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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Prokopowicz, zatytulowanej:
.pectroscopic studies of interactions of molecular targets in chemotherapy: Purine

Nucleoside Phosphorylase, Thymidylate Synthase and their mutants with specific ligands™.

Oceniana rozprawa doktorska przedstawia wyniki badaf oddzialywan molekularnych
celow w terapiach przeciwnowotworowych ze specyficznymi ligandami uzyskanych metodami
spektroékopii absorpcyjnej 1 fluorescencyjnej. Molekularnymi celami byly enzymy:

1. Fosforylaza nukleozydéw purynowych (PNP) z Escherichia coli i jej cztery mutanty,
w ktorych zmieniono jeden aminokwas - konkretnie PNPF159Y i PNPF159A
(fenyloalaning w pozycji 159 zastapiono odpowiednio tyrozyng i alaning) oraz
PNPY160F i PNPY160S (tyrozyng w pozycji 160 zastapiono odpowiednio fenyloalaning
i seryna). Fosforylaza nukleozydéw purynowych jest kluczowym enzymem
w rezerwowym szlaku syntezy nukleozydow, odpowiedzialnym za odwracalng reakcje
fosforolitycznego rozszczepienia nukleozyddéw purynowych na odpowiednig zasade
purynowg 1 pentozo-1-fosforan. Intensywne badania tego enzymu zapoczatkowalo
odkrycie, ze brak jego aktywnosci powoduje uposledzenie dzialania limfocytow T, a co
za tym idzie niewlasciwej komorkowej odpowiedzi immunologicznej. Objawy wywolane
brakiem aktywnosci fosforylazy nukleozydéw purynowych nasunely mozliwosé
wykorzystania inhibitorow tego enzymu jako selektywnych lekéw immunosupresyjnych,
w terapil nowotworéw wywolanych nieprawidlowym namnazaniem sie limfocytéw T
oraz w terapii niektorych choréb autoimmunizacyjnych.

2. Syntaza tymidylanowa (TS) z Mus musculus i jej dwa mutanty, w ktérych zmieniono
jeden aminokwas - konkretnie HI90A (histydyng w pozycji 190 zastgpiono alaning)
1 W103G (tryptofan w pozycji 103 zastgpiono glicyng). Syntaza tymidylanowa katalizuje
reakcje  zaleznego od N>'“-metylenotetrahydrofolianu (mTHF) przeksztalcenia

deoksyurydyno-5'-monofosforanu (dUMP), prowadzacg do powstania tymidyno-5'-



monofosforanu (ATMP). Reakcja ta obejmuje dwa sprzezone elementy: (1) przeniesienie
grupy metylenowej z metylenotetrahydrofolianu na pigty atom wqgla‘ pierscienia
pirymidynowego deoksyurydyno-5'-monofosforanu i (2) redukcje tej grupy na koszt
pozostatego tetrahydrofolianu, niekowalencyjne zwigzanego z biatkiem, ulegajacego
utlenieniu  do dihydrofolianu. Inhibicja tego enzymu jest od dziesiecioleci
wykorzystywana w chemioterapii nowotwordw.

W przypadku fosforylazy nukleozydéw purynowych i jej mutantéw Autorka
wykorzystata tylko jeden specyficzny ligand — formycyne A (FA), natomiast w przypadku
syntazy tymidylanowej byly to: deoksyurydyno-5'-monofosforan, fluorodeoksyurydyno-5°’-
monofosforan (FAUMP) i N*-hydroksy-deoksycytydyno-5’-monofosforan.

Tytul pracy dobrze okresla zawarto$¢ rozprawy. Rozprawa doktorska jest obszernym,
oryginalnym opracowaniem o do$¢ klasycznym uktadzie tresci podzielonym na dziewigc
rozdziatow. Cze$¢ z nich zostala podziclona na podrozdzialty. Calo$¢ opatrzona jest
streszczeniem w jezyku angielskim i polskim, dwoma dodatkami zawierajacymi materiaty
uzupelniajgce i wykaz stosowanych skrétow, spisami: schematow, rysunkéw i tabel, wykazem
cytowane;j literatury oraz informacjg zawierajacg spis publikacji, ktérych wspétautorka jest
Autorka rozprawy i ktére zawieraja czes$¢ prezentowanych wynikéw. Nie mam zastrzezen
do formalnego uktadu pracy, ktory daje klarowny obraz tresci.

Pierwsze cztery rozdzialy stanowia klasyczne wprowadzenie w tematyke oparte
na literaturze i stanowig wyczerpujgce przedstawienie tfa dla badan podjetych przez Autorke.
W rozdziale pigtym Autorka wskazuje cele badan, rozdzielajac je na te odnoszace sig
do fosforylazy nukleozydéw purynowych i syntazy tymidylanowe;.

Glownym celem badan odziatywan fosforylazy nukleozydoéw purynowych z formycyna
A bylo okreslenie roli Phel59 i Tyrl60 w oddzialywaniach z nukleozydami oraz wykazanie,
ze oddzialywania te sg oddzialywaniami typu 7z-7, stad taki dobér mutantéw fosforylazy
nukleozydéw purynowych wykorzystanych w tych badaniach. Niejako dodatkowo
zaplanowana zostala weryfikacje hipotezy, ze Tyr160 jest jedynym donorem energii w zjawisku
bezpromienistego przeniesienia energii z formycyny A.

Z kolei gléwnym celem badan oddzialywan syntazy tymidylanowej i jej mutantow
(dobranych ze wzgledu na rolg His190 i Trp103) z trzema ligandami byta weryfikacja hipotezy
0 rozprzgzeniu wskazanych wczesniej dwdch etapow reakcji katalizowanej przez enzym.
N*-hydroksy-deoksycytydyno-5’-monofosforan zaburza katalizowang reakcje w zupelnie inny
sposob niz fluorodeoksyurydyno-5’-monofosforan. Autorka wskazuje réwniez, ze celem badan

bylo okreslenie potencjatu elektrostatycznego w oddzialywaniach syntazy tymidylanowej
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z nukleotydami. W tym miejscu nasuwa mi si¢ pytanie zwigzane z rola Autorki w tym
elemencie badan, poniewaz, jak sama stwierdza w nastgpnym rozdziale, obliczenia botencjalu
elektrostatycznego wykonat dr hab. Adam Jarmula (zresztg z pomini¢ciem litery 1~
w nazwisku).

W przypadku obu enzymow i ich mutantow Autorka wskazuje jeszcze jako cel badan
ich charakterystyke spektroskopowa. Na marginesie zauwazam, ze Autorka wydaje sie lepiej
postugiwac si¢ jezykiem angielskim niz polskim, poniewaz w streszczeniu zamiast stowa
charakterystyka uzyla stowa o zupetnie innym znaczeniu — ,,charakteryzacja”.

W rozdziale szostym zajmujgcym 22 strony rozprawy Autorka starannie prezentuje
wykorzystane rﬁaterialy 1 zastosowane metody. Nie mam zastrzezen do tego rozdziatu, poza
pewnym dysonansem zwigzanym z tym, ze w podrozdziale 6.7 Autorka opisuje korekcje widm
fluorescencji na filtr wewnetrzny, co sugeruje, ze absorbancja badanych prébek nie koniecznie
byla bardzo mata, a z kolei w podrozdziale 6.11.3 stosuje liniowa korekcje na rozcieficzenie,
a przeciez nat¢zenie fluorescencji nie jest liniowa funkcja stezenia, chociaz jak wynika
z rysunkéw w wielu przypadkach absorbancja nie przekraczala wartosci 0,1.

Najobszerniejsze sg rozdziaty siodmy i 6smy, w ktérych Autorka przedstawia uzyskane
wyniki 1 ich dyskusje na tle literatury oddzielnie w odniesieniu do kazdego z enzymdow. Sposob
prezentowania wynikow, ich opis 1 dyskusja sa na odpowiednim poziomie, chociaz mam kilka
uwag, ktore nie umniejszaja merytorycznej wartosci tresci tych rozdziatow, ale z obowigzku
recenzenta powinienem je wskazac.

Niestety niektore rysunki sa mato czytelne ze wzgledu na: ich rozmiar - rys. 7.1217.14,
niefortunne uzycie koloru zéltego do oznaczenia widm na niektoérych z rysunkéw — np. rys. 8.4
1 8.10, duzg grubos¢ linii, co prowadzi do zlewanie si¢ krzywych - rys. 8.3 1 A13.

Zwrocilem tez uwage na fakt, ze obserwowane zmiany absorbancji sg bardzo male,
szczegblnie przy wyznaczaniu specyficznej aktywnosci syntazy tymidylanowej (AAbSs40nm
rzedu 0,001), a przeciez, o ile mi widomo, w deklaracji producenta uzywany do tych pomiarow
spektrofotometr PerkinElmer LAMBDA 265 ma dokladno$¢ fotometryczng =+ 0,01,
powtarzalnos¢ fotometryczng < 0,002 1 szum fotometryczny < 0,002 przy absorbancji 1. Ile
wynosi zatem niepewno$¢ pomiaru konkretnego, wykorzystanego w badaniach przyrzadu,
skoro mozna byto wykonywaé tak doktadne pomiary?

Doskonale zdaj¢ sobie sprawe z trudnosci eksperymentalnych w badaniach reakcji
enzymatycznych, jednak wydaje mi sie nieco nacigganym wyznaczanie nachylenia prostej

opierajac ja tylko na dwdch punktach, jak to ma miejsce na stronie 111 czy 121.



[ ostatnia uwaga, w tabelach 7.2, 7.3, 7.4, 7.5 1 8.1 zabrakto danych obrazujacych jako$é¢
uzyskanych wynikéw, poniewaz Autorka nie podala wartosci niepewnos’éi wynikow
prezentowanych w nich, co ciekawe w tabelach 7.1 i 8.3 mozna je znalezé. Zakladam,
ze oznacza to tylko niedociagnigcie o charakterze redakcyjnym.

Rozprawe zamyka rozdziat dziewiaty bedacy podsumowaniem wynikéw badan w
nawigzaniu do zatozonych celow.

Stwierdzam, ze wskazane drobne braki i niedociagnigcia nie obnizaja wartosci
merytoryczne] rozprawy. Bezsporne sa osiagnigcia Autorki ocenianej rozprawy,
do ktorych przede wszystkim zaliczam: wykazanie kluczowej roli Phe159 i Tyr160 w wiazaniu
formycyny A przez fosforylaze nukleozydéw purynowych oraz potwierdzenie istotnosci
oddzialywan 77, udowodnienie rozprzegniecia reakcji katalizowanej przez syntaze
tymidylanowa w sytuacji, gdy ligandem jest N4—hydroksy-deoksycytydyno-IS’—monofosforan.
Na duzg uwage zastuguja réwniez uzyskane dane spektroskopowe charakteryzujace badane
enzymy.

W celu realizacji badan objetych oceniang rozprawa, Autorka musiala opanowaé bogaty
warsztat badawczy, umiejetnie lgczac mozliwosci metod: fizycznych, chemii organicznej,
biologii molekularnej, biochemicznych i biotechnologicznych. Szczegdlnie wazng role
odgrywa tu wlasciwa interpretacja uzyskanych danych spektroskopowych.

W tym miejscu pragne zauwazy¢, jak istotna dla Doktorantki byta mozliwo$é
prowadzenia badan w dwoch, interdyscyplinarnych zespotach naukowych, bez ktérych
realizacja celow pracy bylaby niemozliwa. Autorka rozprawy przygotowywata rozprawe
w dwoch warszawskich szkolach badawczych. Jedna to szkota badan nad fosforylaza
nukleozydéow purynowych w Zakladzie Biofizyki Wydzialu Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego, majgca swe poczatki w latach siedemdziesiatych ubieglego wieku i ciagle
wnoszgca wklad w wiedzg¢ na temat tego enzymu. Dowodem tego jest chociazby analiza
wynikéw wyszukiwania w bazie Web of Science Core Collection hasta “purine nucleoside
phosphorylase”. Wyszukiwanie to pokazuje, ze pierwsze miejsce wéréd afiliacji zajmuja
pracownicy Zakiadu Biofizyki Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego. Podobnie jest
ze szkola badafh nad syntaza tymidylanowa, ktora uksztaltowala si¢ w Instytucie Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk, pierwsze miejsce wirod
afiliacji pozycji naukowych dotyczacych syntazy tymidylanowej zajmuja pracownicy tego
Instytutu.

Co wazne, Autorka rozprawy potrafita, w mojej ocenie, wilasciwie skorzystaé

z potencjatu zespolow badawczych, w ktorych prowadzita badania. Na podkreslenie zastuguje
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rowniez  wykorzystanie przez Doktorantke $wietnie funkcjonujacej  wspolpracy
migdzynarodowe;.

Bardzo waznym jest takze fakt, ze publikowanie wynikéw badan w bardzo dobrych
czasopismach w trakcie realizacji ocenianej rozprawy przyniosto Autorce znakomity dorobek
naukowy w postaci pigciu publikacji, ktérych sumaryczny Impact Factor wynosi okolo 23,

Podsumowujgc, stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska, przygotowana
pod opiekg dr. hab. Piotra Fity, prof. UW i prof. dr. hab. Wojciecha Rode stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, jak réwniez wykazuje ogdlna wiedze teoretyczng
Doktorantki i dowodzi umiej¢tnosei samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Autorka
rozprawy spelnia wymagania stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora. Wnosze

0 przyjecie rozprawy i dopuszezenie Autorki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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