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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Witoszki
pt. ,,Synteza bibliotek pochodnych fenyloalaniny i tryptofanu oraz ich wykorzystanie
do opracowania funkcji oceniajgcej specyficznej dla receptora tachykininowego NK1”

Na podstawie powotania mnie przez Rad¢ Naukowa Instytutu Medycyny Doswiad-
czalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk w dniu 10 lipca
2024 r. na recenzenta w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora wszczgtym na wniosek mgr
Katarzyny Witoszki, przedkladam ponizsza recenzj¢ wskazanej rozprawy, sporzadzonej przez
Doktorantke pod opieka naukowa prof. dr hab. Aleksandry Misickiej-Kgsik i dr hab. Piotra F.
J. Lipinskiego 1 zatytulowanej ,,Synteza bibliotek pochodnych fenyloalaniny 1 tryptofanu oraz
ich wykorzystanie do opracowania funkcji oceniajacej specyficznej dla receptora tachykini-
nowego NK17.

Na wstepie stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Katarzyny Witoszki jest praca
pisemna o charakterze monografii naukowej, ale — jak zaznacza Autorka — czg$¢ wynikow
oraz dodatkowa charakterystyka strukturalna i1 fizykochemiczna niektorych zwiazkéw byty
opublikowane w pracach oryginalnych oraz patencie (pozycje bibliograficzne [1-4] w rozpra-
wie). Jest to godne podkreslenia, bo $wiadczy, ze wyniki badan przeszly takze procedurg
weryfikacji przez recenzentow w migdzynarodowym obiegu naukowym i stanowia juz czes¢
trwatego dorobku z pogranicza nauk medycznych, chemicznych i biologicznych. Wymieniam
te dyscypliny, aby zwroci¢ uwage na to, ze Doktorantka musi poruszac¢ si¢ w bardzo skompli-
kowanym obszarze badan, umiejac spojrze¢ krytycznie zard6wno na czysto chemiczne aspekty
swej pracy, tj. procedury syntezy i oczyszczania zwiazkéw, jak tez na kontekst biochemiczny
— powinowactwo do receptoréw biatkowych. Ponizej uzasadni¢ moje przekonanie, ze mgr
Witoszka bardzo dobrze opanowata te r6zne poziomy odniesienia i odpowiednio dostosowuje
Jjezyk pracy przedstawiajac wyniki swoich badan.

Analizowana rozprawa doktorska jest obszerna — liczy 250 stron, w tym 9 stron
materialow poprzedzajacych (m.in. streszczenie, deklaracja innowacyjnosci), 12 stron spisow
(tresci, tabel, rysunkow i skrotow), 208 stron wlasciwej tre§ci rozprawy i 21 stron bibliografii
(325 pozycji — dobrze wybranych, bez nadmiarowosci, z uwzglednieniem najnowszych prac —
wysoko oceniam dobor pismiennictwa). Przy takiej objetosci rozprawy wazna jest klarownos¢
podzialu tresci i w duzej mierze Autorce udato si¢ to osiagnac¢. Zachowana jest réwno-
mierno$¢ objetosci tekstu — wstep literaturowy jest podobnej dtugosci co rozdziat ,,Materialy
i metody”, a opis wynikéw badan wlasnych i ich dyskusja sa o ok. potowe dtuzsze od wstepu.
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Umieszczenie procedur syntetycznych i obliczeniowych na koncu rozprawy, po dyskusji
1 podsumowaniu, jest dobrym zabiegiem, zwlaszcza ze zawarte sa tam dane dotyczace
wydajnosci oraz informacje spektroskopowe (MS, NMR) zapisane w skrotowy sposob
charakterystyczny dla prac oryginalnych. Z uwagi na liczb¢ otrzymanych zwiazkow zrozu-
miata jest decyzja o podaniu danych spektroskopowych w formie wyciagu (spisu pikow
NMR), a nie poprzez dotaczenie widm oryginalnych. Opracowanie graficzne rozprawy jest
bardzo staranne, rysunki strukturalne oraz przedstawiajace oddzialywania ligand-receptor sa
czytelne. Rysunek struktury krystalicznej zwiazku Boc-F-74 (rys. 21, str. 89) nie ma elipsoid
termicznych (obecnych na rys. 20), brak tez komentarza dotyczacego nieuporzadkowania
atomow jednej z grup -CFs, ale przeciez doglebna analiza strukturalna nie jest celem
przedstawionej rozprawy.

Zdefiniowany przez Doktorantkg cel pracy, czyli ,,zaplanowanie i otrzymanie nowych
bibliotek pochodnych fenyloalaniny i tryptofanu, potencjalnie wiazacych si¢ do receptora
NK1, oraz opracowanie nowych funkcji oceniajacych specyficznych dla receptora NK1” (str.
77) jest jasny i tatwo weryfikowalny. W mojej ocenie zostat on osiagnigty, o czym $wiadczy
uzyskanie 94 zwiazkoéw (w tym 93 oryginalnych) oraz zaproponowanie nowych zestawow
wag statystycznych modyfikujacych zrodtowa funkcje oceniajaca programu AutoDock Vina.

Przed dokonaniem oceny merytorycznej badan przedstawionych w rozprawie musze
nadmieni¢, ze obszarem mojej specjalizacji jest chemia obliczeniowa, zatem nie bgdg oceniat
szczegotow procedur syntetycznych czy tez mozliwosci optymalizacji odpowiednich proce-
sow. Jak wspomina Autorka (str. 153), od znalezienia optymalnych parametréw synte-
tycznych wazniejsze byto uzyskanie jak najszerszej bazy struktur, i z tego punktu widzenia
zastosowany w pracy tok postgpowania nie budzi moich zastrzezen; uzyskane wydajnosci
(patrz rozdzial VIIL.3) sa zreszta w wigkszosci niezte (> 70%), skoro nie sa to procesy
optymalizowane. Za cenny wktad Doktorantki w badania nad antagonistami NK1R uwazam
to, ze proces syntezy zostal poprzedzony analiza struktura-aktywnos$¢ dla znanych mato-
czasteczkowych antagonistow, a serie zwiazkow (zwilaszcza W/F-71 — W/F-74) sporzadzono
w elegancki pojgciowo, kombinatoryczny sposob. Liczno$¢ syntez przeprowadzonych przez
jedna osobg jest godna pochwaty, pokryta jest znaczaca czg$¢ przestrzeni chemicznej 1 wyko-
rzystane sa dobrze dobrane modyfikacje, np. zamiana grupy -CF; na -SFs. Jak jednak
pokazaly dalsze badania, wiele z badanych zwiazkow — w tym wlasciwie caly zestaw serii
W/F-71 do W/F-74 — pozbawionych jest istotnego powinowactwa do receptora NK1, cho¢
istnieja obiecujace wyjatki (patrz Tabela 7). Podobnie jest z cytotoksycznoscia (Tabela 8),
majaca wstgpnie oszacowaé mozliwa aktywnos¢ przeciw-nowotworowa badanych zwiazkow.
W tym miejscu chciatbym zapyta¢, czy — w $Swietle swoich badan oraz dalszego przyrostu
wiedzy na temat receptora NK1 — Doktorantka ma juz wypracowane propozycje kolejnych
modyfikacji, zwlaszcza dla serii W/F-71 do W/F-74? Bardzo ciekawa jest hipoteza o innym
niz NKIR celu molekularnym badanych zwiazkéw — receptorze CCK2. Jest ona poparta
przewidywaniami opartymi na analogiach strukturalnych oraz dokowaniami. Tu znéw nasuwa
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si¢ pytanie, z jakiego powodu nie doszta do skutku analiza do$wiadczalna powinowactwa
badanych zwiazkéw do CCK2R — czas, trudnos$ci metodologiczne, wysoki koszt? Wracajac
do samej hipotezy o CCK2R jako celu molekularnym cieszg sig, ze Doktorantka widzi sens
kontynuacji tej linii badan w Zaktadzie Neuropeptydéw. W tym miejscu wyrazeg tez swoja
wysoka oceng rozdziatu V (Dyskusja), w ktorym Autorka bardzo rzetelnie i nie ukrywajac
ewentualnych stabych stron swoich wynikéw (wiele zwiazkéw nie wykazywato znaczacej
aktywnosci, poczatkowo nie byly znane dobre struktury krystaliczne NK1R itd.) przedstawia
dalsze propozycje postgpowania — od mozliwosci udoskonalenia procedur syntetycznych az
do dalszych planow zwiazanych z dokowaniem (przejécie od rescoringu do poprawy funkcji
oceniajacej dokowanie; porownanie z metodami uczenia maszynowego). Ten rozdziat jest
gotowym, bogatym zestawem pomystow na dalsza pracg badawcza, w tym rozszerzenie prac
o bliska mi analizg strukturalna (oddzialywania wewnatrz- 1 migdzyczasteczkowe).
Zastosowanie metod in silico pozwolito na przeprowadzenie do$¢ systematycznych
analiz struktura-aktywno$¢ (SAR), a takze (dzigki procedurze target fishing) na wspomniane
juz powyzej zaproponowanie receptora CCK2 jako mozliwego celu dla badanych zwiazkow.
Jednak najwazniejszym celem badan obliczeniowych w recenzowanej rozprawie byta ocena
1 poprawa jakos$ci wynikow dokowania molekularnego. W tym celu zastosowano podejscie
najprostsze, ale o duzym potencjale: wykorzystano dobrze znana funkcj¢ oceniajaca programu
AutoDock Vina (ktora, jak wskazuja wczesniejsze badania, niestety nie jest dla receptora
NK1 zbyt doktadna) i zmieniano wagi statystyczne szes$ciu tworzacych t¢ funkcje wktadow.
Dodatkowo ograniczono si¢ do zastosowania tak modyfikowanych funkcji jedynie do
nastgpczej rewizji energii wigzania juz zadokowanych struktur (rescoring), nie za$ do samego
oceniania danej pozy czasteczki dokowanej wzgledem innych konformacji. Mimo takiego
zawegzenia obszaru badan (implikacje tego zawgzenia szczegdtowo opisane sa w Dyskusji)
uzyskano wiele zmodyfikowanych rodzin funkcji oceniajacych, istotnie lepszych od wzoru
oryginalnie stosowanego w programie AutoDock Vina. Tu pojawia si¢ pewien problem:
uzyskane bogactwo mozliwych funkcji utrudnia usystematyzowanie wynikéw. Przejrzenie
tabel 29 do 40 pokazuje, ze nowe zestawy wag statystycznych wykazuja spora zmiennos¢, ale
tez rzucaja si¢ w oczy przynajmniej dwa fakty: waga ws jest zwykle nieco mniejsza (co do
wartosci bezwzglednej) od oryginalnej wartos$ci z programu Vina, za§ waga ws jest wlasciwie
zawsze znacznie mniejsza (rowniez co do wartosci bezwzglednej) od oryginalnego odpowied-
nika. Autorka dostrzega to, ale w mojej ocenie nie w pelni wykorzystuje: fraza na stronie 138,
,waga ws odpowiadajaca za wktad wigzan wodorowych jest systematycznie mniej ujemna niz
w funkcji oryginalnej”, miataby wigksza moc, gdyby wspomnie¢, ze chodzi o obnizenie az
o caly rzad wielko$ci — od oryginalnego ws = —0,58744 do optymalizowanych pod katem
rescoringu wartosci typu —0,01 + —0,05. Oznacza to bardzo silne ,,ukrycie” wiazan wodoro-
wych w funkcji do rescoringu 1 warte bytoby dalszych badan. Mam w zwiazku z tym pytanie:
czy w ocenie Doktorantki ewentualne ,,wylaczenie” wiagzan wodorowych bgdzie bezpieczne
na poziomie funkcji scoringowej (z bezposrednim wptywem na ranking poéz-konformacji),
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czy tez bezpieczniej bedzie pozostawi¢ modyfikacje wagi ws jedynie do rescoringu? Mam tez
pytanie specyficzne dla programu AutoDock Vina. Jednym z parametréw okreslajacych
doktadno$¢ przeszukania jest wielko$¢ oznaczona jako exhautiveness (domyslna wartos¢: 8)
sterujaca liczba niezaleznych przeszukan przestrzeni konformacyjnej. Czy badano wplyw
tego parametru na jako$¢ wynikéw, czy tez wczesniejsze doswiadczenia Doktorantki lub
wspotpracownikéw sugerowatly, ze dla badanych zwiazkéw nie nastgpuje znaczaca poprawa
jakosci dokowan? Pomimo tych pytan uwazam, ze obliczenia — zarowno wszelkie przebiegi
dokowania, jak i optymalizacje funkcji rescoringowych oraz analizg celéw molekularnych
(target fishing) przeprowadzono bardzo kompetentnie i starannie.

W tekscie o takiej objgtosci trudno catkowicie wyeliminowa¢ drobne btedy literowe
czy sktadniowe, jednak nie utrudniaja one odbioru pracy. Wspomng jedynie o kilku wartych
dyskusji. Na stronie 159 czytamy: ,,W pracach prowadzonych w ZN IMDiK PAN wielo-
krotnie obserwowano, ze domys$lna funkcja oceniajaca popularnego programu AutoDock
Vina [206] daje niskiej jakosci szacowania energii wiazania ligandéw z receptorem NK1
[niepublikowane]”. Wydaje mi sig, ze oznaczenie ,,niepublikowane” moze tu by¢ pominigte,
bo jasny jest kontekst zrodta informacji (badania wlasne Zaktadu). Odnos$niki literaturowe
czgsto padaja ofiara zmian formatowania przy przenoszeniu migdzy plikami i programami —
np. odnosniki [1] oraz [181-187] w bibliografii nie maja prawidlowego zapisu izotopow
z indeksem gornym, przyktadowo w [1] mamy 68Ga-/177Lu zamiast ®*Ga-/'""Lu. Podobnie
jest z odno$nikiem [2] (winno by¢: CFs, SFs), ktory nie jest tez kompletny — zawiera numer
wydania czasopisma, ale nie numer artykulu (€202300315). Nie zawsze stosowana jest
jednolita konwencja cytowan (np. patrz odnosniki [12], [18], [52] czy [146]). W odno$niku
[96] tytut jest bledny, a w odnos$niku [253] pozostaly kody sterujace HTML. Sa to oczywiscie
drobiazgi bez wpltywu na czytelno$¢ pracy. W moim odczuciu stosowane przez Autorke
pojecie ,,projekt doktorancki” jest wlasciwe, ale zamiast ,,pracy doktoranckiej” (str. 77) lepsza
bytaby ,,praca doktorska”.

Praktyczne zastosowanie otrzymanych wynikéw badawczych bedzie zwiazane, jak
wyzej wskazatem, z dalszymi poszukiwaniami nowych antagonistow NK 1R oraz okresleniem
roli receptora CCK2. Rozprawa daje wskazowki do zastosowania konkretnych modyfikacji
przy tworzeniu bibliotek pochodnych oraz do optymalizacji procedur syntetycznych, stad
W mojej ocenie praktyczne zastosowanie wynikdw obecnych w rozprawie bedzie wzglednie
tatwe.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Witoszki, jak juz wczesniej odnotowatem, ma
formg pracy pisemnej o charakterze monografii naukowej. Nalezy jednak wspomnieé, zZe
Autorka doktadnie opisuje, ktore badania przeprowadzila samodzielnie, a ktore sa dzietem
wspOtpracownikow. Syntezy zwiazkow sa samodzielnym dzietem Doktorantki, podobnie jak
opis obliczeniowy (dokowanie, analiza celéw molekularnych). Pomiary rentgenograficzne sa
dzietem wspotpracownika z Instytutu Chemii 1 Techniki Jadrowej w Warszawie; maja one dla
rozprawy znaczenie raczej poboczne, bo gldéwnymi narzedziami do charakteryzacji nowych
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polaczen byly spektrometria mas i spektroskopia NMR. Natomiast oznaczenia biologiczne
(powinowactwo receptorowe do NKI1R oraz cytotoksycznos$¢) byly przeprowadzone przez
wspolpracowniczke z macierzystego Zakladu Neuropeptydow — one z kolei maja centralne
znaczenie dla pracy, ale w tym miejscu wyrazam swoja opini¢, ze rozprawa doktorska mgr
Katarzyny Witoszki jest dowodem samodzielno$ci naukowej Doktorantki (w szczegdlnosci
poprzez jasne wyznaczenie celow 1 klarowny tok ich realizacji oraz przeprowadzenie
wigkszosci badan), a pomoc wspotpracownikdw na pewno nie narusza tego odczucia.

Jak niejednokrotnie wzmiankowalem w recenzji, przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska zaskakuje obfitoscia materiatu doswiadczalnego i ciekawie taczy te dane z czgscia
obliczeniowa. W podsumowaniu recenzji podkreslam zatem, ze rozprawa doktorska Pani
mgr Katarzyny Witoszki spelnia wszelkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim
zgodnie z Ustawa Prawo o Szkolnictwie Wyzszym oraz z § 11 Regulaminu przeprowadzania
postgpowan w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Medycyny Dos$wiadczalnej
i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie (dale;j:
Regulaminu). Stanowi rozwiazanie oryginalnego, aktualnego i waznego problemu nauko-
wego. Wykazuje, ze Doktorantka posiada szeroka wiedze teoretyczng i umiejgtnosci
doswiadczalne oraz obliczeniowe zwiazane z dokowaniem, stosuje te umiejgtnosci przy
rozwiazywaniu zagadnien badawczych wykazujac samodzielno$é charakteryzujaca dobrze
uksztaltowang mloda uczong. Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr Katarzyny
Witoszki zasluguje na jednoznacznie pozytywna ocen¢ i wnioskuj¢ o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Z uwagi na fakt starannego
przygotowania rozprawy w oparciu o bogaty material badawczy i polaczenie badan
doswiadczalnych i obliczeniowych tak, ze stanowia wzajemne uzupelnienie i daja nowe
mozliwosci w dalszych badaniach (udoskonalony rescoring), a takze na spetnienie przynaj-
mniej jednego warunku dotyczacego wyrdznien rozpraw doktorskich (§ 19 pkt. 3.2
Regulaminu — opublikowanie przynajmniej czg¢sci wynikéw rozprawy doktorskiej w przynaj-
mniej jednej pracy oryginalnej w czasopismach naukowych z listy JCR — patrz pozycje
bibliograficzne [1] i [2]) stawiam wniosek o wyréznienie przedstawionej mi do oceny
rozprawy doktorskiej.

LRl

dr hab. Jarostaw J. Panek, prof. UWr
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