmaceutycznych. Wiele z tych badan jest zorientowanych na
zrozumienie i udoskonalenie nowych struktur wiodgcych, co ma przetozy¢ sie na nowe typy
inhibitorow, a ostatecznie nowe typy lekdéw. Przedstawiona do oceny praca doktorska
wykonana przez mgr Jozefine Bogusz-Krzywinskg doskonale wpisuje sie w ten nurt

badawczy.

Praca zostata wykonana pod opiekg prof. dr hab. Grzegorza Dubina z Zakfadu
Mikrobiologii Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii oraz Grupy Badawczej
Krystalografii Biatek Matopolskiego Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego,

ktory specjalizuje sie w tego typu badaniach.

Gtéwnym celem pracy Doktorantki byta charakterystyka strukturalna kompleksow
kinaz o istotnej roli w procesie nowotworzenia z inhibitorami. Uszczegdtawiajgc, Doktorantka
w swoich badaniach postanowita skupi¢ sie na otrzymaniu oraz rozwigzaniu struktur
krystalicznych czterech kinaz — PIM1, PIM2, MELK oraz HK3. Taki wybdr tematyki
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badawczej w aspekcie medycznego znaczenia tych enzymow uwazam za jak najbardziej

trafny i uzasadniony.

Analiza bazy Pubmed wskazuje, iz jego dorobek badawczy mgr Jozefiny Bogusz-
Krzywinhskiej stanowg dwie prace w bardzo dobrych recenzowanych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym (Arch. Biochem. Biophys. - 2017 oraz Scientific Reports - 2019). W jednej
z nich (Scientific Reports) Doktorantka jest pierwszym autorem, co szczegodlnie podkresla jej
wktad w prowadzone badania. Nalezy takze podkresli¢, iz obydwie prace dotyczg badan nad
kinazami bedgcymi tematem pracy doktorskiej. Tym samym, powyzszy dorobek naukowy

oceniam wysoko.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy 129 stron i ma klasyczny uktad. W
pierwszej czesci bedgcej wstepem teoretycznym Doktorantka przedstawia zatozenia, ktore
doprowadzity do postawienia hipotezy badawczej i okreslenia celu pracy. Mgr Bogusz-
Krzywinska doktadnie opisuje znaczenie kinaz w funkcjonowaniu organizmu zywego, a takze
ich dysfunkcje prowadzace do choréb, a zwilaszcza nowotworzenia. W poszczegdlnych
rozdziatach przedstawia wszystkie trzy grupy badanych kinaz (PIM, MELK, heksokinazy) w
historycznym aspekcie opublikowanych juz badan. Analiza literatury zrédtowej pokazuje, iz
Doktorantka bardzo dobrze zna tematyke pracy, cytuje oryginalne teksty Zrodiowe, a
niewiele prac przegladowych. Catkowita liczba cytowan literatury w pracy jest bardzo wysoka
i wynosi 191. Wszystkie rysunki zostaty wykonane z najwyzszg starannoscig i sg w petni

informatywne.

Nastepnie, na jednej stronie mgr Jozefina Bogusz-Krzywinska przedstawita cele

swojej pracy majgce udowodni¢ postawiong hipoteze badawczg.

Kolejny rozdziat jest poswiecony uzytym materiatom oraz stosowanym metodom
eksperymentalnym. Wszystkie opisy sg jasne i klarowne, a ich szczegétowos¢ z pewnoscig

pozwolitaby na ich powtorzenie przez niezaleznego badacza.

W kolejnym rozdziale (Wyniki) mgr Jézefina Bogusz-Krzywiiska opisuje wyniki
przeprowadzonych badan, a takze w sposob dojrzaty dyskutuje je w aspekcie
opublikowanych danych literaturowych. Uzyskane wyniki sg na wysokim poziomie
merytorycznym i o duzej wartosci naukowej. Szeroki wachlarz uzytych metod
eksperymentalnych wskazuje na dobry warsztat badawczy Doktorantki, a takze na
interdyscyplinarny charakter pracy. Co wiecej, otrzymane wyniki otwierajg nowe perspektywy

badawcze.

Moje pytanie dotyczy tutaj analizy kinazy PIM1, a w szczegdlnosci dokowanie
komputerowe. Doktorantka na stronie 84 twierdzi, iz ,Dane z modelowania nie pokrywajg sie

jednak z modelem uzyskanym metodg krystalografii rentgenowskiej (przedstawiony na
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Rysunku 11A).”. Czy znane sg powody tych réznic? Poprosze o szerszg dyskusje w tym

temacie.

Kolejne moje pytanie dotyczy aktywnosci otrzymanych enzyméw. Czy doktorantka
miareczkowata otrzymane kinazy pod wzgledem ich aktywno$ci, a uscislajgc — jaki byt
procent aktywnego enzymu w catkowitej ilosci otrzymanego biatka? W pracy mozna znalez¢

tylko opisy, iz potwierdzono aktywnos$¢ danego biatka.

W rozdziale Podsumowanie Doktorantka na jednej stronie opisuje zrealizowane cele
badawcze oraz wyniki. Kolejny rozdziat to Dyskusja, w ktérym mgr Jozefina Bogusz-
Krzywinska w dojrzaty sposob dyskutuje uzyskane wyniki oraz prowadzi analize

porownawczg.

W tym rozdziale moje pytanie dotyczy inhibitorow dualnych. Doktorantka okresla takie
zwigzki jako te, ktore majg zdolnos¢ do inhibicji dwoch kinaz. Powstaje tutaj pytanie, czy
przetestowano wszystkie znane kinazy w kierunku takiej inhibicji, czy po prostu tylko te ktére
byly testowane w prowadzonych badaniach i z tego faktu wynika to okreslenie. Takie
stwierdzenie znajduje sie na przyktad na stronie 108 — ,Wyniki badah przedklinicznych
wskazujg, ze EC-70124 jest kolejnym dualnym inhibitorem, ktory mogtby byc¢
wykorzystywany w terapii AML.”

Reasumujgc, za najwazniejsze odkrycia naukowe pracy doktorskiej mgr Joézefiny Bogusz-

Krzywinskiej uwazam:

1. Otrzymanie homogennej kinazy PIM1, a nastepnie krystalizacja tego biatka z
inhibitorami matoczasteczkowymi — CX-4945, Ro-3306, CX-6258, przeprowadzenie
analiz poréwnawczych oraz analiza strukturalna otrzymanych wynikow w celu

optymalizacji specyficznosci zbadanych inhibitoréw.

2. Otrzymanie homogennej kinazy PIM2 w postaci biatka o petnej, jak i skroconej

sekwencji aminokwasowe;.

3. Otrzymanie homogennej kinazy MELK, a nastepnie krystalizacja biatka z inhibitorem
matoczgsteczkowym — dorsomorfing, rozwigzanie struktury krystalicznej i

przeprowadzenie analizy porownawczej.
4. Otrzymanie homogennej kinazy HK3.

Podsumowujgc wartos¢ merytoryczng przedstawionej do oceny pracy doktorskiej mgr
Jozefiny Bogusz-Krzywinskiej, z pewnoscig mozna stwierdzi¢, iz wiele z otrzymanych

wynikow ma oryginalny charakter oraz znamiona odkrycia naukowego i moze otworzy¢ nowe



kierunki badawcze w przysztosci.

Pod wzgledem edytorskim i graficznym, praca doktorska mgr Jozefiny Bogusz-
Krzywinhskiej zostata przygotowana w staranny sposob. Zdarzajg sie btedy interpunkcyjne
czy edytorskie, niemniej ich iloS¢ jest nieduza i nie ma wptywu na ogolng, wysokg ocene
pracy. Na szczegdlng uwage zastuguje wysoki poziom przygotowania oraz przedstawienia
wszystkich rycin i rysunkd4w w ocenianej pracy. Jedyna moja drobna uwaga dotyczy
skalowania rycin i rysunkéw do lewej strony. Uwazam, iz lepszy wizualnie efekt uzyskano by

przy ich wysrodkowaniu.

Podsumowujgc, przedstawiona rozprawa doktorska mgr Jozefiny Bogusz-
Krzywinskiej z Zaktadu Mikrobiologii Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii oraz
Grupy Badawczej Krystalografii Biatek Matopolskiego Centrum Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego pod tytutem ,Analiza strukturalna komplekséw kinaz z inhibitorami
matoczgsteczkowymi” ma oryginalny oraz nowatorski charakter, a zawarte w niej wyniki
badan majg zdecydowanie cechy nowosci naukowej. Doktorantka w bardzo trafny sposéb
wybrata metody badawcze do swoich badan. Zamieszczone tutaj uwagi i zastrzezenia nie
majg wptywu na mojg wysokg ocene pracy. Po catkowitej ocenie przedstawionej pracy z catg
pewnoscig stwierdzam, iz spetnia ona wszystkie zwyczajowe iustawowe wymagania

stawiane pracom doktorskim.

Wnosze wiec do wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne na Uniwersytecie
Jagiellonskim o przyjecie rozprawy i dopuszczenie jej Autorki do dalszych etapdéw przewodu

doktorskiego.
Z wyrazami szacunku

prof. dr hab. Marcin Drag
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