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Recenzja pracy doktorskiej mgr Miroslawy Czub, pt.: ” Small-molecule
inhibitors of CD44-hyaluronan and MDM2-p53 interactions”

Mgr Mirostawa Czub wykonata prace doktorska pod kierunkiem prof. Tadeusza
Holaka w Zespole Biologii Chemicznej i Projektowania Lekéw Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Jagielloniskiego. Praca byta realizowana w ramach dwéch grantéw Narodowego
Centrum Nauki (Maestro i Symfonia) kierowanych przez prof. T. Holaka i dotyczyla
poszukiwania nowych inhibitoréw hamujacych oddzialywanie kwas hialuronowy-CD44 i
MDM2-p53.

Tematyka podjgtego przez Doktorantke projektn badawczego dobrze wpisuje si¢ w
nurt poszukiwafi maloczasteczkowych zwigzkéw przeciwnowotworowych, ktore sg
realizowane w Zespole kierowanym przez prof. T. Holaka od wielu lat. Specyficzne
oddziatywanie matych czasteczek z wybranymi biatkami odpowiedzialnym za kontrolowanie
proceséw komérkowych moze byé skuteczng strategia hamowania rozwoju nowotwordw.
Wiele takich celow molekularnych zostalo juz dobrze poznanych a zwigzki wigzace sie do
nich sa w trakcie badan klinicznych lub zostaly wprowadzone na rynek. Przyktadem takiego
dobrze przebadanego celu molekularnego jest biatko MDM2. Badania inhibicji oddzialywania
MDM2 z biatkiem p53 zaowocowaly bardzo duza liczbg zwigzkéw matoczasteczkowych.




Drugi uklad oddzialujgcych bioczasteczek: kwas hialuronowy-CD44 jest zmacznie mniej
poznany. W tym przypadku znalezienic skutecznych inhibitorow jest trudne ze wzglgdu na
duzg powierzchni¢ oddzialywania i brak wyraznej wngki wigzacej. Nalezy podkreélic, ze

Doktorantka podje¢la si¢ zadania waznego i ambitnego.

Mgr Mirostawa Czub napisala prace doktorska w jezyku angielskim dolaczajac
dwustronicowe streszczenie w jezyku polskim. Doktorat jest relatywnie zwigzlym
opracowaniem liczacym 103 strony i podzielony jest w sposob klasyczny na cel (1 strona),
wstgp (26 stron), wyniki i dyskusje (36 stron) oraz materialy i metody (14 stron), stosowane
skroty (4 strony) i referencje litcfahlrowe. Warto podkreéli¢ staranny i klarowny jezyk pracy
oraz dobry poziom edycji dokumentu. Rysunki sg przygotowane starannie i znaczaco
ulatwiajg zrozumienie tekstu. Niedociagnigcia edytorskie sa nielicznie i nie wplywajg na
pozytywny odbior pracy. Do gléwnych bledéw edytorskich naleza: a) brak spéjnegc_: systemu
numeracji/oznaczania zwiazkéw chemicznych. Na kazdym schemacie jest zastosowany inny
sposob wskazywania zwigzkdw, co powoduje, ze np.: zwigzek o nr 1 jest na rysunku 8, a
takze w tabeli 3 i tabeli 4, ale za kazdym razem jest to inna substancja. b) podpisy linii na
chromatogramach sa nieczytelne z powodu zastosowania czcionki o zbyt matym rozmiarze; c)
prawie kazda z tabel w pracy jest sformatowana w inny sposéb; d) podpisy niektorych

rysunkow znajdujg sig¢ na kolejnych stronach.

Wstep rozprawy doktorskiej mgr Mirostawy Czub jest dobrze przemyélanym i
spojnym wprowadzeniem do prezentowanej tematyki badawczej. Najwicksza cze§é wstepu
zajmuje opis biatka CD44, jego liganddw 1 znaczenia w rozwoju nowotwordéw. Dodatkowo
Doktorantka poswigca kilka stron oddziatywaniu MDM2/p53 i jego inhibitorom. Natomiast
krotki podrozdzial dotyczacy testéw przesiewowych fragmentéw (fragment-based drug
discovery) nie wydaje si¢ by¢ potrzebny we wstepie do tej pracy doktorskiej, poniewaz jest to
tylko jedna z metodologii uzytych przez Doktorantke a jej opis w tym miejscu jest bardzo
ogolny.

Rozdziat ‘Wyniki i dyskusja’ opisuje poszukiwania nowych ligandéw dla biatka CD44
oraz proby modyfikacji ligandéw biatka MDM2 przy uzyciu kwasu hialuronowego.
Niewgtpliwie, opisywane badania sg-szeroko zakrojonym projektem, w ktéfym wykorzystano
bogate spektrum metod eksperymentalnych. Jednakze analiza zawartych w pracy
podzigkowan oraz rozdzialu materialy i metody wskazuje, Zze nie wszystkie eksperymenty
Doktorantka wykonywala osobiscie. Taka sytuacja jest oczywifcie nieunikniona w

wieloosobowych zespolach pracujacych nad ambitnymi projektami, jednakZe w rozprawie



doktorskie] zakres prac Doktorantki powinien by¢ jednoznacznie zdefiniowany, a przy
opisach wynikéw uzyskanych przez lub przy pomocy wspotpracownikéw powinny pojawié
si¢ odpowiednie notatki. Bardzo prosze¢ Doktorantke, aby w ramach prezentacji w czasie
obrony niniejszego doktoratu jednoznacznie zaznaczyla wyniki otrzymane przez

wspolpracownikow.

Pierwsza cze§¢ ‘Wynikéw 1 dyskusji” dotyczy otrzymania biatka CD44, ktére bylo
niezbgdne do dalszych badan. Ekspresjonowano cztery konstrukty biatka CD44 w wersji
znakowanej "°N Iub bez znakowania. Niestety z opisu nie wynika jasno, ¢zy otrzymano czyste
biatka dla wszystkich 4 konstruktow. Co wigcej, nie jest jasne, czy ekspresja takich
konstruktow biatka CD44 byla juz opisana w literaturze.

Nastepny podrozdziat opisuje analize NMR sposobu wigzania czterech zwiazkow do
bialka CD44, ktére byly wyselekcjonowane na podstawie testéw przesiewowych biblioteki
1500 fragmentéw. Na podstawie miareczkowania biatka CD44 tymi zwigzkami wyznaczono
ich stale wigzania, ktore byly w zakresie 0.66-2.56 mM. Analiza przesuni¢é sygnaléw na
widmach NMR pozwolita takze wskazaC reszty, ktérych przesunigcia chemiczne byly
zaburzone podczas wigzania ligandow. Poniewaz, reszty te znajduja si¢ w odleglych rejonach
biatka, sposob ich wigzania pozostaje niejasny. Co moze by¢ przyczyna ta:kiego wyniku tych
eksperymentow? Nastepnie przetestowano dodatkowo 13 zwigzkoéw o strukturze zblizonej do
tych znalezionych w testach przesiewowych, ale widma NMR nie wykazaly wigzania

zadnego z nich do celu molekularnego.

Zwigzki z badat przesiewowych byly takze przetestowane przez analize zmiany
temperatury topnienia celu molekularnego. Wigkszoéé badanych zwigzkow wykazata efekt
destabilizujgcy biatko w przeciwiefistwie do kwasu hialuronowego, ktéry je stabilizuje. W
tym fragmencie brakuje dyskusji — czy i w jakim zakresie taki wynik §wiadczy o wigzaniu
zwigzkéw do CD44?

Doktorantka przeprowadzita takze analiz¢ kompetycyjnoSci wigzania odkrytych
zwigzkéw do biatka CD44 wzgledem kwasu hialuronowego z uzyciem spektroskopii NMR.
Wykazano, ze zwigzek S873 wiaze si¢ niezaleznie od kwasu hialuronowego natomiast
zwigzek S$638 konkuruje z kwasem hialuronowym. Jak mozna skomentowaé ten wynik w
kontekscie perturbacji przesunigé chemicznych wykazywanych przez S873, S638 i kwas
hialuronowy?

Podjgte zostaly takze proby krystalizacji biatka CD44, ktére doprowadzity do



otrzymania krysztaldw biatka w formie apo, zdolnych do rozpraszania promieniowania X.
Struktura biatka zostala rozwigzana, jednakZze byla juz ona opisana wczesniej w literaturze.
Pomimo nieosiggnigcia zalozonego celu — struktury kompleksu CD44 z inhibitorem nalezy
podkresli¢ znaczacy wysitek Doktorantki wlozony w otrzymanie struktury krystalicznej
biatka.

Ostatni fragment rozdziatu ,,Wyniki i dyskusja” dotyczy préb syntezy koniugatow
kwasu hialuronowego i wybranych inhibitoréw oddziatywania MDM2/p53. Niestety ze
wzgledu na duze skomplikowanie chemii kwasu hialuronowego, nie udalo si¢ uzyskaé

pozadanych produktéw.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr
Mirostawy Czub zawiera wiele cennych wynikéw a w ich uzyskanie Doktorantka wlozyla
wiele pracy. Co wigcej, opisywane badania mialy charakter multidyscyplinarny, co
udowadnia szerokg wiedzg i umigjetnoéci Doktorantki. Dyskutowana rozprawa spenia bez
watpienia ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z
powyzszym wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego o przyjecie
rozprawy 1 dopuszczenie Pani mgr Mirostawy Czub do dalszych etapéw postgpowania

-

doktorskiego.



