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Recenzja pracy doktorskiej mgr Katarzyny Guzik, pt.: ’Design, synthesis and
application of small-molecule probes that interact with tumorigenic proteins: Mdm2,

programmed cell death protein 1 and programmed cell death ligand 1”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Katarzyny Guzik zostata wykonana
pod opieka prof. dr. Tadeusza Holaka. W rozprawie opisane zostaly poszukiwania
matoczasteczkowych inhibitoréw dwoéch oddziatywan biatko-biatko, ktére powigzane sg z
rozwojem nowotworéw. Czasteczki o takiej aktywnosci sa wiec potencjalnymi kandydatami

na leki przeciwnowotworowe.

Oddziatywanie p53-MDM2/X jest badane od wielu lat. Jednoznacznie wykazano, ze
jego inhibicja moze prowadzi¢ do zahamowania rozwoju nowotworu. Dlatego tez jest to
bardzo atrakcyjny cel molekularny. Do tej pory odkryto duzag liczb¢ matoczasteczkowych
inhibitorow tego oddziatywania, z posréd ktorych niektére struktury sg na etapie badan

klinicznych.

Historia studiow nad oddziatywaniem PDI1-PDLI1 jest krotsza, jednakze bardzo
owocna. Do praktyki klinicznej wprowadzono przeciwciata monoklonalne o wtasciwosciach

inhibitorowych wzgledem PDI-PDL1, ktére wykazuj¢ niezwykle wysoki potencjat



przeciwnowotworowy. To odkrycie stymuluje poszukiwania zwigzkéw matoczasteczkowych
o takiej aktywnosci, jednakze do tej pory opublikowano stosunkowo matg liczbe takich
czasteczek. Nalezy wiec stwierdzi¢, ze tematyka podjeta przez Doktorantke jest bardzo

ciekawa a badania w tym zakresie mogg przynies¢ wazne odkrycia.

Rozprawa doktorska (123 strony) mgr Katarzyny Guzik jest napisana w jezyku
angielskim. Zgodnie z klasycznym ukladem prac naukowych zostata podzielona na wstep
literaturowy, wyniki, podsumowanie, materialty i metody oraz spis literatury. Dodatkowo
prace uzupetniono o streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Praca jest napisana bardzo
starannie i zilustrowane szeregiem kolorowych, dobrze przygotowanych rysunkéw. Usterki

edytorskie sg nielicznie i niewarte odnotowania.

Wstep jest relatywnie krétki (9 stron) i zbiera podstawowe informacje dotyczace
powigzania oddziatywan PDI1-PDL1 oraz p53-MDM2 2z rozwojem nowotworow.
Przedstawione zostaty takze mozliwosci wykorzystania tych bialek jako celéw molekularnych
dla kandydatow na leki przeciwnowotworowe. Jednakze struktury biatek, spos6éb ich
oddzialywania miedzy soba jak i ze znanymi inhibitorami zostaly przestawione dosy¢
pobieznie. Dodanie takich danych pozwolitoby na lepsze zrozumienie przedstawionych w

rozprawie wywodow.

Czgs¢ pracy dotyczaca wynikéw badan jest podzielona na dwie czesci odpowiadajace
poszukiwaniom inhibitorow dwoéch oddziatywan: PD1-PDL1 oraz p53-MDM2. Poczatkowo,
Doktorantka prébuje poszukiwa¢ inhibitorow PDI1-PDL1 =z zastosowaniem metod
wspomaganych komputerowo (program Anchor Query). Zaprojektowane zwigzki zostaty
zsyntezowane, ale nie wykazywaly aktywnosci inhibitorowej. W tym przypadku warto bytoby
przeanalizowa¢ modele wygenerowane przez program Anchor, aby zrozumie¢ przyczyny

braku aktywnosci otrzymanych zwigzkéw.

Nastepnie Doktorantka syntezuje wybrane zwigzki z patentu Bristol-Myers-Squibb w
celu doktadniejszego poznania sposobu ich oddzialywania z biatkiem. Ta czgs$¢ jest niezwykle
owocna poniewaz przynosi informacje strukturalne o nietypowym sposobie wigzania
inhibitor6w do celu molekularnego. Wykazano, ze tworza si¢ kompleksy o stechiometrii 2:1,
biatko:ligand. W celu znalezienia nowych aktywnych inhibitorowo struktur przeprowadzono
nastepnie testy przesiewowe 1500 zwigzkéw, z ktdrych tylko jeden wykazywat wigzanie do
biatka. Nast¢pnie przetestowano 8 pochodnych znalezionego zwigzku aktywnego oraz duzg

grupe pochodnych bifenylowych. Wsréd analizowanych czasteczek kilka wykazywato



wiazanie do celu molekularnego, jednakze bardziej szczegélowe badania nie zostaty

przeprowadzone.

W drugiej czesci pracy Doktorantka opisata szereg pochodnych znanego inhibitora
oddzialywania p53-MDM2 - zwigzku WK23. Otrzymano i zbadano wzgledem bialek MDM2
i MDMX 19 pochodnych. Co wazne, niektére z tych zwigzkéw wykazywaly bardzo wysoka,
nanomolarng aktywno$¢ inhibitorowg wzgledem MDM2. W wigkszosci przypadkéw
aktywnos¢ wzgledem MDMX byta ok. 3 rzedy stabsza.

Poza wyzej wymienionymi uwagami chcialbym poprosi¢ Doktorantke o przedyskutowanie w

czasie obrony nastepujacych probleméw:

1. Poszukiwania nowych inhibitorow oddziatywania PD1-PDL1 zakonczyly si¢ na
wskazaniu dwoch grup zwigzkéw — pochodnych STD4 i zwigzkéw bifenylowych,
ktore wiazg si¢ do celu molekularnego. Jaka $ciezka dalszego postepowania bytaby
najbardziej obiecujgca dla znalezienia wysokoaktywnego inhibitora? Jakie sa
potencjalne mozliwosci modyfikacji wyzej wspomnianych zwigzkow?

2. Czy wyniki eksperymentalne (w szczegdlnosci widma NMR) dla zwigzku STD4 i jego
pochodnych moga wskazywacé jego potencjalne miejsce wigzania do biatka?

3. Czy mozna wskaza¢ przyczyne zdecydowanie mniejszej aktywnosci inhibitorowe;j
zwigzkéw KH wzgledem MDMX w poréwnaniu do MDM2? Czy wykonano
dokowanie ktorejs z tych pochodnych do MDMX?

4. Jak mozna wytlumaczy¢ bardzo znaczace zwigkszenie aktywnosci inhibitorowe;j
zwigzku KH1 wzgledem struktury wyjsciowej WK23? Wprowadzenie atomu fluoru
powoduje obnizenie statej inhibicji o dwa rzedy (odpowiednio Ki = 916 nM i 6 nM dla
WK23 i KH1).

5. Otrzymano pochodne KHI1, ktére zawieraly dlugie tancuchy alifatyczne (zwigzki
KH21-23) jako potencjalne elementy koniugatéw z innymi czasteczkami. Jakie

zwigzki mogtyby by¢ dotaczone w celu zwiekszenia efektu terapeutycznego?

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze dyskutowana rozprawa doktorska zawiera kilka
waznych okry¢ naukowych, ktore moga przyczyni¢ si¢ do znalezienia zwigzkéw o znaczacym
potencjale przeciwnowotworowym. Rozprawa potwierdza takze duzg wiedzg¢ autorki i
umiejetnos¢ prowadzenia pracy naukowej. Co wiecej, opisane wyniki wymagaly duzego

naktadu pracy eksperymentalne;.



Podsumowujgc, stwierdzam z pelnym przekonaniem, ze recenzowana rozprawa
doktorska mgr Katarzyny Guzik spelnia ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane
pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym wnosze¢ do Rady Wydziatu Chemii

Uniwersytetu Jagiellofiskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Guzik

do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego.
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