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Ocena pracy doktorskiej mgr Katarzyny Guzik zatytutowanej ,,Design, synthesis and application of
smali-molecule probes that interact with tumorigenic proteins: Mdm2, programmed cell death

protein 1 and programmed cell death ligand 1”

Wiodacym nurtem wspotczesnej biotechnologii medycznej jest specyficzne blokowanie
oddziatywan makroczasteczek, najczesciej typu biatko-biatko, z zastosowaniem badi przeciwciat,
bad? zwiazkéw niskoczasteczkowych. W szczegdlnosci, rozdysocjowanie niektérych z kluczowych
dla funkcjonowania komdrki rakowej oddzialywarn okazato sie skuteczng metody terapii
przeciwnowotworowej. Proces poszukiwania antagonistéw oddziatywan biafko-biatko jest jednak
mudny i mimo przeznaczenia na badania znacznych srodkéw finansowych opracowywanie

nowych lekéw przez swiatowe koncerny farmaceutyczne przebiega stosunkowo wolno.

Zespot prof. Holaka posiada wieloletnie doswiadczenie w syntezie antagonistow oddziatywari
biatko-biatko, szczegélnie kompleksu p53-Mdm2/MdmX. Praca doktorska mgr Katarzyny Guzik,
zrealizowana w grupie prof. Holaka, nawigzuje do wczesniejszych badan nad inhibitorami
oddziatywania p53-Mdm2, a takie podejmuje nowe wezwanie w postaci poszukiwania
antagonistow oddziatywania pomiedzy receptorem programowanej Smierci PD-1 a jego ligandem
PD-L1. Kompleks p53-Mdm2 jest od [at rozpoznanym celem molekularnym, uwazanym za
kluczowy dla opracowania szeroko stosowane] terapii przeciwnowotworowej z uzyciem
niskoczgsteczkowych antagonistow. Z kolei kompleks biatek PD-1 i PD-L1 odpowiada za
zahamowanie proliferacji limfocytéw T, wydzielanie cytokin oraz funkcji cytotoksycznych
limfocytéw, a jego zablokowanie z uiyciem przeciwcial stanowi skuteczng metode terapii
przeciwnowotworowej. Bardzo nieliczne natomiast s3 badania w celu wykorzystania zwigzkéw
niskoczgsteczkowych do zahamowania tego oddziatywania. Dlatego poszukiwanie takich

czasteczek wydaje sie uzasadnione,



Praca doktorska mgr Katarzyny Guzik to napisany po angielsku maszynopis liczacy 123 strony,
podzielony na rozdzialy Introduction, Results, Conclusions and perspectives, Materials and
methods, Literature refererences oraz Abbreviations, Doktorat zawiera takze liczne podziekowania,
liste publikacji doktorantki oraz streszczenie w jezykach polskim i angielskim.

Wstep, rozpoczyna sie od okreslenia celéw pracy doktorskiej, ktorymi s synteza i charakterystyka
zwigzkéw zdolnych do rozdysocjowania wspomnianych powyiej kompleksow biatkowych.
Nastepnie mgr Guzik opisuje oddzialywanie pomiedzy receptorem PD-1 a jego ligandem PD-L1.
Kolejno doktorantka przedstawia kompleks p53-Mdm2, jego strukture oraz znaczenie w biologii
komorki, a takze zestawia przyktady czasteczek, ktore znajdujg sie we wczesnych fazach badan
klinicznych. Rozdziat ten jest krétki (tylko 9 stron), aczkolwiek tresciwy i dobrze koresponduje z

nastepujacym po nim przedstawieniem wynikéw.

Oméwienie uzyskanych przez doktorantke wynikow liczy 33 strony i jest podzielone na dwie czgsci,
dotyczace poszukiwania antagonistéw oddziatywania PD-1/PD-L1 oraz MDM2/p53. Projektowanie
i synteza zwigzkéw chemicznych, ktére moglyby oddziatywaé z receptorem PD-1 zostato
przeprowadzone z uzyciem metody wirtualnego przeszukiwania antagonistow Anchor Query. Nie
doprowadzifa ona jednak do znalezienia odpowiednich struktur. Z kolei testy przesiewowe oparte
na widmach NMR, ktére zostalty wykonane we wspédipracy z dr. Grzegorzem Popowiczem
z Centrum Helmholtza w Monachium, doprowadzity do znalezienia kilku fragmentow

- strukturalnych stanowiacych podstawe do projektowania i syntezy antagonistéw tego receptora.

W kolejnym rozdziale doktorantka zastosowata opatentowany przez firme Bristol-Myers-Squibb °
rdzed bifenylowy do syntezy pochodnych, ktére mogtyby oddziatywac z biatkiem PD-L1. Zwigzki
wykazywaly powinowactwo do PD-L1, co stwierdzono w jedno- i dwuwymiarowych
heteronuklearnych widmach NMR i potwierdzono poprzez ustalenie struktur krystalicznych dla
czterech komplekséw tych inhibitoréw z biatkiem PD-L1. Doktorantka zaobserwowata dimeryzacje
PD-L1 pod wptywem wigzania tych zwigzkéw, zardowno w krysztale, jak i w roztworze

z zastosowaniem technik NMR oraz chromatografii.



Duzie znaczenie w poszukiwaniu matoczasteczkowych inhibitorow biatka PD-L1 moga miec takze,
opisane w podrozdziale 2.8, badania dotyczace poszukiwania innych aktywnych wzgledem biatka
PD-L1 fragmentdow strukturalnych. Przeprowadzone, w oparciu o testy przesiewowe
2 zastosowaniem spektroskopii NMR, badania biblioteki fragmentéw zaowocowaty odkryciem

drugiej grupy zwiagzkéw o rdzeniu benzoksazynowym.

Dalsza czeéé rozprawy zestawia wyniki poszukiwari antagonistéw oddziatywania p53-Mdm2.
Opierajgc sie na wczeéniej opisanym przez grupe prof. Holaka zwigzku WK23 doktorantka
zsyntetyzowata jego pochodne i zmierzyta powinowactwo wzgledem Mdm2 z zastosowaniem
polaryzacji fluorescencji oraz widm NMR. Co bardzo interesujgce, zwigzki KH1, KH7, KH8, KH19
oraz KH22 wykazywaly bardzo niskie state dysocjacji w zakresie stezen nanomolowych. Czasteczki
te zostaty poddane testom na liniach komdrkowych U205 oraz HCT 116, wykazujac zdolnos¢ do
aktywacji biatka p53 i akumulacji Mdm2 i p21, a takie wplywajgc na zatrzymanie cyklu

komdrkowego.

Rozprawa zawiera szereg wynikow stanowiacych punkt wyjécia do optymalizacji struktur, ktére
zostaty odkryte w wyniku przeprowadzonych przez doktorantke badan. Moje podstawowe pytanie
dotyczy eksperymentéw, ktére zostaly samodzielnie przeprowadzone przez doktorantkg.
Z obszernego opisu przeprowadzonych syntez (strony 53 do 112) wynika, ze byly to wszystkie
- syntezy chemiczne. Z kolei lista podzigkowar (strona 4) jeSt na tyle obszerna, ze prositbym.
o odpowied?, jaki jest udziat doktorantki w wykonaniu pomiaréw NMR, krystalizacji i rozwigzaniu

struktur, pomiaréw polaryzacji fluorescencji, preparacji biatek oraz testow komérkowych.

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Katarzyny Guzik zatytutowana ,,Design,
synthesis and application of small-molecule probes that interact with tumorigenic proteins:
Mdm2, programmed cell death protein 1 and programmed cell déath ligand 1” spetnia wymagania
stawiane pracom doktorskim a ujete stosownymi przepisami. Wnosze do Rady Wydziatu Chemii

Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Katarzyny Guzik do dalszych etapdw

postepowania doktorskiego.
(/\/f ‘
(



