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Pod opieka naukows dr hab. Sebastiana Glatta

1. Tematyka rozprawy

Sposréd wielu biatek zwigzanych ze stanami patologicznymi POl (z ang. Protein of Interest)
jedynie niewielka ich czes$¢ (gtéwnie enzymy) na tg chwile moze by¢ skutecznie hamowana z uzyciem
konwencjonalnych lekoéw (gtownie inhibitoréw). Znaczna wiekszos¢ nieenzymatycznych POI pozostaje
obecnie poza zasiegiem medycyny molekularnej i wymaga opracowania nowatorskich strategii
umozliwiajgcych ich inaktywacje. W ostatnich kilkunastu latach opracowano podejécie ukierunkowanej
degradacji biatlek TPD (z ang. Targeted Protein Degradation), w ktérym aktywowane sa naturalne
komérkowe mechanizmy degradacji biatek celem selektywnej eliminacji pojedynczego POI. Obecnie
w skiad TPD wchodzi szereg mechanizmoéw, ktére skierowujg POl gtéwnie na szlak degradacji
proteasomalnej lub na $ciezke autofagii. TPD jest niezwykle intensywnie rozwijajaca sie gatezig nauk
biologicznych i biotechnologii medycznej i stanowi nadzieje na opracowanie lekdw na nieuleczalne do
tej pory choroby. Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy opracowania podejscia TPD celujgcego w
kinaze biatkowg kluczowg w przekazywaniu sygnatdw w szeregu typow komorek (przez to
mogacego by¢ celem molekularnym w leczeniu choréb autoimmunologicznych oraz
nowotworowych). Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy wiec istotnych zagadnien dla rozwoju

nauk biologicznych.

2. Wiedza kandydata
Praca doktorska ma klasyczng forme, w ktérej w rozdziale Wstep Doktorant stopniowo
wprowadza czytelnika w tematyke prowadzonych badan, zaczynajac od rodziny badanych kinaz, ich
budowy oraz mechanizmu aktywacji, przechodzac nastepnie do specyficznej izoformy badanej kinazy,
jej modyfikacji potranslacyjnych, udziatu w szlakach sygnalizacyjnych oraz w chorobach. Nastepnie
Doktorant koncentruje sie na strategii TPD, w szczegdlnosci na podejsciach wykorzystujacych

proteasomy, na klejach molekularnych oraz bifunkcjonalnych degraderach (ktére stanowig gtowny



WYDZI1AL BIOTECHNOLOGI I

ZAKELAD BIOTECHNOLOGII MEDYCZNEJ
ul. Fryderyka Joliot-Curie 14a

50-383 Wroctaw

tel. +48 71375 26 31
lukasz.opalinski@uwr.edu.pl

temat pracy). Cze$¢ wstepng przedstawiono w sposob zwiezty, ale trafny i merytorycznie
poprawny, co $wiadczy o posiadaniu przez Doktoranta ogélnej wiedzy teoretycznej wymaganej
dla osoby ubiegajacej sie o stopien doktora w dyscyplinie nauki biologiczne. W mojej opinii
zabraklo w tym rozdziale dokfadniejszych informacji o istniejacych juz metodach
inhibicji/inaktywacji/degradacji badanego celu milekularnego.

Sekcje: metodyczna oraz wynikowa zostaly przedstawiona szczeg6towo, co umozliwia
potencjalne odtworzenie zastosowanych warunkoéw eksperymentalnych. W tej czesci zabrakio
informacji w jaki sposob syntetyzowane byty badane degradery oraz jak testowana byta aktywnos¢
degraderéw w komorkach. Poniewaz jest to istotna cze$¢ pracy, bardzo prositbym o omowienie
niniejszego punktu w trakcie obrony pracy doktorskiej. Pomimo tego, ze w pracy uzywane byly
réznorodne techniki, w tym zaawansowane techniki biofizyczne i biologii strukturalnej, w sekcji
Wyniki Doktorant wnikliwie analizuje te dane, co $wiadczy o posiadaniu przez Doktoranta
solidnej specjalistycznej wiedzy metodycznej wymaganej dla osoby ubiegajacej sie o stopien
doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.

W rozdziale Dyskusja Doktorant bardzo zwiezle, cho¢ merytorycznie poprawnie osadzit
uzyskane wyniki w szerszym konteksScie zastanego stanu wiedzy w polu badawczym. W czesci tej
zabrakto mi doktadniejszego przedyskutowania efektu dodanego uzyskanych wynikéw oraz perspektyw
na przysztosc.

Podsumowujac, wnikliwa analiza poszczeg6lnych czeSci pracy doktorskiej pozwala
stwierdzi¢, ze niniejsza rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng wymagang do

nadania stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.

3. Samodzielno$¢ kandydata

Praca doktorska zostata wykonana w ramach programu Doktorat Wdrozeniowy pod opiekga
naukowg dr hab. Sebastiana Glatta, we wspoétpracy z firma Captor Therapeutics SA. Zaréwno dokonata
grupa Maxa Plancka MCB UJ i $wiatowej klasy ekspertyza w biochemii i biologii strukturalnej prof.
Glatta jak i doswiadczenie firmy Captor Therapeutics, opracowujacej réznego rodzaju degradery w
ramach TPD stanowity doskonate zaplecze naukowe do przygotowania niniejszej pracy doktorskiej oraz
dostarczyty wszechstronnego wsparcia eksperckiego dla Doktoranta na kazdym etapie realizacji
projektu doktorskiego.

Doktorant opracowat warunki produkcji i oczyszczania celu molekularnego i jego mutacyjnych
wariantéw, zbadat oddziatywanie biatka z kilkoma degraderami przygotowanymi przez Captor

Therapeutics, przeprowadzit testy krystalizacji celu molekularnego z kilkoma degraderami i rozwigzat
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struktury komplekséw badanego biatka z badanymi zwigzkami. W pracy wykazano takze, ze
opracowane zwigzki sg w stanie obnizy¢ komorkowy poziom badanej kinazy. Odpowiednie
planowanie badan, ich przekrojowos¢, zastosowanie réznorodnych technik biofizycznych i
biochemicznych niezbednych do rozwigzania zadanego problemu naukowego, poprawna
interpretacja danych $wiadcza o umiejetnoSci samodzielnego prowadzenia badan przez
Doktoranta, na poziomie wymaganym od 0s6b ubiegajacych sie¢ o nadanie stopnia doktora.
Poniewaz w czeSci metodycznej nie znalaztem odniesienia do eksperymentéw degradacji celu
molekularnego w komérkach Jurkat, bardzo prositbym o uscislenie w trakcie obrony czy eksperymenty

wykazane na rycinie 3.28C zostaty wykonane przez Doktoranta.

4. Oryginalno$¢ rozprawy

Praca doktorska miata na celu przyczynienie sie do opracowania nowatorskiej czasteczki opartej
0 znany inhibitor badanego celu molekularnego, indukujacej degradacje tego enzymu. Cel ten miano
osiggna¢ poprzez poznanie struktury badenego biatka w kompleksie z wytypowanymi wyjsciowymi
degraderami oraz wykorzystanie uzyskanej wiedzy celem optymalizacji degradera. Wyjsciowo podjeto
prébe uzyskania celu molekularnego w komdrkach bakteryjnych, z czego jednak zrezygnowano ze
wzgledu na wystepowanie biatka w rozpuszczalnych agregatach, co utrudniato analizy strukturalne.
Nastepnie z sukcesem wyprodukowano cel molekularny i mutanty tego biatka w komoérkach owadzich,
przeprowadzono biofizyczne testy stabilnosci uzyskanych biatek oraz ich oddziatywania z wybranymi
degraderami. Rozwigzano struktury krystaliczne celu molekularnego w kompleksie z degraderami i
wykorzystano uzyskang wiedze do dalszych modyfikacji struktury degradera, celem zwiekszenia jego
powinowactwa wzgledem celu. Uzyskane dane pozwolitby tez na sformutowanie hipotezy mogacej
ttumaczy¢ selektywnos$é¢ wybranych inhibitoréw/degraderéw wzgledem poszczegélnych izoform
badanych kinaz. O ile istnieje wiele raportéw literaturowych dotyczacych otrzymywania
rekombinowanych wariantéw celu molekularnego oraz opublikowano kilka struktur tego biatka w
bazach danych, to rozwigzanie struktury badanego biatka w kompleksie z selektywnymi
degraderami stanowi w peini oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Dzieki poznaniu
architektury molekularnej badanego biatka ze zwigzanymi degraderami mozliwe bylo zaproponowanie
modyfikacji chemicznych degradera. Finalnie, przedstawione w pracy doktorskiej wyniki przyczynity
sie do opracowania degraderéw dla celu molekularnego, ktére wykazujg pozadang aktywnos$é¢ w
modelowych komorkach Jurkat (wydajnie obnizaja poziom biatka) oraz wykazujg selektywnos$é
wzgledem wybranej izoformy. Uzyskanie wyniki mogg sie przyczyni¢ do wytonienia kandydatéw

na leki celujgce w badang kinaze opracowywane w Captor Therapeutics, stanowigc przez to
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przyktad na potencjalne zastosowania wynikéw wihasnych badan naukowych w sferze

gospodarczej.

5. Pytania i/lub uwagi krytyczne, na ktore Recenzent oczekuje odpowiedzi kandydata w

czasie obrony

Bardzo prositbym Doktoranta o ustosunkowanie sie do ponizszych kwestii w trakcie obrony pracy

doktorskiej:

e W Swietle doniesien literaturowych, sugerujacych istotng przewage systemu eukariotycznego
w produkcji celu molekularnego (ryc. 3.9), zaskakujace byto rozpoczecie badan od préby
produkcji biatka w systemie bakteryjnym? Jaka byla przyczyna takiej decyzji? Czym roznity
sie warunki uzyskania biatka w bakteriach, ktére pozwolity opracowaé strukture krystaliczng
celu molekularnego od warunkéw uzytych przez Doktoranta?

e Czy w trakcie oczyszczania rekombinowanego biatka analizowano tozsamos$¢ izolowanego
biatka (np. przez western blotting, lub spektrometrie mas)?

e Czy prébowano produkowac cel molekularny w bakteriach w obecnosci inhibitora PKC? Czy
w testach wzrostu wykonano petne krzywe wzrostu, czy jedynie pomiar punktowy?

e Czy w testach fosforylacji celu molekularnego, gdzie wykryto nieznaczne réznice w poziomie
pSer696 (Ryc. 3.12C) przygotowano kontrole tadowania (np. catkowite biatko CBB oraz
detekcje catkowitego poziomu celu przeciwciatem anty- cel)?

e W Tabeli 7 i 9 przedstawiono parametry oddziatywania degraderow z biatkiem. Co znaczy n=7
(Tabela 7) n=2 (tabela 9) w tych przypadkach (niezalezne pomiary na réznych izolacjach
biatka)? Dlaczego SEM pojawia sie tylko przy jednym degraderze (Tabela 7) (czy inne
degradery byly zmierzone tylko raz)? Czy przeprowadzano statystyczne testy istotnosci

obserwowanych réznic? Podobnie, w Tabeli 10 przedstawiono wybrane parametry degraderow.
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Jakie byto n w tych eksperymentach? Czy analizowano istotno$¢ statystyczng obserwowanych
réznic?

e Czy w testach przedstawionych na Rys. 3.28 badano wyjsciowy ligand, ktéry postuzytjako baza
do produkcji degraderéw? Czy wykazano, ze spadek poziomu celu molekularnego wynika z

degradacji proteasomalnej pod wptywem degradera, a nie z jakiego$ innego zjawiska?

6. Inne spostrzezenia dotyczace tresci lub formy rozprawy
Praca zostata przygotowana w jezyku angielskim, jest staranna i posiada odpowiednie
rozdziaty. Pod katem technicznym zasugerowatbym na przyszto$¢ wyodrebnienie Celu pracy
ze Wstepu do osobnego rozdziatu i dodanie go do spisu treSci. W obecnej formie Cel pracy jest
bardzo stabo widoczny. Uwazam tez, ze rozdziat 3.2.1 bardziej nadaje sie do Wstepu lub
Dyskusji niz do sekcji Wyniki.

7. Ocena koncowa

Podsumowujac, przedstawiong do recenzji prace doktorskg mgr Kamila Przytulskiego
oceniam jako naukowo ciekawg i dotyczacg istotnej tematyki dla zdrowia cztowieka, majaca
oprécz znaczenia poznawczego takze charakter potencjalnie aplikacyjny. Chciatbym w
zwigzku z tym serdecznie pogratulowac¢ zaréwno Doktorantowi jak i Promotorowi.

W zwigzku z tym, ja nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska mgr
Kamila Przytulskiego spetnia warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1688 z p6zn. zm.) i wnioskuje

do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o0
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dopuszczenie mgr Kamila Przytulskiego do dalszych etapow postepowania ws. Nadania

stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Prof. dr hab. £.ukasz Opalinski



