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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Mirestawy Czub pod tytulem:
»Small-molecule inhibitors of CD44-hyaluronan and MDM2-p53 interactions”
wykonanej pod kierunkiem prof. Tadeusza Holaka
w Zespole Biologii Chemicznej i Projektowania Lekéw na Wydziale Chemii Uniwersytetu
' Jagiellonskiego

Glikoproteina CD44 - cel molekularny badan przedstawionych w pierwszej czg§cl rozprawy
— jest biatkiem wielofunkcyjnym, waznym receptorem dla sktadnikéw macierzy, takich jak kwas
hialuronowy, osteopontyna, fibronektyna czy kolagen. Ze wzgledu na wysokie powinowactwo do
sktadnikéw macierzy zewngtrzkomorkowej odgrywa kluczowa rolg w interakcjach macierz-
komorka. Najnowsze badania pokazujg znaczacg role biatka CD44 w migracji komorek
nowotworowych, ktore charakteryzujg si¢ duzg iloScig CD44 na swojej powierzchni. Co wigcej,
udokumentowano ze wzrost ekspresji tego antygenu pojawia si¢ wraz ze wzrostem stopnia
zaawansowania choroby nowotworowej, co zostalo wykorzystane w medycynie i poziom antygenu
CD44 uwaza sie obecnie za marker przerzutowania. Dlatego badania nad inhibitorami biatka CD44

s3 istotne i wpisuja sie¢ w aktualny nurt badan nad poszukiwaniem nowoczesnych terapii celowanych.

Druga czg$¢ pracy, obejmujaca badania nad inhibitorami biatka MDM2, ktére jest E3 ligazg
ubikwityny 1 prdwadzi do degradacji supresor nowotworéw — biatko p53, to obecnie mocno
rozwijany kierunek badaf, dobrze udokumentowany w literaturze. Podjgte przez mgr Mirostawe
Czub badania dotycza innowacyjnego podejscia majacego zwigkszy¢ rozpuszczalnosc i transport

znanych juz inhibitoréw MDM2 do komoérek nowotworowych.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Mirostawy Czub zostala napisana w jezyku
angielskim; zawiera 103 strony maszynopisu. Praca ma strukturg klasyczna i zawiera nastgpujgce
czeéei: streszezenia w jezyku angielskim i polskim, cel pracy, wstgp teoretyczny, opis otrzymanych
wynikéw wraz z dyskusja oraz szczegblowy opis metodologiczny przeprowadzonych

. eksperymentéw. Na konicu pracy znajduje si¢ spis skrotéw i cytowanej literatury oraz zatgcznik

zawierajacy sekwencje aminokwasowe konstruktow biatka CD44.

Cele pracy zostaly zwigzle sformutowane jako znalezienie niskoczasteczkowych inhibitorow



oddziatywania biatka CD44 z kwasem hialuronowym oraz opracowanie nowych koniugatow
inhibitoréw oddziatywania biatko-biatko MDM2-p53.

Praca posiada rozbudowany wstep teoretyczny, obejmujacy charakterystyke biatka CD44 oraz
kwasu hialuronowego (HA), jako naturalnego liganda tego biatka, opis oddzialywania CD44-HA
oraz krotki przeglad literaturowy modyfikacji kwasu hialuronowego wraz z zastosowaniem jego
pochodnych. Nastepnie przedstawiono znaczenie biatka CD44 w procesie nowotworowym oraz
przeglad znanych z literatury inhibitorow. W dalszej czesci znajduje sig opis oddziatywania bialek
MDM2-p53 oraz podziat i charakterystyka opublikowanych do tej pory inhibitoréw biatka MDM2,
z naciskiem na czasteczki bezpoérednio wykorzystane w badaniach Autorki. W ostatnim
podrozdziale, znajduje si¢ krotkie objasnienie koncepcji opracowania koniugatow inhibitoroéw biatka

MDM?2 z kwasem hialuronowym.

Czgé¢ wstepna umiegjetnie wprowadza w tematyke badan i podaje wszystkie informacje

potrzebne do sledzenia 1 zrozumienia otrzymanych wynikoéw.

Wyniki pracy doktorskiej zostaly przedstawione w sposdb logiczny i zwigZle acz
wystarczajaco opisujg oraz ilustrujg przeprowadzone badania. Doktorantka opisata ekspresjg i sposéb
oczyszczania bialka CD44 z ciatek inkluzyjnych, wymagajacy renaturacii biatka. Oczyszczone biatko,
scharakteryzowata metodami elektroforetycznymi oraz za pomocg widm NMR. W dalszym etapie,
otrzymane biatko zostalo wykorzystane w badaniach NMR 'H-'N SOFAST HMQC do
przeskanowania biblioteki skladajacej si¢ z 1500 niskoczasteczkowych zwiazkéw. Doktorantka
przedstawita struktury czterech ,hitow”, wykazujacych wigzanie do badanego biatka, dla ktérych
nastepnie wyznaczyla wartosci statych dysocjacji z eksperymentow z ré6znymi stgzeniami zwigzkow.
Nastepnie, na podstawie analizy réznic w przesunigciach sygnatéw na widmach NMR wykazano, ze
zwiazki 8873, S898 i 8936 oddziatujg z CD44 w innym miejscu niz zwigzek S638. Wykorzystujac
dane literaturowe, Autorka przypisala sygnaly wykazujace przesunigcia na widmach NMR do
poszczegllnych aminokwaséw, w celu scharakteryzowania miejsca ich wiazania. Warto zwroci¢
uwage na kontrolne eksperymenty pokazujace wplyw DMSO, stosowanego do rozpuszczania
zwigzkow, na przesuniecia sygnatéw NMR badanego biatka. Doktorantka przebadata metoda NMR
i metodg oznaczenia przesuniecia termicznego (TSA) 13 dodatkowych zwiazkow, strukturalnie
zblizonych do znalezionych w tescie skriningowym. Pomimo niewielkich zmian zaobserwowanych
w przesunigciach wartoéci temperatury topnienia w tecie TSA, Zaden z dodatkowych zwigzkéw nie
wykazatl oddziatywania z CD44 w badaniach NMR.

W dalszej czgsci pracy Doktorantka przedstawila proby krystalizacji biatka CD44 w formie

apo, jak roOwniez w postaci kompleksu z oktamerem kwasu hialuronowego. Celem krystalizacji biatka



apo-CD44 bylo, w kolejnym etapie, nasgczanie otrzymanych krysztatdéw przy pomocy odkrytych
zwigzkow. Poniewaz struktura apo-CD44 zostala otrzymana dopiero pod koniec realizacji pracy,
przeprowadzone w péZniej ograniczonym czasie proby nie doprowadzily do otrzymania krysztatow

kompleksdw.

W kolejnej czesci praéy Doktorantka opisala trawienie wielkoczasteczkowego kwasu
hialuronowego i oczyszczanie otrzymanych oligosacharydéw. Oktamer kwasu hialuronowego
zastosowano do dalszej analizy oddzialtywania odkrytych zwiazkoéw, przeprowadzajac testy NMR
przy uzyciu kompleksu CD44-HAs. Przeprowadzone doswiadczenia pozwolily na potwierdzenie
réznic wynikajacych z dwoch miejsc wiazania si¢ zwigzkow, oraz wskazania, Ze S638 wigze si¢ w
kieszeni wigzacej kwas hialuronowy, o czym $wiadczy!t brak zmian w widmach wspomnianego
kompleksu, natomiast S873 oddziatuje w miejscu poza ta kieszenig. Przedstawione w tej czesci
rozprawy doktorskiej badania zostaty opublikowane w czasopiSmie naukowym: Bioorganic

Chemistry.

Dalsza czgs¢ pracy obejmuje proby syntezy koniugatéw oktameru kwasu hialuronowego ze
zwigzkami, ktérych oddzialywanie z biatkiem MDM2 zostalo juz wczesniej opublikowane w
czasopiémie naukowym: Journal of Medicinal Chemistry, w ktorym Doktorantka jest jedynym z
Autorow. Celem syntezy wspomnianych koniugatéw bylo zwie;kszeni; rozpuszczalno§ei i
dostgpnosci inhibitoréw w komérkach. Przedstawione metody syntezy opieraly sig¢ na znanych w
literaturze procedurach, stosowanych przy otrzymywaniu zwigzkow bedacych modyfikacjami
oligosacharydéw kwasu hialuronowego. Doktorantka przedstawita widma NMR potwierdzajace
otrzymanie zwigzku HAs-ADH (ADH — dihydrazyd kwasu adypinowego, uzywany jako linker),
natomiast dalsze syntezy z jego wykorzystaniem nie doprowadzily do otrzymania docelowych
polaczen z inhibitorami MDM2. W pracy Autorka przedstawila alternatywng droge syntezy ww.
koniugatow, rowniez bez pozytywnych wynikow.

Czgsé eksperymentalna szczegdlowo opisuje stosowane metody oraz warunki prowadzenia
cksperyment6éw, jednak brakuje mi pelnej dokumentacji (np. w formie elektronicznej) wszystkich
pomiaréw — w pracy zamieszczono tylko widm NMR z do§wiadczen miareczkowania (brakuje ich
dla S898 i S936), a krzywe titracyjne pokazano z kolei dla 8936 i S638). Dodatkowo, krzywa dla
S638 z doktoratu (Fig. 22B) rézni si¢ od tej z pracy w Bioorganic Chemistry tFig. 3B), co zapewne
jest biedem technicznym polegajacym na wklejeniu innego wykresu. Uwazam réwniez, Ze dane
dotyczace przesiewanej biblioteki s zdecydowanie niewystarczajace — w doktoracie wymieniono
tylko liczbg zwiazkow, a dopiero z publikacji mozna si¢ dowiedzieé, Zze uzyto bazy Maybridge Ro3
diversity fragment library. Co ciekawe, ta sama biblioteka byla wykorzystana w pracy Liu z 2014



roku (o czym wspomniano na str. 27) — czy wtedy zidentyfikowane zwigzki zostaly rowniez
potwierdzone w eksperymencie skriningowym przeprowadzonym przez Doktorantke (zwigzki 1 i 4
z Fig. 8 sa bliskimi analogami S638)? Skoro dostepne sg krysztaly zwigzkéw 1i 4 z CD44, to czy
wyniki NMR potwierdzaja podobne polozenie zwigzku S638 w kieszeni wigZacej? Z kolei zwigzki
bisarylowe (5873, S898 i $936) s3 analogami zwigzkéw znalezionych w bazie Maybridge Ro3 przez
Baggio et al. Uwazam, ze por6wnanie wynikéw z prac innych zespoléw z nowo otrzymanymi byloby
cennym uzupehlnieniem rozprawy, umozliwiajgcym wyciagniecie bardziej precyzyjnych wnioskow
dotyczacych wymagan strukturalnych dla ligandéw CD44. Czy na podstawie wspomnianych wyzej
prac i badan whasnych Doktorantki mozna twierdzié, ze praktycznie tylko te dwa rodzaje fragmentow
spoérod 1500 maja zdolnos¢ oddzialywania z CD44? Intrygujace s3 réwniez negatywne wyniki dla
13 strukturalnie zblizonych, do tych znalezionych w skriningu, zwigzkoéw. Wydaje mi sig, ze
szczegOtowa analiza stniktura—aktywnoéé, wsparta modelowaniem oddziatywan badanych zwigzkow

w potencjalnych miejscach wigzacych CD44 moglaby wskaza¢ mozliwe przyczyny.

Pewien niedosyt pozostawia przedstawienie i analiza wynikéw eksperymentow TSA, ktorym
poswigcono tylko dwie strony. Oczekiwalby choéby drobnego komentarza dotyczacego rozbieznosdcei
pomiedzy wynikami NMR i TSA.

Uwagi techniczne:

e S37:,,The green signal represent...”

o  S46: W podpisie Fig. 21 A zapewne powinno by¢ 8873 zamiast S936

o §49: ... these signals move them...”

¢ S50: szkoda, ze na Fig. 24 nie podpisano wyréznionych kolorem aminokwasow

e S87: For the preliminary screening the compounds were added in molar ratios compound to
protein 1:1 and 1:10 and 'H NMR spectra were measured.” — czy na pewno stosunek jest
odpowiedni?

¢ S89:,,AcOH- ethanol” !

e S90:,NoLS- Nuclear localization signal”

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Mirostawy Czub podejmuje trudng tematyke,
poszukiwania zwigzkéw oddzialujgcych z biatkiem CD44. Ze wzgledu na duze znaczenie biatka
CD44 w procesach komérkowych i stosunkowo ubogg literatur¢ dotyczaca inhibitoréw, wszelkie
nowe dane oraz kontynuowanie badan sa bardzo istotne. Nowe matoczasteczkowe ligandy CD44
znalezione przez Doktorantk¢ moga postuzy¢ do dalszego rozwoju inhibitoréw tego biatka. Synteza
koniugatéw, ze znanymi inhibitorami bialka MDM2 charakteryzuje si¢ wysokim stopniem
inmnowacyjnosci. Syntezy zwigzkdw o tak rozbudowanych strukturach sg doé¢ trudne, a potwierdzenie



struktury otrzymanych produktéw moze byé réwniez problematyczne. Niewatpliwie,
przeprowadzone dos$wiadczenia stanowig punkt startowy do dalszych badafh. Uwazam, Ze nalezy
doceni¢ wszechstronno$é Doktorantki, ktora w pracy postugiwata si¢ wieloma réznorodnymi
technikami: biologii molekularnej, krystalizacji bialek, syntezy chemicznej oraz pomiaru i analizy
widm NMR i TSA dla biatek i ich komplekséw. Dodatkowo, prezentowane wyniki zostaly juz
czeéciowo opublikowane w uznanych czasopismach. Praca, mimo iz nie zawsze zakoficzona pelnym
sukcesem, stanowi solidne podstawy do dalszego rozwoju nowych inhibitoréw CD44 i koniugatéw
inhibitoréw MDM2.

W zwigzku z powyzszym, stwierdzam, ze przediozona do oceny praca doktorska mgr
Mirostawy Czub spelmia ustawowe wymagania i zwracam si¢ do Rady Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Jagiellonskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie jej do dalszych etapdw przewodu
doktorskiego.
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