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Recenzja pracy doktorskiej mgr Katarzyny Kubicy, pt.: Characterization of smali-

molecule antagonists for oncogenic proteins Mdm?2 and Hub1”

Pani mgr Katarzyna Kubica wykonala prace doktofskq pod kierunkiem prof. dr Tadeusza
Holaka dotyczaca matoczasteczkowych antagonistéw dwoch wybranych bialek onkogennych:
Mdm2 i Hubl. Tematyka badafn Doktorantki doskonale wpisuje si¢ w bardzo silny trend
poszukiwania inhibitoréw oddziatywan bialko-biatko o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym.

Badania nad biatkiem p53 trwaja juz od wielu lat, a rola jego oddzialywania z MDM2 w
rozwoju nowotwordéw jest stosunkowo dobrze poznana. Udowodniono, ze inhibicja odzialywania
p53/MDM2 skutecznie hamuje rozwdj wielu nowotworéw. Ta wiedza skutecznie stymuluje
badania matoczasteczkowych inhibitoréw oddziatywania p53/MDM2, ktére w okresie ostatnich
20 lat przyniosty znaczaca grupg efektywnych struktur. Wysoki potencjal terapeutyczny tego typu
zwigzkdéw powoduje takze znaczgce zainteresowanie firm farmaceutycznych. Siedem inhibitordw
oddziatywania p53/MDM2 znajduje sie obecnie w 1 fazie badan klinicznych jako potencjalne leki

przeciwnowotworowe.



Biatko Hubli jest znacznie slabiej poznane niz p53. Hubl jest wysokokonserwatywnym
biatkiem o strukturze podobnej do ubikwityny, ktore kontroluje proces alternatywnege splicingu.
Partnerem molekularnym Hubl jest biatkoe Snu66. Pomimo tego, ze znana jest struktura
krystaliczna kompleksu tych dwoch biatek, do tej pory nie odkryto zadnych matoczasteczkowych
inhibitoréw ich oddziatywania. |

Praca doktorska mgr Katarzyny Kubicy liczy 102 strony i jest podzielona wediug
klasycznego schematu na wstep, wyniki i dyskusje, materiaty i metody oraz odnosniki literaturowe.
Tekst jest zilustrowany szeregiem starannie przygotowanych rysunkéw.

Wstep zaczyna si¢ od okreslenia celow pracy doktorskiej. Kolejno nastgpuje krotkie
omOwienie podstawowych informacji dotyczacych badanych celéw molekularnych.
Oddzialywanie pS53/MDM2 i jego powigzanie z rozwojem nowotwordw jest dobrze
scharakteryzowane. Natomiast informacje o biatlku Hubl wydaja si¢ by¢ niewystarczajgce.
Dlaczego Hubl mozna nazwaé biatkiem onkogennym? Co wiecej, rozdzial dotyczacy Hubl
powinien by¢ podrozdzialem w ‘Biological backgroud of the research’. Skrétowo sg takze
oméwione wybrane reakcje multikomponentowe (Orru, van Leusena i Ugi) oraz podstawy technik
NMR stuzacych do badania i poszukiwania matoczasteczkowych ligandéw biatek.

Rozdzial wyniki i dyskusja (23 strony) sktada sie z dwdch czesci dotyczacych odpowiednio
poszukiwan antagonistébw MDM2 i Hubl. W pierwszej czesci opisano dwie grupy zwiazkow:
trdjpodstawione pochodne imidazolu i pochodne tryptofanu. Do najwazniejszych osiggnieé
opisanych w rozprawie nalezy odkrycie i scharakteryzowanie zwigzkéw z pierwszej z wyzej
wymienionych grup. Doktorantka otrzymata nowe pochodne imidazolu, przetestowata ich
aktywno$¢ inhibitorows, przebadala je wzgledem wybranych linii komoérkowych a takze okreslita
ich sposdb wigzania za pomoca zaawansoWanych technik NMR i krystalografii. Nalezy podkresli¢
bardzo wysoka aktywnos¢ inhibitorowa niektérych zwiazkéw z tej grupy (zwigzek KHI, Ki = 6
nM). Jednakze, w tej czesci brakuje wyjasnienia faktu zwigkszenia aktywnosci inhibitorowej
wynikajgcej z wprowadzenia atomu fluoru do czasteczki WK23 prowadzace do zwiazku KHI.
Zwiazki te wykazuja ponad dwa rzedy roznicy aktywnosci, co powinno wynikac ze specyficznych
oddziatywan z badanym biatkiem. W tym kontekscie przedstawiono bardzo ciekawe wyniki zmian
przesunigcia chemicznego reszt biatka MDM2 po zwigzaniu KHI1. Niestety w wykresie tym
brakuje informacji, ktorych jader dotycza poszczegélne stupki. Co wigcej, aby w pehni

zinterpretowa¢ te dane potrzebny byltby analogiczny eksperyment dia zwiazku WK23. Czy na



podstawie struktur krystalicznych i wynikéw NMR mozna zaproponowal specyficzne
oddziatywania atomu fluoru w zwiazku KH1 z MDM2? Warto zauwazy¢, ze podobny efekt byt
opisany ostatnio w literaturze (J. Med. Chem., 2015, 58, 7465).

Kolejnym bardzo interesujgcym wynikiem badan doktorantki byto wskazanie dimeryzacji
biatka MDM2 w wyniku wigzania zWiqzku KH25. Potwierdzenie tego zjawiska w roztworze
oparto na eksperymentach NMR i chromatografii. Poréwnano widma NMR wolnego biatka i w
kompleksie z KH25 oraz RG7388. Jednakze brakuje szczegélowej dyskusji tych wynikéw.
Konkluzja o poszerzeniu pikoéw powinna by¢ poparta informacja, ktore sygnaty byty poréwnane i
jakie sg ich szerokosci poléwkowe.

Druga cze;s’é pracy zwiazana jest z poszukiwaniem antagonistéw biatka Hubl. W tym
przypadku zadanie bylo znacznie trudniejsze, poniewaz nie sa znane zadne matoczasteczkowe
inhibitory oddziatywania Hub1/Snu66. Doktorantka opracowata ekspresje i oczyszczanie biatka
Hub1 a nastepnie przeprowadzila testy przesiewowe dla ponad 2 000 zwiazkéw metodg SOFAST
HMQC. W wyniku wielkiego nakladu pracy eksperymentalnej odkryto kilka zwigzkow
oddziatujacych z Hubl. W tej cze$ci pracy warto byloby wskazaé, ze fragment D2 z plytki 1, to po
prostu kwas malonowy. Konieczne jest takze uscidlenie, czy badano jednoczesnie mieszaning 3
zwiazkéw (jak podano w tekscie), czy S zwigzkow (jak opisano na rysunku 41). Wigkszosé
znalezionych zwigzkéw ma charakter kwasowy - czy mozliwe jest wskazanie w strukturze
krystalicznej biatka Hub1 potencjalnego miejsca wigzania tego typu zwiagzkéw? Czy mogtyby one
hamowaé oddziatywanie z biatkiem Snu66?

Ostatni rozdziat pracy — materialy i metody zawiera informacje eksperymentaine
dotyczace ekspresji i izolacji bialek, syntezy zwigzkdéw i pomiaréw NMR. Synteza i
charakterystyka nowych zwiazkéw jest opisana bardzo skrupulatnie, jednakze pomiary NMR
zostaly opisane zbyt ogélnie (nie sg podane rozdzielczosci widm, liczby skandw, stgzenia
biatka/inhibitora dla réznych typow eksperymentdw). |

Chciatbym podkreslié, ze powyzsze uwagi krytyczne nie umniejszajg mojej bardzo
wysokiej oceny przedstawionej pracy, a maja na celu wywotanie dyskusji naukowej.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze Doktorantka przedstawila bardzo ciekawy materiat, ktéry
wymagal znaczacego nakltadu pracy eksperymentalnej, a wyniki sa znaczacym wkiadem w

kierunku znalezienia skutecznych inhibitoréw wybranych oddziatywan biatko-biatko.



Stwierdzam takze z calym przekonaniem, Zze recenzowana rozprawa doktorska mgr Katarzyny
Kubicy spelnia ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane pracom doktorskim. W, zwigzku z
powyzszym wnoszg do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego o przyjecie rozprawy

i dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Kubicy do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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