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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Ewy Wrony wykonanej pod kierunkiem prof. Tadeusza Holaka
w Zaktadzie Chemii Organicznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Praca doktorska Pani mgr Ewy Wrony zostala napisana po angielsku i nosi tytul: “Small-
molecule inhibitors of the Mdm2-p53 protein-protein interaction. Substituted 1,5-dihydro-2H-
pyrrol-2-ones and tetrazoles™. Opisuje ona synteze zwigzkéw z grup 1,5-dihydro-2H-pirol-2-onu i
tetrazolu oraz analize ich aktywnosci jako potencjalnych inhibitor6w bialek Mdm?2-p53. Interakcja
bialek p53-Mdm2 oraz préby jej zahamowania, sg szeroko opisywane w literaturze naukowej w
kontekscie tworzenia potencjalne) nowoczesnej, niegenotoksycznej terapii przeciwnowotworowe;.
Tematyka przedstawionej dysertacji dotyczy istotnych zagadnieniach wspélczesnej nauki z
dziedziny chemii organicznej oraz chemii medycznej.

Prezentowana rozprawa doktorska sklada sie z czterech czesci opisanych na 208 stronach.
W kilkunastostronicowej czgsci pierwszej, Doktorantka przedstawia biochemiczne podstawy
stojace za synteza prezentowanych inhibitoréw bialek Mdm2-p53, poparte przez 86 pozycji
literaturowych, zaréwno zrédlowych, jak i o charakterze przegladowym. Szczegdlny nacisk
Doktorantka kladzie na opis wzajemnej interakcji bialek Mdm?2-p53 oraz analiz¢ oddzialywan
pomiedzy znanymi inhibitorami a docelowym biatkiem. Wybor prezentowanych inhibitoréw
wydaje si¢ by¢ trafny i przedstawia przekrdj pomigdzy najstarszymi aktywnymi inhibitorami oraz
najnowszymi, bedgcymi obecnie w testach klinicznych. Dwa ostatnie opisywane zwigzki odnosza
si¢ bezposdrednio do pracy prezentowanej w dalszej czesdci rozprawy. Pierwszy z nich ilustruje
mozliwosé tworzenia dimeréw biatka Mdm2, a drugi nowy, 4-punktowy model oddziatywania,
stworzony dzieki indukowanemu powiekszeniu kieszeni wigzacych biatka Mdm2. Warto
podkresli¢, ze Doktorantka jest wspdtautorka pracy opisujacej ten ostatni przykiad. Catosé dobrze i
zwigzle przedstawia og6lny mechanizm i stan wiedzy w przedstawianej tematyce, ulatwiajac dalsza
lekture.

W czgsei drugiej i trzeciej pracy Autorka opisuje przeprowadzone syntezy oraz analize
otrzymanych pochodnych, Czesé druga ~ opisujacg pochodne 1,5-dihydro-2H-pirol-2-onu —
Doktorantka przedstawia jako gléwna czeé¢ swojej pracy, natomiast cze$é trzecia obejmuje
pochodne tetrazolu, ktéra jako grupa zwiazkéw jest nadal w trakcie rozwoju. Ilos¢ koncowych
potaczen otrzymanych w tych dwéch projektach to odpowiednio 14 i 24 nowe zwigzki, przy czym
ta dysproporcja wynika z innego podejécia syntetycznego zastosowanego w obu grupach — syntezy
linowej dla pochodnych pirol-2-onu oraz syntezy wieloskladnikowej w przypadku pochodnych
tetrazolu. Warto zauwazy¢, ze syntezg pochodnych tetrazolu Doktorantka prowadzita w ramach
projektu Etiuda w grupie prof. Alexandra Démlinga (Groningen, NL).

Cze$¢ opisujaca pochodne pirol-2-onu  rozpoczyna si¢ od krotkiego wstepu
przedstawiajagcego idee przyswiecajace syntezie zaproponowanych pochodnych w kontekscie
dostepnej wiedzy, Glowna cz¢éé tego projektu zostata podzielona w sposéb logiczny na dwa
podrozdzialy: pierwszy, opisujacy syntezg oraz drugi, aktywnos¢ otrzymanych zwiagzkéw. Czesé
syntetyczna rozpoczyna si¢ od bardzo szczegélowego opisu dostepnych metod syntezy pochodnych




5-hydroxy-1,5-dihydro-2H-pirol-2-onu, ilustrowanej licznymi schematami oraz odno$nikami
literaturowymi, z czego zaden nie dotyczyt pozycji przegigdowych. W nastepnym etapie
Doktorantka przedstawia wykorzystang przez siebie synteze z uzyciem jednego z prezentowanych
wezesnie] podej$¢ — addycji zwigzkéw metaloorganicznych do grupy karbonylowej podstawionych
maleimidéw lub alternatywnie ich redukcji. Jednakze wigkszo$é opisu badan wiasnych nie odnosi
si¢ bezposrednio do tych reakcji lecz do syntezy odpowiednich prekursoréw. Poszukiwane
podstawione maleimidy Doktorantka ofrzymuje z uzyciem dwoéch drég syntetycznych,
wykorzystujac znane przemiany stosowane w syntezie analogicznych ukladéw, Interesujacym jest
fakt, ze Autorka potrafi przeksztalci¢ wady zaprojektowanej- syntezy w jej zalety. Mowa tu o
otrzymywaniu w wyniku reakcji Gringarda dwoch izomerycznych produktow, ktére Doktorantka
rozdziela, oczyszcza i osobno analizuje. Cecha ta pojawia si¢ réwniez w innych aspektach
prezentowane] syntezy, a konkretnie wykorzystanie produktéw ubocznych, ij. izolowanych
tlenowych analogéw otrzymanych maleimidéw, a w konsekwencji pochodnych 1,5-dihydryo-2H-
furan-2-onu oraz pochodnych metylowanych na atomie azotu pierscienia indolowego. W
przeprowadzonej syntezie, zastanawiajacym jest jednakze wybdr grupy zabezpieczajacej
Zzawierajace) w swojej strukturze ugrupowanie karbonylowe, w szczegdéinos$ci w kontekscie
prowadzonej reakeji Gringarda. Pomimo faktu, ze uzyskane wydajnosci reakeji sa raczej $rednie,
Doktorantce udaje si¢ w pelni scharakteryzowaé oraz przeanalizowaé wszystkie otrzymane
pochodne. Dodatkowo, struktury kofcowych par izomerdw zostaly przypisane i rozréznione za
pomoca metod rentgenograficznych oraz dwuwymiarowego jadrowego rezonansu magnetycznego
(NOESY).

Po opisaniu syntezy zaprojektowanych zwigzkéw Doktorantka przechodzi do opisu analizy
aktywnosci otrzymanych pochodnych. Do wyznaczenia wartosci parametréw wigzania do biatka
Mdm?2 wykorzystuje metode dwuwymiarowego jadrowego rezonansu magunetycznego (‘H-*N
HSQC), ktérej glowne zatozenia najpierw przedstawia w formie krotkiego wstepu literaturowego,
Przeprowadzone przez siebie badania Doktorantka szczegélowo opisuje ilustrujac i objasniajac
wszystkie etapy pracy z wykorzystaniem licznych rysunkéw, ulatwiajgcych odbiér calosci. Na
podstawie otrzymanych danych wycigga wnioski odnos$nie zaleznosci aktywnosci od struktury
otrzymanych pochodnych. Generalnie, wynikiem prowadzonych prac na tym etapie jest
identyfikacja dwéch zwigzkdéw posiadajacych staty wiazania do badanego biatka ponizej 1 uM, a
bedacych w stosunku do siebie izomerycznymi strukturami o piercieniach 1,5-dihydro-2H-pirol-2~
onu oraz furan-2-onu. W tym miejscu cheiatbym zwrécié uwage, ze zastosowana przez Doktorantke
metoda oznaczenia aktywnos$ci zsyntezowanych zwigzkOéw nie nalezy do standardowych, co
oczywidcie nie jest wada per se, jednakze brak wynikéw dla zwigzkéw referencyjnych badanych
réwnolegle jako kontrola testu, nie pozwala na rzeczywista oceng sily ich aktywnosci. Poréwnanie
wartosci dla najaktywniejszych pochodnych 1a i 2a wyznaczone na poziomie Ky < 1uM, do
przytoczonych przez Doktorantke w czedei teoretyczne] zwigzkéw charakteryzujacych sie
przewaznie powinowactwem rzgdu kilku- kilkunastu lub kilkudziesigciu nanomoli (wyznaczonym
za pomoca réznych technik) sugeruje raczej umiarkowang potencjal nowej grupy inhibitorow.
Powstaje takze pytanie o zakres stosowalnosci metody NMR przy podanej 30% precyzji.

Sposdb oddzialywania najaktywniejszych otrzymanych przez Doktorantke pochodnych z
biatkiem Mdm2 zostaje nastepnie opisany i przeanalizowany na podstawie wynikéw badan
rentgenostrukturalnych. W czesci tej zamieszczono wyczerpujgcy opis obserwowanych interakcji
ilustrowany licznymi wysokie] jako$ci rysunkami. Jako najwazniejsza, nowatorska cecha
otrzymanych pochodnych, zostaje przedstawiona ich zdolno$é do powodowania dimeryzacji biatka
Mdm2. W celu potwierdzenia tego zjawiska Doktorantka prezentuje dodatkowe badania, oparte na
analizie widm protonowych biatka Mdm?2 miareczkowanego jednym z ligandéw. Dodatkowo, w
czescei tej pojawiaja sig propozycje dotyczace dalszej optymalizac)i otrzymanych pochodnych.




Podsumowujac, prezentowane w tej czedci badania zawieraja szczegélowy opis syntezy oraz
analizy otrzymanych pochodnych, a jej wyniki zostaly przedstawione w Polskim Urzedzie
Patentowym jako zgloszenie patentowe oraz sa przygotowywane do dalszej publikacji.

Kolejna cze$é pracy zawiera opis badafi dotyczacych syntezy pochodnych tetrazolu.
Struktura prezentowanych wynikéw jest analogiczna do tej z poprzedniej czgsci ~ zaczyna si¢ od
krétkiego wstepu opisujacego projekt syntezowanych pochodnych oraz jego gléwne zaloZenia, w
tym wykorzystanie 4-punktowego modelu wigzania, a czg$¢ glowna zostala podzielona na opis
syntezy oraz analize aktywnosci otrzymywanych pochodnych. Czg$¢ syntetyczng poprzedza krétki
opis wykorzystywanego podejécia — reakcji wieloskladnikowej (MCR), ze szczegblnym
uwzglednieniem prowadzonej reakeji Ugi oraz jej zastosowania w syntezie pochodnych tetrazolu.
Tak jak poprzednio, fragment ten jest ilustrowany licznymi odno$nikami literaturowymi i
przedstawia logiczne podkreslenie wykorzystania reakeiji wieloskladnikowych w kontekscie chemii
medycznej. W nastepnej kolejnosci Doktorantka prezentuje przeprowadzong syntezg, zaczynajgc od
ogolnego schematu reakeji oraz metod stosowanych w otrzymywaniu potrzebnych prekursoréw, z
gléwnym naciskiem poloZonym na synteze izocyjankéw. Autorka w sposéb przejrzysty i trafny
dzieli otrzymane przez siebie izocyjanki na 3 grupy, na podstawie réznic ich struktur (izocyjanki
otrzymane na bazie podstawionych anilin, benzyloksy anilin oraz benzyloksy benzyloamin).
Schematy syntezy oraz wydajnosci poszczegélnych izocyjankéw Doktorantka przedstawia za
pomoca schematdw i tabel, ktére dobrze ilustrujg przeprowadzone badania. Wprowadzony podzial,
zachowany jest rdwniez w opisie prowadzone] reakcji Ugi oraz hydrolizy otrzymanych produktéw
kondensacji, a otrzymane wyniki prezentowane s3 w trzech tabelach. Niewatpliwy sukces
zastosowania metody reakcji wieloskiadnikowej owocuje otizymaniem 24 nowych poigczen. W
tym miejscu nasuwa si¢ pytanie czy Doktorantka w swojej pracy prébowata zastosowad tego typu
podejécie rowniez w syntezie pochodnych piroli, gdzie zastosowana synteza liniowa znaczaco
obnizyla wydajno$é i w konsekwencji, liczbg otrzymanych polgczen. Nalezy zwréci¢ uwage, ze
struktura wszystkich prezentowanych pochodnych jest oparta na fragmencie indolowym
wprowadzonym do reakeji Ugi jako komponent karbonylowy. Z szerokiej gamy wykorzystanych
izocyjankéw o konsekwentinie wybranych strukturach, Doktorantka przeprowadzita co najmniej
dwie reakcje Ugi wykorzystujac aminy: amylows i cykloheksylometylows oraz dla niekt6rych
réwniez inne aminy {(4-chlorobenzyloamine, cyklobutyloaming, 2-morfolinoetyloaming).
Rezultatem takiego podejécia jest grupa pochodnych dajacych mozliwosé dokladnej analizy
aktywnosei w zaleznosei od struktury potencjalnych inbibitoréw.

Aktywnos$¢ pochodnych tetrazolu zostala tym razem zmierzona poprzez zastosowanie
metody fluorescencyjnej, a badania te przeprowadzono na Wydziale Biotechnologii, Biochemii i
Biofizyki UJ. W tym miejscu natychmiast nasuwa si¢ pytanie, dlaczego w przypadku otrzymanych
w poprzednim projekcie zwiazkéw, nie przeprowadzono analogicznych badan, choby dla
najbardziej aktywnych polgczen? Pozwolifoby to na poréwnanie wynikéw aktywnosci obu grup
pochodnych. Niestety, znéw brakuje aktywnosci zwigzkow referencyjnych i ich poréwnania z
wynikami dla otrzymanych inhibitoréw.

Otrzymane dane zaprezentowano w czytelny sposéb, przedstawiajae struktury z kolorowymi
fragmentami skladowych reakcji Ugi oraz wyznaczona aktywnoScig zwigzkéw. RownieZ tutaj
zachowany jest wprowadzony podzial na trzy serie. Na podstawie prezentowanych danych
Doktorantka opisafa kilka tendencji i wniosk6éw odnosnie zaleznosci struktura-aktywno$¢ badanych
pochodnych. Jako najwazniejsze potencjalne inhibitory wyroznione zostaly pochodne oparte na -
wydhuzonym izocyjanku, zsyntetyzowanym na bazie podstawionej benzyloksy benzyloaminy, a
ktorych warto$ci stalej inhibicji znajdujg si¢ ponizej 100 nM (dla pochodnej fluorowej 20 nM).
Nalezy zwrécié uwage, ze wszystkie otrzymane pochodne wykazuja aktywnodé¢ w badanym
ukladzie ze stalymi inhibicji w przedziale 36,0-0,02 puM. Caly rozdziat zakoficzony jest
podsumowaniem otrzymanych wynikow oraz opisem badan planowanych do przeprowadzenia w




kontekécie szerszej i dokladniejszej analizy zsyntezowanych pochodnych jako potencjalnych
inhibitoréw Mdm2-p55, prezentujac interesujgcy kierunek dalszych badan.

Podsumowujac wyniki prezentowane w czesei II i III nalezy zwréci¢ uwage na liczbe
nowych zwiazkéw (38 koficowych polaczen), konsekwentny i kreatywny sposéb otrzymywania
oraz dokladng analiz¢ ich wlasciwosci. Glowna uwaga, jaka nasuwa si¢ podczas lektury, jest
wspomniany juz wyzej fakt, ze prezentowane zwiazki nie zostaly przebadane pod katem
aktywnos$ci w jednorodny spos6b oraz ze nie wiaczono do testoéw zadnego zwigzku referencyjnego,
na co uczulam Doktorantke w perspektywie planowanych przez nig dalszych badan.

Ostatnia, czgé¢ pracy, opisana na 72 stronach, zawiera szczegélowo zaprezentowane dane
eksperymentalne i analizy otrzymanych pochodnych. Dotycza one zaréwno charakterystyki
wszystkich potaczen chemicznych, opisu i szczegblowych wynikéw prowadzonych pomiardw
miareczkowania metodg "H-""N HSQC, jak i dodatkowe dane krystalograficzne. Prezentowane dane
nie budza zadnych zastrzezen i w pelni uzupelniajg przedstawione wyniki w czeéciach IT i ITL.

Na koficu dysertacji znajduje si¢ spis figur, tabel oraz bibliografia skladajaca sig¢ z 236
pozycji (ktdra niestety nie zawiera tytuléw artykuléw).

Rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Wrony w sposob interesujacy i jasny przedstawia
prowadzone przez Nig badania z dziedziny chemii medycznej — syntez¢ i badania aktywnosci
inhibitoréw bialek Mdm2-p53 o potencjalnym zastosowaniu przeciwnowotworowym. Jako
dodatkowy atut nalezy uznaé, iz praca zostala przedstawiona w komunikatywnym j¢zyku
angielskim; chociaz zawiera sporg liczb¢ drobnych bledéw jezykowych i edycyjnych. Nie
wymieniam ich, poniewaz zasadniczo nie majg one wplywu na oceng merytoryczng dysertacji,
natomiast czuje sie w obowiazku podnie$¢ jedna z istotnych formalnych pomylek, a mianowicie
zamiane nazw Wydziatu i Zaktadu Alma Mater Doktorantki, ktéra to widnieje na tytulowej stronie
rozprawy. Zatem powinno byé Faculty of Chemistry (zamiast Faculty of Organic Chemistry) i
odpowiednio dia Zakladu Chemii Organicznej — Department of Organic Chemistry (a nie
Department of Chemistry).

Podsumowujac, recenzowana praca doktorska Pani mgr Ewy Wrony w pelni spelnia
wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i wnoszg do Rady Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Jagiellofiskiego o dopuszczenie mgr Ewy Wrony do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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