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Ocena pracy doktorskiej mgr Katarzyny Magiery zatytutowane;j:
LInteraction of small-molecule inhibitors with the deubiquitinating protease USP2”

Poszukiwanie specyficznych inhibitoréw komplekséw biatko-biatko jest szybko
rozwijajgcym si¢ obszarem badan nad nowymi lekami przeciwnowotworowymi. Jednym
Zz najwazniejszych celow prac w tym zakresie sg oddzialywania obejmujgce kompleks
ubikwityna-proteasom i oddziatywania, badz reakcje enzymatyczne, z nim zwigzane.
Proteazy deubikwitynujace posiadajg zdolno$é ‘“ratowania” bialek zaznaczonych
do degradacji w proteasomie. Nadekspresja tych proteaz zostala zaobserwowana
w komorkach szeregu nowotwordw 1 sg one obecnie uznane za obiecujacy cel molekularny do

opracowania nowych terapii przeciwnowotworowych.

Praca doktorska mgr Katarzyny Magiery dotyczy deubikwitynujacej proteazy cysteinowej
USP2 i poszukiwania zwigzkéw chemicznych, ktdre zdolne bytyby zahamowad aktywnosé
proteolityczng tego enzymu. Doktorantka w szczegllnosci badata dwie grupy zwigzkéw:
pierwszg opartg o strukture kwasu litocholowego i druga wykofzysmjace pochodne 5-(2-
tienylo)-3-izoksazolu. Praca dotyczy waznego 1 aktualnego zagadnienia poszukiwania
antagonistow oddzialywania biatko-biatko celem zastosowania ich w charakterze srodkow

terapeutycznych.

Praca doktorska mgr Magiery to napisany po angielsku maszynopis liczacy 110 stron,
o strukturze typowej dla prac doktorskich i publikacji z obszaru nauk eksperymentalnych
{(Introduction, Results, Materials and methods). Nalezy zauwazy¢, iz zamiast pelniejszej

dyskusji praca zawiera, liczacy tylko péltbrej strony, rozdzial Conclusions and perspectives.

Rozdzial 2 rozprawy doktorskiej zawiera wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy

doktorskiej. Do najwazniejszych z nich zaliczam:



1. Produkcj¢ oczyszczonej izoformy proteazy USP2a. W tym celu doktorantka
opracowala wlasny protokél, ktdry zostal pdzniej zastosowany do produkcji biatka
znakowanego izotopem N, a takze do jego wariantow mutacyjnych.

2. Zoptymalizowanie testu pomiaru aktywnosci proteazy USP2a, opartego o pomiary
szybkosci hydrolizy ubikwityny znakowanej pochodng kumaryny. Test uzyty zostat
nastgpnie do pomiaréw hamowanie proteazy USP2a przez badane w pracy inhibitory.

3. Odkrycie inhibitoréw biatka USP2a bedacych pochodnymi kwasu litocholowego lub
5-(2-tienylo)-3-izoksazolu. Zwigzki te oraz ich zoptymalizowane pochodne hamowaty
biatko USP2a nawet w zakresie st¢zen mikromolowych. Obie grupy zwigzkéw nie
byly wezesniej badane, jezeli chodzi o zdolno$¢ hamowania USP2a. Sa to, moim
zdaniem, najciekawsze wyniki tego doktoratu.

4. Ustanie ze wspomniane powyzej zwigzki hamowaty wzrost komdrek linii
nowotworowej jelita grubego HCT116 oraz prowadzily do obnizenia poziomu cykliny
D1. Wyniki byly szczegllnie obiecujgce w przypadku pochodnych kwasu

litocholowego.

Odmienna seria doswiadczen dotyczyta prob krystalizacji enzymu USP2a w formie z wolng
kieszenig wigzaca. W tym celu doktorantka otrzymata grupe mutantéw powierzchniowych
biatka (pojedynczych oraz wielokrotnych) oraz biatko USP2a ze skrocong wersja ubikwityny.
Tylko dla tego ostatniego konstruktu udato sie vzyskaé krysztaly, ktére jednak nie dawaty
obrazu dyfrakcyjnego dobrej jakosci. Mimo braku pozytywnych wynikéw préb
krystalizacyjnych, podjete proby nalezy odnotowaé za wazne i przeprowadzone sporym

nakiadem pracy.

Wyniki uzyskane w doktoracie mgr Magiery sa wartosciowe i mogg stanowi¢ punkt wyjscia
do dalszych badan nad poszukiwaniem zwigzkdéw o potencjale terapeutycznym. Szczegdlnie
obiecujace sg pochodne kwasu litocholowego; wymagajg one jednak obnizenia stalej inhibicji
o okolo dwa-trzy rzedy wielkosci. Mgr Magiera zastosowala w trakcie realizacji pracy
doktorskiej szereg zaawansowanych metod, w tym metody klonowania DNA, znakowanie
izotopowe bialek w systemie bakteryjnym, oczyszczanie bialek, rejestracje réznych widm
NMR, pomiary fluorescencyjne aktywnosdci enzymatycznej, proby krystalizacyjne oraz testy
komorkowe in vitro. Opanowanie szeregu technik badawczych jest niezbedne na tym etapie

rozwoju miodego badacza.



Doktorantka nie ustrzegla sie jednak bledéw w czasie redakcji doktoratu. Podaje¢ kilka
typowych:

- str. 17, 10 linijka od géry: K; podane bezwymiarowo;

- szereg rysunkéw posiada nieczytelna skale osi, dodatkowo bez opisu osi (np. Figure 2.2, 2.4,
2.5, 2.6A),

- opisy zdje¢ zeli sg niestaranne, poszczegdlne Sciezki oraz masy czasteczkowe markerow
masy s3 niewlasciwie oznaczone {np. Figure 2.3, 2.5B);

- opisy tytuléw niektorych tabel i rysﬁnk()w sa nad wyraz skrétowe i malo informatywne (np.
Table 2.1, 2.7, 2.8).

Ponadto, omawiajgc state kinetyczne zawarte w Table 2.5, doktorantka zauwaza, ze sg one
WSlightly different”, w zalezno$ci od zastosowanego rownania (Michaelisa-Menten Iub
Lineweavera-Burka. Jest to stwierdzenie niefrasobliwe, gdyz réznice w wartosSciach Ky

siegaja 300%!

Podsumowujac, moja ocena przediozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Katarzyny
Magiery zatytutowanej: ,Interaction of small-molecule inhibitors with the deubiquitinating
protease USP2” jest pozytywna, a rozprawa spetnia warunki ujete stosownymi przepisami,
vjetymi w art. 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule nawkowym z 2003 r. Wnoszg
o dopuszczenie przez Wysoka Rad¢ Wydziatlu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego mgr
Magiery do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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