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Recenzja pracy doktorskiej mgr. inz. Radoslawa Kitel, pt.: ”Biophysical
characterization of molecular mechanism of actin nucleation by Spire and its binding
pariner Formin and discovery of small-molecule chemical probes impairing the Spire-

FMN?2 interaction”

Recenzowana praca doktorska mgr. inz. Radostawa Kitel zostala wykonana pod
opieka prof. dr. Tadeusza Holaka 1 opisuje badania dotyczace roli biatek Spire 1 forminy w
nukleacji aktyny oraz poszukiwania niskoczasteczkowych inhibitoréw oddziatywania Spire-
formina FMN2. Analizowane oddzialyWania biatko-biatko s3 zwiazane z tworzeniem i

dynamikg cytoszkieletu aktynowego a takze z procesami przerzutowania nowotworow.

Do tej pory opisano znaczacg liczbe oddziatywar biatko-biatko, kibre sg powigzane z
rozwojem roznego rodzaju nowotwordéw. Skuteczno§é blokowanie wielu z tych celow
molekulamych zostata potwierdzona poprzez wprowadzenie zwigzkow oddziafujqcych Z nimi
do badaf klinicznych lub praktyki leczenia nowotworéw. Jednakze oczywistym jest, Ze
skutecznos§é znanych terapii w dalszym ciggu nie jest zadowalajaca. Jednym z waznych celow
dla lekéw przeciwnowotworowych jest cytoszkielet komoérki. Do tej pory udalo si¢
udowodni¢ niczwykle skuteczne dziatanie zwiazkéw wigzacych si¢ z mikrofubulami — a w

szczegblnosci bardzo duzy sukces odnidst taksol. Badania dotyczace cytoszkieletu



aktynowego sg zhacznie mniej zaawansowane, cho¢ wydaje sig, Ze potencjal celow
molekularnych powigzanych z tworzeniem si¢ tych struktur jest bardzo duzy ze wzgledu na
ich udowodnione powigzanie z tworzeniem si¢ przerzutdw nowotwordw, ktore sg niezwykle
trudne do leczenia. W tym kontekécie praca doktorska mgr. inz. Radostawa Kitel porusza
zagadnienia o duzym znaczeniu dla rozwoju terapii przeciwnowotworowych. Jednoczesnie
nalezy zauwazy¢, Ze ze wzgledu na duze skomplikowanie badanych proceséw i

niewystarczajgcg ich znajomo$¢ podjety temat badawczy jest niezwykle ambitny.

Praca doktorska mgr. inz. Radostawa Kitel liczy 106 stron i zostala napisana w jezyku
angielskim z wyjatkiem jednostronicowego streszczenia w jezyku polskim. Praca jest
podzielona w sposob klasyczny na wstep, cel pracy, wyniki, dyskusje, materiaty i metody
oraz odnosniki literaturowe. Do pracy dolaczono 15 stron materiatéw dodatkowych oraz
filmy zapisane na ptycie CD. Ten ostatni element jest bardzo ciekawym i rzadko spotykanym
dodatkiem do prac doktorskich. Co wazne, w materiatach dodatkowych znajduje Asiq tabela
jednoznacznie wyjaéniajaca role wszystkich wspotpracownikéw w dyskutowanym projekcie,

co pozwala jednoznacznie wskazaé zakres prac wykonanych przez Doktoranta.

Praca doktorska mgr. inz. Radostawa Kitel jest zredagowana w sposéb niezwykle
staranny i opatrzona szeregiem dobrze przemy$lanych i wysokigj jakoéz:i rysunkow, ktore
znaczaco ulatwiaja odbior tekstu. Mozna wskazaé tylko nieliczne uchybienia takie jak: a)
Obrazy otrzymane techniks ZMW i przedstawione na rysunku 26b sa praktycznie nieczytelne;
b) na rysunku 38D zwiazki opisane s3 jako ‘Temperature [°C]’ c) nie jest wskazany opis
panelu D na zwigzku 38.

Doktorant we wstepie zbiera dostepne w literaturze informacje na temat cytoszkieletu
aktynowego, proceséw jego powstawania i kontroli. Dodatkowo krotko omowiona jest rola
cytoszkieletu aktynowego w powstawaniu przerzutdw nowotwor6éw i znalezione do tej pory
zwiazki chemiczne, ktére mogg kontrolowaé ten proces. Wstgp bardzo dobrze wprowadza w

trudng tematyke doktoratu i jednoznacznie pokazuje, Ze niezbedne sg dalsze badania.

Pierwsza cze$¢ rozdzialu “Wyniki® opisuje otrzymanie kilkunastu konstruktow
biatkowych, ktére byty konieczne do dalszych badanh. Niewatpliwie, ta czg§¢ badan wymagata
znaczacego nakladu pracy eksperyrflentalnej, pomimo, z¢ z punktu widzenia catego projektu
moze byé uznawana za wstepne przygotowanie materialu do dalszych analiz. Nastgpnie
wybrane biatka byly odpowiednio znakowane a takZze podjgto proby ich dimeryzacji
(nieudane). Tak otrzymane biatka wstepnie przetestowano udowadniajac, ze wykazujg one

zadane funkcje.



Kolejny podrozdzial' przedstawia zastosowanie techniki ZMW do analizy nukleacji
aktyny w czasie rzeczywistym. Wczeéniej przygotowany konstrukt biatkowy DB-dmABCDI
byt immobilizowany na dnie dotkéw pomiarowych a nastgpnie badano tworzenie
oligomeréw/polimerdéw aktyny. Wykazano, ze filamenty aktyny nie tworza jezeli obecna jest
jedynie domena WH2 biatka SPIRE. Na tej podstawie zaproponowano mechanizm tworzenia
filametow aktynowych polegajgcy na wspotdziataniu biatek SPIRE i FMN2. Jednakze warto
zauwazy¢, ze pelne potwierdzenie eksperymentalne zaproponowanego modelu wymagatoby

znaczace] liczby dodatkowych eksperymentow.

Druga cze$é pracy doktorskiej jest po§wiecona poszukiwaniu niskoczgsteczkowych
zwigzk6éw, ktore hamowalyby oddziatywanie domeny KIND biatka SPIRE z forming FMN2.
Jest to dobrze przemyslany projekt naukowy wykorzystujacy szereg wspolczesnych metod
komputerowych i eksperymentalnych w celu skutecznego poszukiwania ligandow wybranego
bialka. Zaczynajac od zbudowania odpowiedniego farmakoforu, poprzez pmeszukiﬁwie bazy
ZINC a nastgpnie dokowanie wybranych zwiazkéw do miejsca aktywnego zidentyfikowano
szereg potencjalnych inhibitoréw. 8 zwigzkéw z tej grupy przetestowano eksperymentalnie
poptzez analize¢ zmiany temperatury topnienia, oraz perturbacji widm 1D i 2D NMR.
Ostatecznie potwierdzono wigzanie zwigzku RK-4 do celu molekularnego. W tym miejscu
nalezy zaznaczy¢, ze uzywanie podwojnych oznaczef zwigzkéw (RK i ZINC) utrudnia odbiér
tekstu. Czy mozna oszacowacé statg wigzania RK-4 do domeny KIND17?

Nastepnie przetestowano 14 pochodnych indolu wzgledem domen KIND1 i KIND2 i
wykazano, ze zwigzek A07 wiaze si¢ do KIND2. Udalo si¢ wyznaczy¢ jego staly wigzania
wzgledem KIND2 wynoszacg 4.2 mM. Czy na podstawie struktury wymodelowanego
kompleksu zwigzkéw RK-4 lub A07 z bialkiem KIND mozna wskazac dalsze mozliwe
$ciezki optymalizacji struktury tych inhibitorow?

Drugim z zastosowanych podej$¢ do poszukiwania liganddéw domen KIND bylo
uzycie testu przesiewowego dla 120 fragmentéw molekularnych, tj. zwigzkéw chemicznych
spetniajacych zasade trzech. W tym przypadku takze zmiana temperatury topnienia celu
molekularnego byla uzyta jako metoda ewaluacji wigzania zwiagzkéw do biatka. Jednakze, w
tym tedcie jako rozpuszczalnika uzyto D,0/0.9M mocznika — dlaczegb uzycie czynnika
denaturujacego zwicksza czuto$¢ tej metody? Ostatecznie potwierdzono wigzanie pigciu
fragmentéw do KINDI1, z ktérych F1 uznano za najbardziej obiecujacy. Warto zauwazyé, Ze
zwigzek F1 pasuje do farmakoforu okre§lonego w poprzednich rozdzialach, co moze

sugerowaé jego sposob wigzania do bialka. Ze wzgledu na brak struktury krystalicznej



kompleksu F1/KIND1, warto byloby wymodelowaé strukturg kompleksu tego liganda z
KINDI,

Podsumowujac, stwierdzam, Zze dzigki zastosowaniu szerokiego wachlarza technik
komputerowych i eksperymentalnych recenzowana rozprawa doktorska zawiera znaczgcg
liczbe wartosciowych Wynikéw. Co wazne, stanowig one duzy postgp w poszukiwaniach
nowy terapii przeciwnowotworowych powigzanych z kontrolowaniem cytoszkieletu
aktynowego. Z pelnym przekonaniem stwierdzam, 2ze rozprawa dokforska mgr. inz.
Radostawa Kitel speinia ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane pracom doktorskim. W
zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego o
przyjgcie rozprawy i dopuszczenie Pana mgr. inz. Radostawa Kitel do dalszych etapéw

postgpowania doktorskiego.



