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Recenzja pracy doktorskiej mgr Katarzyny Magiera, pt.: ”Interaction of small-

molecule inhibitors with the deubiquitinating protease USP2”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Katarzyny Magiery zostata
wykonana pod opieka prof. dr Tadeusza Holaka i dotyczy poszukiwania matoczasteczkowych
inhibitoréw deubikwitynazy USP2, Mozliwo$¢ zahamowania nadmiernej aktywnos$ci bialek
deubikwitynujacych stanowi podstawe do opracowania nowoczesnych lekéw celowanych

majacych zastosowanie mi¢dzy innymi w terapii choréb nowotworowych.

Mechanizm usuwania nieprawidlowych bialek z komorki poprzez ich degradacje w
proteasomie jest regulowany przez proteazy specyficzne dla ubikwityny. Proteazy te wykazujg
zdolno$¢ do odcinania czasteczki ubikwityny od bialek i poprzez to hamuja ich rozktad
hydrolityczny przez proteasom. Udowodniono, ze nadekspresja proteaz z rodziny USP, w tym
biatka USP2, jest powigzana z rozwojem wielu typéw choréb nowotworowych. W ostatnich
latach udowodniono takze udzial deubikwitynazy USP2 w stabilizacji bialek o znanych
wiasciwosciach onkogennych: biatka Mdm2, cykliny D1 oraz syntazy kwaséw thuszczowych.
Biatko USP2 jest, zatem dobrym celem molekularnym dla opracowania antynowotworowe;
terapii celowanej jednak do tej pory nie zostaly opisane inhibitory tej deubikwitynazy o

pozadanych wlasciwosciach.



Rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Magiery zostala przygotowana w jezyku
angielskim iliczy 110 stron. Uklad pracy jest klasyczny i zawiera streszczenie (w jezyku
angielskim i polskim), cel pracy, wstgp literaturowy, wyniki i dyskusje, stosowane materialy i

metody, spis skr6téw oraz spis cytowanej literatury.

Praca jest napisana starannym jezykiem z zachowaniem poziomu szczegbtowosci
niezb¢dnym w rozprawach naukowych. Kilka niedociggnie¢ edytorskich (np.: nieczytelne
podpisy osi w rysunkach 2.2, 2.4,2.5, 2.6, brak opisu markeréw masy na elektroforegramach,
uzycie litery “u’ w zamian greckiego ‘u’, brak podpiséw rysunku na tej samej stronie — rysunki
2.1, 2.18, 2.21) nie utrudnia czytania rozprawy. Bardziej znaczacym bledem jest brak
inforfnacji, ze rysunek 1.7 pochodzi z publikacji Renatus et al. 2006 (ktéra jednakze jest

zacytowania w tekscie).

We wstgpie Doktorantka opisuje role enzyméw deubikwitynujacych w degradacji
bialek przy udziale systemu ubikiwtyna—proteasom. W szczegélnosci, przedstawiona jest
funkcja biatka USP2 i jego wlasciwosci onkogennych. Krétko zaprezentowana jest takZe znana
struktura kompleksu USP2-ubikwityna. W tym miejscu brakuje jednakze szczegélowego opisu
miejsca aktywnego wraz z rysunkiem obrazujgcym odpowiedni fragment struktury
krystalicznej (kompleksu enzymu z ubikwityna).

We wstepie Autorka dodatkowo opisuje podstawy metody ‘fragment-based screening’
a takze krotko omawia obecny stan wiedzy na temai wlasciwosci antynowotworowych

endogennych kwaséw o rdzeniu steroidowym — pochodnych kwasu litocholowego.

Czgs¢ pracy dotyczaca wynikow badan rozpoczyna si¢ opisem ekspresji i oczyszezania
stosowanych biatek. Podrozdziat dotyczacy otrzymywania biatka USP2a pokazuje znaczacy
naktad pracy Doktorantki w celu opracowania skutecznej metodologii oczyszczania preparatu
biatkowego. Jednakze opisywanie ekspresji i oczyszczania ubikwityny w czedcei “Wyniki’ jest
niepotrzebne, poniewaz ten fragment pracy nie stanowi nowosci naukowej (jest to powtdrzenie

znanej od wielu lat procedury).

Do najwazniejszych spodrdd uzyskanych wynikow nalezy odkrycie przez autorke do tej
pory nieznane] zdolnosci do hamowania aktywnoéci USP2 przez pochodne kwasu
litocholowego. Doktorantaka przebadata grupe pochodnych tego kwasu wylaniajac dwie o
wysokim powinowactwie do biatka USP2 (ICso 5.8 i 9.7 uM). Co wazne, bezposrednie
oddzialywanie badanych zwigzkéw z biatkiem byto potwierdzone metoda ‘thermal shift’.

Bardzo ciekawe wyniki otrzymano w wyniku analizy kinetyki reakcji hydrolizy w obecnosci



pochodnych kwasu litocholowego. Dlaczego jednak nie wyznaczono statych inhibicji (K;)?
Wartosci K; sg znaczgco lepszymi ocenami aktywnosci inhibitorowej niz ICso. Nastgpnie na
trzech pochodnych z tej grupy przeprowadzono testy na liniach komorkowych nowotwory jelita
grubego. Wzrost komorek nowotworowych byl wyraZnie zahamowany i wiazal si¢ z
obnizeniem poziomu cykliny D1, co pokazuje duzy potencjat terapeutyczny badanych

ZWigzkow.

W kolejnym podrozdziale opisano wyniki testéw przesiewowych 1500 zwigzkdw
wzgledem USP2a za pomocg STD-NMR. Odkryto nowg strukture wiodacg — 5-(2-tienylo)-3-
izoksazol (zwi'qzek STD1), ktdra nastepnie udato sie zoptymalizowaé otrzymujgc zwiazek
STDI1T. Inhibitor ten wykazywal ICso = 3.3 uM, co daje aktywnos¢ ok. 400 razy wyzsza niz
zwigzek wyjsciowy (nie jak pisze Doktorantka 1000 razy). W tym przypadku takze brakuje
dalszych badan kinetycznych, ktére pozwolityby okresli¢ K; i typ inhibicji. Na podkreslenie

zaisiugujé potwierdzenie dziatania zwigzku STD1T na nowotworowych liniach komaorkowych.

Duze znaczenie w poszukiwaniu niskoczgsteczkowych inhibitoréw biatka USP2 moga
mieé roéwniez opisane wstepne badania biblioteki fragmentéw przy uzyciu testu
fluorescencyjnego. Znaleziono kilkanascie zwigzkdw o aktywnosci w zakresie mikromolarnym
(najlepszy zwigzek charakteryzuje sig¢ ICso = 16.2 uM). Niestety tabele prezentujaca te wyniki
blednie podpisano jako dane dotyczace pochodnych zwigzku STD1. W przypadku tej grupy
zwigzkéw nie przeprowadzono zadnych dodatkowych testow potwierdzajacych specyficzne
wigzanie do biatka, czy badan na liniach komaérkowych.

W ostatnim podrozdziale czg¢dci ‘Wyniki® opisano proby otrzymania struktury
krystalicznej apo-enzymu. Nalezy doceni¢ znaczgcy wysitek Doktorantki wlozony w ten
fragment badan. Pomimo wielu préb kryStalizacji, otrzymania szeregu mutantéw a takze préb
krystalizacji z fragmentami ubikwityny, nie udato si¢ osiggnaé zatozonego celu. Czy byly

prowadzone proby krystalizacji z otrzymanymi niskoczgsteczkowymi inhibitorami?
W czasie obrony prosz¢ takze Doktorantke o odniesienie sie do nastgpujacych problemow:

1. Czy na podstawie znanej struktury krystalicznej kompleksu ubikwityna-USP2a mozna
zaprojektowaé niskoczasteczkowe nieodwracalne inhibitory USP2a?

2. Czy mozna skorelowaé wyniki pomiaréw STD-NMR (np. strukture zwigzku STD1) z
wynikami badan w zakresie ‘fragment-based screening? Czy na tej podstawie mozna

si¢ zaproponowa¢ nowe struktury inhibitoréw?



Podsumowujgc, stwierdzam z pelnym przekonaniem, ze recenzowana rozprawa
doktorska mgr inz. Katarzyny Magiery spelnia ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane
pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Jagiellonskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Magiery do
dalszych etapéw postgpowania doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage nowatorskosé i
szeroki zakres prowadzonych badan, a takze duze znaczenie otrzymanych wynikow, stawiam

wiosek o wyréznienie pracy doktorskiej Pani Katarzyny Magiery.
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