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Ocena pracy doktorskiej mgr Ewy Wrony zatytulowanej:
»Small-molecule inhibitors of the Mdm2-p53 protein-protein interaction”

Czynnik transkrypeyjny p53 jest kluczowym regulatorem transformacji nowotworowej
Zaangazowanym W szereg proceséw komorkowych, w tym w aktywacje aI;optozy
i uruchomienie mechanizméw naprawy DNA. Obnizona aktywnos¢ tego biatka w komérce
prowadzi do niestabilnodci genomu i jest silnie skorelowana z wystepowaniem nowotworéw
u ludzi. Najwazniejszym czynnikiem kontrolujacym poziom p53 w koméree jest biatko
Mdm?2. Oddziatywanie Mdm?2 z p53 prowadzi do obnizenia stezenia p53 a rozdysocjowanie
kompleksu obu bialek jest powszechnie uwazane za jedng z najbardziej obiecujacych metod
terapii przeciwnowotworowej. Tematyka doktoratu mgr Wrony dotyczy poszukiwania
efektywnych antagonistéw tego wlasnie oddzialywania. Zadanie, jakiego podjcta sig
w doktoracie jest wigc . aktualne, wazne i wpisuje si¢ w giéwny nurt badad nad
poszukiwaniem nowych lekéw przeciwnowotworowych, jakie podejmowane sa przez
najwigksze firmy farmaceutyczne. Praca zostata wykonana pod opiekg prof. Holaka, ktéry
jest specjalista w podjetej przez doktorantk¢ tematyce badawczej i autorem blisko 30

swietnych publikacji o tematyce zwiazanej z tymi bialkami.

Rozprawa doktorska "mgr Wrony to napisany po angielsku maszynopis liczacy 208 stron
i podzielony na 6 rozdziatéw. W rozdziale 1, stuzgcym jako wprowadzenie do doktoratu,
autorka opisala biatka p53 i Mdm2, szczegély ich wzajemnego oddzialywania oraz gléwnych
niskoczasteczkowych antagonistéw zdolnych do dysocjacji kompleksu p53-Mdm2. Rozdziaty
213 to trzon doktoratu, w ktérych doktorantka przedstawila zasadnicze wyniki: rozdziat 2
dotyczy pochodnych 1,5-dihydro-2H-pirol-2-onu a rozdzial 3 opisuje badania pochodnych
tetrazolu. Rozdzial 4 omawia szczegdly syntezy chemicznej a rozdzial 5 techniki
spektroskopowe i krystalograficzne stosowane w pracy; jednak wbrew tytutowi tego rozdziatu
nie ma w nim zawartych informacji na temat produkcji biatek. W rozprawie brakuje réwniez

rozdziatu o celu podjetych badar.
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Mam znaczne zastrzezenia odno$nie redakcji doktoratu. Liczba bledéw ortograficznych,
interpunkcyjnych i tzw. literéwek jest ogromna. Streszczenie napisane w jezyku polskim
zawiera dziesigtki bledéw na dwoch stronach tekstu! Jezyk angielski jest réwniez bardzo

staby, do najczgstszych bledéw nalezy bigdne stosowanie liczby pojedynczej i mnogiej oraz

nastepstwa czasow. Przy oprogramowaniu do edycji tekstow stosowanym obecnie,

uwzgledniajacym korekte jezykowa, liczba bledéw edytorskich powinna by¢ minimalna.

Jak wspomniatem, w rozdziatach 2 i 3 mgr Wrona przedstawila obszernie i wnikliwie

oméwita uzyskane wyniki. Do najciekawszych sposrdd nich zaliczam:

1. Syntez¢ 14 zwiazkéw chemicznych bedacych pochodnymi 1,5-dihydro-2H-pirol-2-
onu oraz zbadanie ich aktywnosci z zastosowaniem widm 'H NMR. Zwigzki
zaprojektowano tak, aby nasladowaly strukture tworzona przez reszty aminokwasowe
Phel9, Leu26 oraz Trp23 bialka p53, ktére sg w zasadniczym stopniu odpowiedzialne
za oddziatywanie z Mdm2, i w ten sposéb konkurowaty z p53 o wiazanie do Mdm?2.
Struktura zwigzkéw zostala potwierdzona metoda krystalografii i dwuwymiarowych
widm NMR. Miareczkowanie biatka Mdm2 otrzymanymi  zwigzkami,
z zastosowaniem widm 'H-’N HSQC, pozwolito okresli¢ stale dysocjacji, ktére

znajdowaly si¢ zwykle w zakresie submilimolowym. Dwa zwigzki, okreslone jako 1a

1 2a, wykazujace najmocniejsze oddzialywanie z Mdm2 (state dysocjacji ponizej
1 uM), wiagza si¢ do Mdm2 w sposéb niekanoniczny, zostawiajac kieszen wiazaca
Trp23 pusty i indukujac dimeryzacje Mdm?2, co doktorantka pokazala rozwigzujge
struktury krystaliczne odpowiednich komplekséw. Jest to, moim zdaniem, jedno
z najwazniejszych osiagnie¢ doktoratu.

2. Syntez¢ 24 pochodnych tetrazolu oparta o zastosowanie wielosktadnikowej reakcji
Ugi oraz okreslenie ich aktywnosci. W tym podejsciu doktorantka wykorzystala
oprogramowanie  AnchorQuery do zaprojektowania antagonistéw opartych
o odmienny, czteropunktowy, sposéb wiazania do Mdm2. Do okreslenia statych
dysocjacji mgr Wrona zastosowala technike polaryzacji fluorescencji, a strukture
przykladowego antagonisty potwierdzila metode rentgenografii. Wszystkie otrzymane

pochodne tetrazolu okazaly si¢ byé antagonistami oddziatywania p53 z Mdm2 ze

statymi dysocjacji dochodzacymi do 20 nM, a wiec mochigjszymi niz zwigzki oparte
o pochodne 1,5-dihydro-2H-pirol-2-onu. Podobnie jak w przypadku poprzedniej grupy

zwigzkéw, autorka przeprowadzila warto$ciows analize zaleznoci struktura-funkcija



na podstawie analizy struktury chemicznej otrzymanych ligandéw i ich statych

dysocjacji.

Opisane powyzej najwazniejsze wyniki doktoratu uwazam za oryginalne i wartosciowe.
Niektore z opisanych zwigzkéw moga by¢ w przyszlosci optymalizowane w celu znalezienia
jeszcze mocniejszych antagonistow oddziatywania p53-Mdm2. Oprécz tych, jakze skrétowo
przedstawionych przeze mnie, gtéwnych wynikéw doktoratu w pracy znajduje sie znaczna
ilos¢ wnikliwych opisow syntez chemicznych i analiz strukturalnych, ktére powoduja,
ze doktorat czyta si¢ jak dojrzale opracowanie naukowe. Mgr Wrona w ramach pracy
doktorskiej wykonata bardzo duzo doswiadczes, stosujgc przy tym caly game metod, w tym
zaawansowany syntezg¢ chemiczng, spektroskopie NMR, krystalografie, polaryzacie
fluorescencji oraz oprogramowanie do projektowania ligandéw. Chcialbym podkreslié,

ze opanowanie nowych technik jest bardzo istotne na tym etapie rozwoju naukowego.

Ponizej podaje tylko kilka przyktadowych bledéw, jakie mozna znalezé w tekscie doktoratu:
- str. 9, 7 linijka od géry, brak dalszego ciggu zdania: The main...

- powierzchnie nalezy podawaé w A? (str. 23),

- str. 29: Kp: 4.6 pm!

Podsumowujac, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Ewy Wrony
zatytulowanej: ,,Small-molecule inhibitors of the Mdm2-p53 protein-protein interaction” jest
pozytywna, a rozprawa spelnia warunki uj¢te stosownymi przepisami, ujetymi w art. 13
ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z 2003 r. Wnosze o dopuszczenie przez
Wysoka Rad¢ Wydzialn Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego mgr Wrony do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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