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Ocena pracy doktorskiej mgr. Marcina Tomali zatytulowanej ,,Design and synthesis of inhibitors of
the MDMX/p53 and USP2a/Ub interactions”

Poszukiwanie antagonistéw oddziatywania biatko-biatko jest szybko rozwijajacym si¢ obszarem
badan biomedycznych, w szczegdlnoéci dotyczacych opracowania nowych lekow
przeciwnowotworowych. Przedmiotem pracy doktorskiej mgr. Tomali sg dwa kompleksy MdmX-

p53 oraz USP2a-ubikwityna, oba o kluczowym znaczeniu dla funkcjonowania komérki rakowej.

Proteaza cysteinowa USP2a jest enzymem deubikwitynujacym, zdolnym do "ratowania" bialek,
w tym biatek Mdm2 i MdmX, przeznaczonych do degradacji w proteasomie. Nadekspresja proteaz
deubikiitynujgcych zostala zaobserwowana w komérkach szeregu nowotwordéw 1 sa one obecnie
uznane za obiecujacy cel molekularny do opracowania nowych terapii przeciwnowotworowych.
Z kolei obnizona aktywnos$é czynnika transkrypcyjnego pS3 jest skorelowana z wystgpowaniem
licznych nowotworéw u ludzi. Biatkiem kontrolujagcym poziom p53 w komorcee jest biatko MdmX.

Oddziatywanie MdmX z p53 prowadzi do obniZenia stezenia p53, a rozdysocjowanie kompleksu

~ obu biatek jest powszechnie uwazane za jedng z najbardziej. obiecujacych metod terapii

przeciwnowotworowe;j.

Praca doktorska zostala wykonana w zespole prof. Holaka, ktory jest specjalista w podjetej przez
doktoranta tematyce i prowadzit juz liczne badania w obszarze zwigzanym z poszukiwaniem
antagonistow obu wspomnianych oddziatywan. W tym sensie praca doktorska stanowi kontynuacje

wczesniejszych poszukiwan.

Praca doktorska mgr. Tomali to napisany po angielsku manuskrypt liczacy 110 stron. Strony 58 do
105 zawierajg opis zastosowanych syntez zwigzkéw chemicznych. Gléwne czgsci doktoratu to

Introduction, Results (zawierajgca krétki rozdziat Conclusions) oraz Literature. Ponadto rozprawa



zawiera liste skrotoéw, streszczenie w jezyku polskim (z kilkoma bledami ortograficznymi!)
i angielskim. Jezyk angielski stosowany w pracy jest akceptowalny, uderza jednak znaczna liczba

tzw. literdwek.

Wstep do pracy jest bardzo krétki, bo liczy wraz z ilustracjami tylko cztery i péi strony. Jest wige
oczywiste, ze przedstawia tylko wybrane, najbardziej istotne informacje o przedmiocie badan
i zostawia spory niedosyt, gdyz literatura przedmiotu jest ogromna i zasluguje na pelniejsze

przedstawienie.

Pierwsza cze$¢ przedstawionych badan dotyczyla antagonistéw oddzialywania MdmX z p53.
Poshugujac sie¢ danymi literaturowymi wskazujacymi, ze kwas litocholowy'(LCA) jest antagonista
oddzialywania Mdm2/X 2z biatkiem p53, doktorant zaprojektowal koniugat tego kwasu
tluszczowego z analogami zwiazku WW298, wczesniej badanego w grupie prof. Holaka, jako
wigzgcego si¢ do MdmX. Doktorant uzyskal negatywny wynik — koniugaty nie wykazaly
spodziewanej aktywnos$ci biologicznej wobec biatka MDMX, nie wigzaly si¢ tez do MdmX, co
pokazano w heterenuklearnych widmach "H-""N HSQC.

Przy okazji badan prowadzonych na liniach komodrkowych z zastosowaniem malej biblioteki
pochodnych LCA doktorant odkryl, ze hydroksyamid kwasu litocholowego (LCAHA) ma wplyw
na obnizenie poziomu cykliny D1, Moglo to by¢ zwigzane z potencjalnym jego wplywem na biatko
- USP2a. Wyniki uzyskane przez doktoranta zostaly opublikowane w czasopi$mie Cell Chemical

Biology.

Dalsza czg$¢ doktoratu dotyczyla poszukiwaniu syntetycznych antagonistéw oddzialywania USP2a
z ubikwityna, Doktorant wspomagat si¢ wynikami dokowania molekularnego oraz spektroskopig
heteronuklearnego NMR, 'H-""N HSQC. Badania przesiewowe prowadzone na bibliotece 1500
fragmentéw zwiazkéw chemicznych wskazywaly na oddziatywanie w przypadku 11 zwiazkéw.
Doktorant zmierzyl aktywnos¢ pochodnych zwigzku STD1, najsilniej oddziatujacego z USP2a,
wobec tej proteazy w teScie enzymatycznym, otrzymujac dla zwigzku STDT stosunkowo wysokie
powinowactwo (ICsp = 3,3 uM). Zwigzek STDT wykazywal ograniczong rozpuszczalnosé

w roztworach wodnych, co uniemozliwilo otrzymanie krysztalow kompleksu z USP2a. Proby



poprawienia rozpuszczalnosci zwigzku, poprzez modyfikacj¢ jego struktury, powodowaly obnizenie

powinowactwa do proteazy.

Moje uwagi do doktoratu:

- Figure 1. Czy rysunek zostat sporzgdzony przez doktoranta?

- tekst zawiera bardzo liczne bledy literowe, interpunkcyjne i czasem brzmi niezrozumiale (np.
protolihtic activity, zamiast proteolytic activity, str. 26),

- tekst jest czasami trudny do zrozumienia. Na przyklad na poczatku rozdziatu 2.10 znajduje si¢
informacja o 1500 badanych fragmentach, ktére nie wiadomo skad pochodzg i dlaczego zostaly
uzyte. Brakuje kilku zdas wprowadzenia w ten rozdziai,

- rozdzial przedstawiajgcy zastosowane materialy i metody jest bardzo niepelny.

Podsumowujac, stwierdzam, iz recenzowana rozprawa doktorska mgr. Marcina Tomali spelnia
wymagania ujete stosownymi przepisami. Wnosz¢ do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Jagielloaskiego o dopuszczenie mgr. Marcina Tomali do dalszych etapéw postgpowania

doktorskiego.
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