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OCENA

rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Fortuny

pt. ,Projektowanie i synteza inhibitorow oddziatywania biatko-biatko dla uktadéw
menina-MLL i p53-MDM2"”

Pani mgr Paulina Fortuna wykonata prace doktorskg zatytutowang: ,Projektowanie i synteza
inhibitorow oddziatywania biatko-biatko dla ukiadéw menina-MLL i p53-MDM2"” pod
kierunkiem naukowym dr hab. kukasza Berlickiego na Wydziale Chemicznym Politechniki

Wroctawskiej.

Praca doktorska bedaca przedmiotem tej recenzji dotyczy poszukiwania substancji modyfikujacych
oddziatywania onkogennych biatek MLL i MDM2. Wczesniejsze, opisane w literaturze naukowej
badania wykazaty, ze oba te biatka majg kluczowg role w rozwoju niektérych nowotworow, a
blokowanie ich odziatywan ma duzy potencjat terapeutyczny. Zaplanowane badania obejmowaty
projektowanie inhibitoréw oddziatywania menina-MLL i p53-MDM2, synteze zaprojektowanych
peptydéw a takze badanie ich aktywnosci biologicznej oraz preferencji konformacyjnych.
Kompleksy wybranych substancji (zwykle o wysokich aktywnosciach) zostaty poddane badaniom
rentgenostrukturalnym, co by¢ moze umozliwi dalszg optymalizacje struktur inhibitoréw i
otrzymanie analogdéw o jeszcze wyzszej aktywnosci.

Ten ambitny projekt badawczy zostat zrealizowany we wspétpracy z zespotami badawczymi prof.
Grembeckiej (menina-MLL) i prof. Holaka (p53-MDM2). Dzieki tej wspodtpracy mozliwe byto
przeprowadzenie eksperymentéw dotyczacych oddziatywania otrzymanych inhibitoréw z
odpowiednimi biatkami (polaryzacja fluorescencji, NMR) a takze wyznaczenie struktur
rentgenowskich kompleksow biatek z inhibitorami.

Udziat Doktorantki w prowadzonych badaniach polegat na przeprowadzeniu projektowania serii
inhibitoréw z wykorzystaniem metod wspomaganych komputerowo, i przeprowadzeniu syntezy
tych substancji. Otrzymane inhibitory wykorzystywaty jako bloki budulcowe B-aminokwasy (CpS,
CpR i Cpt). Zastosowanie B-aminokwasow do projektowania peptyddw o zdefiniowanych
wiasciwosciach konformacyjnych jest tematyka rozwijana z duzym powodzeniem w ostatnich

latach przez promotora pracy doktorskiej. Niewatpliwie realizowany w pracy doktorskiej temat
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badawczy jest bardzo aktualny, ma potencjalne zastosowania aplikacyjne i znakomicie wpisuje sie

w tematyke badan prowadzonych przez dr hab. tukasza Berlickiego

Ocena pracy

Praca liczy 141 stron i napisana jest w zwiezly i jasny sposob. Przeglad literaturowy (57 stron)
omawia trzy zagadnienia kluczowe dla prowadzonych badan: strategie projektowania czgsteczek
hamujacych oddziatywania miedzybiatkowe, opis uktadu p53-MDM2 i opis oddziatywania menina -
MDM. W pierwszej czesci, dotyczacej projektowania inhibitorow Doktorantka w przedstawia
metody umozliwiajace zwiekszenie aktywnosci i trwatosci peptydéw inhibitorowych. Zostaty one
podzielone na cyklizacje i modyfikacje szkieletu peptydowego. Kazda z zaprezentowanych w tym
rozdziale strategii jest zilustrowana przez przyktad inhibitora oddziatywan biatko-biatko. W czesci
opisujacej badane uktady znajduje sie charakterystyka biologiczna i strukturalna biatek biorgcych
udziat w oddziatywaniach, a takze przyktady znanych juz inhibitoréw oddziatywan p53-MDM2 i
menina -MDM.

Wszystkie informacje zawarte tej czesci s celowe i przyczyniajg sie do lepszego zrozumienia
rozprawy. Przyktady istniejacych juz inhibitorow badanych oddziatywan, podane wraz z
wartosciami ICs, pozwalajg lepiej oceni¢ w jakim stopniu inhibitory zaprojektowane przez
Doktorantke stanowig postep w badaniach nad juz inhibitorami oddziatywan p53-MDM2 i menina-
MDM natomiast przedstawiane dane strukturalne pomagajg w zrozumieniu procesu projektowania

aktywnych biologicznie czasteczek.

Cele pracy sq jasno i jednoznacznie okreslone. Dotyczg one opracowania dla uktadéw p53-MDM2
i menina—MDM peptydowych inhibitorow oddziatywan miedzybiatkowych. Celem zwiekszenia
aktywnosci inhibitoréw oraz ich stabilno$ci w obecnosci proteaz zastosowano usztywnienie przez

cyklizacje oraz przez wprowadzenie B-aminokwaséw.

Czes$¢ eksperymentalna napisana jest szczegdtowo i zawiera wszystkie dane niezbedne do
odtworzenia wykonanych eksperymentdw. Praca eksperymentalna rozpoczyna sie od syntezy B-
aminokwasow. Synteza wykorzystujgca jako substrat kwas adypinowy jest prowadzona w sposob
stereoselektywny i umozliwia  otrzymanie izomerédw CpS, CpR i CpT kwasu
aminocyklopentanokarboksylowego.

Synteza peptydow prowadzona byta czesciowo manualnie w polipropylenowych rektorkach
strzykawkowych, czesciowo za$ z wykorzystaniem automatycznego syntezatora peptydow. Do

kondensacji zastosowano HBTU oraz uktad DIC-oxyma. Cyklizacje peptydoéw zostaty



przeprowadzone z wykorzystaniem reakcji metatezy. Uzyskany produkt zawierajacy wigzanie
podwdjne byt poddawany redukcji.

Dane analityczne dotyczace otrzymanych substancji w przekonujgcy sposob potwierdzajg czystosé
i jednorodnos$¢ uzyskanych peptydéw. Charakterystyka analityczna otrzymanych substancji
(tacznie 116 peptydéw) =zostata przedstawiona w tabeli 14. Zawiera ona peten komplet danych
analitycznych a takze szczegdty oczyszczania wszystkich substancji. Wszystkie zaprojektowane
peptydy zostaty zatem z powodzeniem zsyntezowane. Badania otrzymanych peptydéw obejmowaty
bezposrednie oznaczenie ich wptywu na tworzenie kompleksow menina-MLL i p53-MDM?2
prowadzone technika pomiaru polaryzacji fluorescencji a takze w niektérych przypadkach
wykorzystujagc miareczkowanie NMR biatka peptydem. Analiza preferencji konformacyjnych
peptydéw byta prowadzona technika dichroizmu kotowego. Przeprowadzono tez ocene stabilnosci
peptyddw w obecnosci chymotrypsyny, monitorujac reakcje hydrolizy z wykorzystaniem HPLC.
Badania aktywnosci biologicznej pozwolity na dalsza optymalizacje struktur inhibitorow.
Optymalizacja doprowadzita do otrzymania serii peptyddéw, ktorych aktywnosci znaczaco
przekraczaty zwigzki opisane w dotychczasowej literaturze (dla oddziatywania p53-MDM2 peptyd
79 wykazat Ki 0.4 nM, za$ dla oddziatywania menina-MLL najaktywniejszy peptyd wykazywat ICsg
19nM). Dodatkowo najaktywniejszy peptyd 79 wykazat bardzo duzg odpornos$¢ na proteolize, co
pozwala przypuszcza¢, ze bedzie on stabilny in vivo. Badania rentgenostrukturalne zostaty
przeprowadzone dla komplekséw wybranych peptydéw z mening wskazuja, ze mechanizm
oddziatywania syntetycznych analogdéw jest zblizony do natywnego peptydu (zwtaszcza srodkowa
czes$¢ tancuch peptydowego syntetycznych inhibitordw np. 93 przyjmuje konformacje bardzo
zblizong do konformacji natywnego peptydu w kompleksie). Otrzymano tez i zbadano strukture
kompleksu biatka p53 z 68, wskazujac na wpltyw reszty CpR na usztywnienie tancucha
polipeptydowego w jego C-kornncowej czesci i ukierunkowanie Prol2 w strone reszt lizyny w biatku
p53. Mozna zatem jednoznacznie stwierdzi¢, ze przeprowadzone badania zakonczyty sie sukcesem
i doprowadzity do wynikdéw, ktére sg ciekawe poznawczo i mogg znalez¢ praktyczne zastosowanie
w projektowaniu substancji aktywnych biologiczne.

Jednak, jak to zwykle bywa, podczas lektury pracy nasuwa sie kilka pytan i komentarzy.

1. Projektowanie czgsteczek hamujacych odziatywania miedzybiatkowe stanowi bardzo istotng
cze$¢ rozprawy, jednak w pracy nie udato mi sie znalez¢ informacji jakie metody obliczeniowe
oraz programy zostaly zastosowane do projektowania aktywnych biologicznie czasteczek. W
rozprawie prezentowana jest bardzo dobra grafika molekularna, nie wiadomo jednak na jakiej

drodze wygenerowana

2. Rys 21 przejscie 37-38 pomija etap redukcji substratu borowodorkiem sodu. (jednak w opisie

eksperymentu ten odczynnik jest wymieniony)



3. Dane dotyczace pomiardw polaryzacji fluorescencji nie precyzuja jaki fluorofor zostat
wykorzystany w badaniach. Czy zastosowano naturalng fluorescencje biatka (np. reszty Trp)

czy tez zastosowano jakis rodzaj znacznika fluorescencyjnego?

4, Na stronie 77 Doktorantka stwierdza ze zwiekszenie liczby reszt B-aminokwaséw do 4
stabilizuje konformacje heliakalng. Jednak zaprezentowane widma CD odbiegajq od
standardowych widm uktadow heliakalnych, i nie jest dla mnie jasne jaki rodzaj helisy jest tu

postulowany.

Uwagi powyzsze nie wpltywajg na mojg wysokg ocene rozprawy doktorskiej. Proporcje pomiedzy
poszczegdllnymi czesciami pracy sg dobrze wywazone a cato$¢ napisana jest przejrzyscie i
przewaznie dobrym, poprawnym jezykiem. Potkniecia stylistyczne i terminologiczne (wystepujace
gtdwnie w czesci teoretycznej) sg bardzo nieliczne, i nie utrudniajg zrozumienia tekstu. Ponizej

zamieszczam kilka przyktadéw mniej udanych sformutowan:

Str 11 ... Niestety odkrycie nowych syntetycznych inhibitorow oddziatywania biatko-biatko
jest bardzo trudnym zadaniem wynikajgcym z koniecznosci dopasowania
niskoczgsteczkowych zwigzkéw .......

Stri12 ... Majq one wiele zalet.......... .m.in. dostepna synteza.....

Str 23....... Bedacych lustrzanymi odbiciami w poréwnaniu do a-L-peptydyddéw.......

Str 23...... posiadajq niestety liczne cechy nieporzadane.......

Bibliografia (175 pozycji) jest przygotowana w sposob jednolity i staranny. Uwzglednia najnowsze
publikacje az do roku 2016.Wiekszo$¢ prac uwzglednionych w bibliografii powstata po roku 2000
co $wiadczy ze tematyka pracy doktorskiej jest aktualna i budzi powszechne zainteresowanie w
$rodowisku naukowym

Wedtug bazy Web of Science, dotychczasowy dorobek naukowy Doktorantki obejmuje jedng
opublikowang prace, ale w bardzo prestizowym czasopiSmie (Angewandte Chemie). Jakos¢
wynikow ktére znalazty sie w rozprawie pozwala jednak przypuszczan, ze w niedtugim czasie ukazg
sie dalsze publikacje, ktoérych wspdtautorkg bedzie Pani Paulina Fortuna

Podsumowujac, stwierdzam, ze badania przeprowadzone przez Doktorantke odpowiadajg na
pytania postawione w celu pracy za$ eksperymenty zostaty zaprojektowane i wykonane starannie
oraz przedstawione w przejrzysty sposob. Literatura obejmuje najnowsze prace i cytowana jest w
sposob jednolity i konsekwentny. Wykonana przez Panig Mgr Pauline Fortune i przedtozona mi do

recenzji praca pt. ,Projektowanie i synteza inhibitoré6w oddzialywania biatko-biatko dla



uktadéw menina-MLL i p53-MDM2"” spetnia wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim
okreslone przez Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym z dnia 18 marca 2011 jak réwniez wymogi
zwyczajowe. Dlatego wnosze o jej przyjecie oraz dopuszczenie Autorki do dalszych etapdéw
przewodu doktorskiego. Jednoczesne ze wzgledu na wysoki poziom naukowych zaprezentowanych
badan, ich interdyscyplinarny charakter i potencjalnie duza uzytecznos¢ wynikéw zwracam sie z

whnioskiem o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Fortuny.

Dr hab. Piotr Stefanowicz, prof. UWr



