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Wroctaw, 7 czerwca 2016 1.
Ocena pracy doktorskiej mgr Katarzyny Kubicy zatytulowane;:
,Characterization of small-molecule antagonists for oncogenic proteins Mdm2 and Hub1”

Praca doktorska mgr Katarzyny Kubicy dotyczy syntezy i1 charakterystyki zwigzkéw
chemicznych bedacych antagonistami dwéch waznych z medycznego punktu widzenia
oddziatywan: Mdm2-p53 oraz Hubl-Snu66. Rozdysocjowanie pierwszego z oddzialywan
uchodzi powszechnie za mozliwo$¢ skutecznego sposobu leczenia nowotwordw,
a odblokowanie drugiego kompleksu moze by¢ metoda terapii choréb neurodegeneracyjnych,
nowotworéw c¢zy przedwczesnego starzenia. Doktorat dotyczy aktualnej tematyki

podejmowanej przez instytucje akademickie i koncerny farmaceutyczne na catym $wiecie.

Rozprawa doktorska mgr Kubicy napisana jest po angielska w formie maszynopisu liczacego
102 strony. W rozdziale 2, bedacym wprowadzeniem do doktoratu, mgr Kubica przedstawila
strukture komplekséw  p53-Mdm2 oraz Hubl-Snu66, a takze metody stosowane
w doktoracie: zasady reakcji wielosktadnikowych oraz zasady stosowania magnetycznego
rezonansu jadrowego do poszukiwania lekéw bedacych antagonistami oddziatywan biafko-
biatko. Rozdzial 3 to gtéwny rozdzial rozprawy doktorskiej, przedstawiajgcy wyniki uzyskane
w doktoracie. Pozostale rozdziaty doktoratu to: napisane po polsku Streszczenie, krotki
rozdzial 4 Conclusions and perspectives, obszemy rozdziat 5 Materials and methods, wykaz
skrotow (rozdziat 6) i zestawienie pismiennictwa (rozdzial 7). Ponadto na koricu rozprawy
zamieszczone sa dwa dodatki zestawiajace sekwencje aminokwasowe bialek oraz struktury
zwigzkdéw chemicznych z bibliotek uzytych do testowania oddzialywania z biatkiem Hubl.
W rozprawie brakuje krotkiego rozdzialu o celu podjgtych badan, ktoéry jest zwykle
zamieszczany w polskich rozprawach doktorskich. Jezyk angielski stosowany w pracy jest
niezly, choé autorka nie ustrzegla si¢ bledéw ortograficznych, interpunkcyjnych czy tzw.

literowek.

Jak wspomniatem, w rozdziale 3 doktorantka przedstawifa uzyskane wyniki. Najwazniejsze

dotycza antagonistéw oddzialywania Mdm2-p53. Autorka uzyla w tym celu opisanego




w publikacji Popowicz et al. (2010) zwigzku WK23, ktéry oddzialuje z Mdm2 ze stalg
dysocjacji 0,92 uM. Zwigzek ten jest oparty o strukture imidazolu i zawiera podstawniki
w pozycjach 1, 41 5, a jego struktura dobrze wpasowuje si¢ do trzech kieszeni na powierzchni
Mdm2. Doktorantka otrzymata 12 pochodnych zwigzku WK23. Stale dysocjacji zostaly
zmierzone w tescie polaryzacji fluorescencji z zastosowaniem zwigzku kompetycyjnego.
Moje pytanie: czy doktorantka sama zmierzyla state dysocjacji podane w Tabeli 2? Pytam,
gdyz nie znalazlem w rozprawie odpowiedniego opisu tych pomiaréw w rozdziale Materialy
i metody. Ze zwiazkow tych najnizszg stala dysocjacji (réwng 6 nM) posiadat zwigzek KH1,
ktory zostat poddany dalszej optymalizacji poprzez reakcje estryfikacji, dostarczajac
zwigzkdéw KH24 i KH25, o okoto rzad gorszym powinowactwie do Mdm2.

Szereg otrzymanych zwigzkow, w tym KH1, KH24 i KH25 zostalo przetestowanych in vitro
na liniach komorkowych. Wprawdzie wyniki uzyskane na liniach U20S i HTC 166
wymagaly niemal dziesieciokrotnie wyzszego stezenia zwigzkéw KHI1 i KH25 niz
komercyjnie dostepnego zwiazku RG7388, to mozna uznaé je za zachecajace do podjgcia
dalszych badarn. Oba zwigzki charakteryzowaty sie okolo trzykrotnie nizsza wartoscia ICs dla
linii U208 w stosunku do kontrolnych komoérek Saos2.

Analiza wigzania zwigzku KH1 do Mdm2 przeprowadzona dla kilku zwigzkéw (w tym KH1
i KH25) z zastosowaniem widm NMR typu HSQC potwierdzila silne ich wigzanie do bialka
w poblizu miejsca oddzialywania z p53. Eksperymenty jednowymiarowego protonowego
NMR pokazaly ponadto, ze oba zwiazki byty zdolne rozdysocjowaé kompleks p53-Mdm?2.

Dalsze badania pozwolitly ustali¢ strukture krystaliczng kompleksu Mdm2-KH25. Mam
pytanie o udziat doktorantki w tych badaniach, bo znowu nie znalaziem stosownej informacji
w rozdziale Materialy i metody. Widoczna w strukturze krystalicznej dimeryzacja Mdm?2
zostala potwierdzona przez doktorantke metods filtracji zelowej oraz protonowych widm
NMR, charakteryzujacych si¢ poszerzeniem linii pochodzgcych od biatka tylko w obecno$ci
KH25.

Oddzielna i o wstepnym charakterze cze$¢ badan doktorantki dotyczyla zwigzkoéw
oddzialujgcych z Hubl. Postlugujac sie danymi strukturalnymi kompleksu Hubl z domena
HIND biatka Snu66 mgr Kubica przeprowadzila poszukiwania odpowiednich zwigzkow
komplementarnych do powierzchni Hubl. Zastosowanie reakcji wieloskladnikowych

pozwolito na synteze kilku odpowiednich zwigzkéw, ale zaden z nich nie oddziatywat



z Hub1, co doktorantka pokazata w eksperymencie HSQC. Dlatego doktorantka wykorzystala
w nastepnym etapie dwie dostepne biblioteki ztozone z 500 i 1500 zwigzkéw. Dla niektorych
ze zwigzkdéw doktorantka zaobserwowata stabe oddzialywanie z Hubl w eksperymencie
SOFAST HSQC.

Podsumowujgc wyniki uzyskane w doktoracie, stwierdzam ze¢ mgr Kubica w pracy
doktorskiej zastosowala szereg zaawansowanych metod, w tym znakowanie izotopowe bialek,
wielosktadnikowa synteze chemiczna, rejestracie kilku réznych typéw widm NMR
i modelowanie molekularne, co dobrze rokuje dla jej dalszego rozwoju naukowego

i $wiadczy o umiejetnosci projektowania i charakterystyki kandydatow na leki.

Ponizej podaje kilka przyktadowych bleddw, jakie mozna znalez¢ w tek$cie doktoratu:

- str. 15, 9 linijka od gory, ,,...inhibitors that have molecular weight lower than 500 kDa...”,

- str. 20, opis rysunku: ,,...asparagine (D22) of Hub1..” ,

Ponadto: czy stezenie kompleksu Mdm2-p53 podane na str. 63 bylo rzeczywiscie w zakresie
0,015 do 0,03 pM?

Podsumowujac, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Katarzyny
Kubicy zatytutowanej: ,,Characterization of small-molecule antagonists for oncogenic
proteins Mdm2 and Hubl” jest pozytywna, a rozprawa spelnia warunki ujete stosownymi
przepisami, ujetymi w art. 13 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z 2003 r.
Wnosze o dopuszezenie przez Wysoka Rade Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagielloniskiego
mgr Kubicy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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