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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Twardej-Clapy pt. ,Small-molecule
inhibitors of the p53-Mdm2/MdmX interaction as basis of anticancer therapy. Determination
of the crystal structure of the FAS1 domain of the hyaluronic acid receptor Stab2”

Praca doktorska pani Aleksandry Twardej-Clapy dotyczy projektowania potencjalnych
lekow przeciwnowotworowych w oparciu o testy biochemiczne i badania strukturalne. Jest ona
czescig wiekszego projektu, realizowanego przez kilka grup badawczych, koordynowanego przez
profesora Tadeusza A. Holaka, ktory jest bezposrednim promotorem tego doktoratu. Cze$¢ badan
byta realizowana przez doktorantke pod opieka dr hab. Grzegorza Dubina, ktory petni funkcje
promotora pomochiczego.

Praca jest napisana w jezyku angielskim z zataczonym streszczeniem zaréwno w jezyku
angielskim, jak i w polskim. Podzielona jest na 5 gtéwnych paragraféw: Wprowadzenie, Cel pracy,
Materiaty, metody i procedury, Rezultaty i Dyskusja oraz Podsumowanie. Zawiera réwniez Apendix
z opisem syntezy badanych inhibitorow, spisem skrotéw, rysunkow, tabel i literatury.

Gtownym celem niniejszej pracy doktorskiej byto zaprojektowanie inhibitorow
zapobiegajacych oddziatywaniu biatka p53 z biatkami regulatorowymi Mdm2 i MdmX, ktére to
kontrolujg jego aktywnos$é. Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym zapobiegajacym wejsciu
komérki na droge nowotworzenia. Ten czynnik transkrypcyjny reguluje caty szereg proceséw
wewnatrzkomorkowych, miedzy innymi: zatrzymanie cyklu komoérkowego i naprawe DNA.
W warunkach stresowych biatko Mdmz2 indukuje swojg wiasng degradacje oraz homologicznego
biatka MdmX, prowadzac do aktywacji biatka p53, co z kolei wyzwala transkrypcje genéw
kontrolowanych przez to biatko. Zapobiezenie oddziatywaniu biatek Mdm2/MdmX z tetramerem
biatka p53 jest potencjalnym kierunkiem terapii w wielu chorobach nowotworowych. Analiza
oddziatywan biatko - ligand stanowi podstawe do projektowania kolejnych inhibitoréw o lepszych
wiasciwosciach.

Oddziatywanie miedzy biatkiem p53 a biatkami Mdm2 i MdmX polega na przytaczeniu
helikalnego fragmentu biatka p53 do hydrofobowej bruzdy wystepujacej w obydwu tych biatkach.
Oddziatujgca helisa pochodzi z N-terminalnej domeny TAD (fransactivation domain) biatka p53,
a kluczowe w oddziatywaniach reszty to: Phe19, Trp23 i Leu26. Matoczasteczkowe inhibitory,
nasladujgce oddziatywanie tego fragmentu z biatkami Mdm2 i MdmX, zwiekszajg stezenie
aktywnej formy biatka p53 i indukujg transkrypcje genoéw supresorowych.



W ramach projektu Doktorantka sprawdzata aktywno$¢ biologiczng szeregu inhibitoréw
biatek Mdm2 i MdmX. Zwigzki te byty syntezowane przez grupy z Wydziatu Chemicznego UJ
w Krakowie i Departamentu Projektowania Lekdw, Uniwersytetu w Groningen, Holandia. Inhibitory
te byty oparte na centralnym fragmencie o réznej naturze chemicznej: imidazoli, furanonow,
3-pyrolino-2-ketonéw, bisindoli, tetrazoli, o-amino-acylo-amidéw, (-laktaméw i macrocykili.
Wszystkie te zwigzki zawierajg pierscien indolu przylaczony do centralnego fragmentu,
nasladujgcy oddziatywanie reszty bocznej tryptofanu (Trp23) z domeny TAD. Pozostate
modyfikacje zwigzkéw polegaty na wprowadzeniu podstawnikow bedacych analogami
fenyloalaniny (Phe19) i leucyny (Leu26). Dodatkowo budowa ich centralnego fragmentu umozliwia
odpowiednie  steryczne rozmieszczenie poszczegdlnych  podstawnikow.  Oddziatywania
zsyntezowanych inhibitorow z biatkami Mdm2 i MdmX byly badane za pomoca fluorescencji
polaryzacyjnej (FP), termoforezy mikroskalowej (MST), dwuwymiarowego magnetycznego
rezonansu jadrowego 'H-'"N NMR, a dla kilku wybranych komplekséw byt przeprowadzony pomiar
dyfrakcyjny i rozwigzane zostaly struktury krystaliczne. Aktywno$c¢ inhibitoréw byta testowana na
ludzkich liniach komoérkowych poprzez badanie przezywalnosci komoérek, analize cyklu
komorkowego oraz testy Western Blott z uzyciem przeciwciat antyMdm2.

Zakres badan opisanych w pracy jest imponujgcy i trudno sobie wyobrazi¢ by w catosci byty
wykonane przez jedng osobe. Sktad autoréw zatgczonego dorobku publikacyjnego Doktorantki
swiadczy o tym, ze wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy sg rezultatem szerokiej wspdtpracy
Z innymi naukowcami.

Biatka Mdm2 i MdmX byty krystalizowane z wybranymi inhibitorami w celu przesledzenia
oddziatywan w bruzdzie wigzacej i zebraniu strukturalnych informacji do projektowania kolejnych,
ulepszonych inhibitoréw. Analiza oddziatywan inhibitor - biatko jest przeprowadzona bardzo
doktadnie i okresla nature oddziatywarn odpowiedzialnych za tworzenie kompleksu, ktory
zapobiega interakcji biatka Mdm2 i MdmX z biatkiem p53. Czeé¢ krystalograficzna pracy zawiera
dwa dodatkowe aspekty badan. Pierwszy z nich dotyczy wykrycia spontanicznej dimeryzacji biatka
Mdm2 indukowanej przez niektore z inhibitoréw, drugi natomiast dotyczy badan strukturalnych
FAS1, fragmentu biatka Stab2, bedacego receptorem kwasu hialuronowego. Przeprowadzone
badania na myszach wykazaty, ze brak biatka Stab2, jak i blokowanie jego aktywnosci za pomocg
przeciwciat, zwieksza ilos¢ kwasu hialuronowego we krwi i ogranicza liczbe przerzutow. Badania
krystalograficzne biatka Stab2 dotyczg domeny FAS1 o dtugosci 139 aminokwaséw, a 2D HSQC
'H-""N NMR pozwolit na wstepne zidentyfikowanie reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za
wigzanie kwasu hialuronowego.

Gtéwnym celem okreslonych struktur krystalicznych bylo przeanalizowanie oddziatywan
biatko — inhibitor. Rozdzielczos¢ danych dyfrakcyjnych, jak rowniez inne parametry statystyczne
procesowania danych dyfrakcyjnych i udoktadniania struktur krystalicznych sg bardzo dobre.
Wysokiej jakosci mapy gestosci elektronowej pozwolity na idealne wmodelowanie czasteczek

inhibitoréw, natomiast niektére tanicuchy boczne reszt aminokwasowych zostaty uciete — dlaczego?



Miatam mozliwos¢ przeanalizowania struktur przestrzennych zdeponowanych w PDB przez
doktorantke i zauwazytam, ze wiele z nich, szczegdlnie we wczeséniejszych depozycjach, posiada
uciete tancuchy boczne reszt aminokwasowych cho¢ mapy gestosci elektronowej pozwolityby na
ich wbudowanie i okreslenie dominujacej konformacji. Uwazam, ze lepszym rozwigzaniem
w przypadku gorszej jakosci map gestosci elektronowej jest wbudowanie petnego tarncucha
bocznego aminokwasu w dominujgcej konformaciji, bgdz nawet fragmentu gtéwnego tancucha
biatkowego w dwdch konformacjach, co ma miejsce w strukturze FAS1, a wysokie czynniki drgan
termicznych $wiadcza w takim przypadku o labilnosci konformacyjnej danego fragmentu biatka.

Typowe prace doktorskie z zakresu krystalografii biatek sg zazwyczaj juz tak obszerne, ze
same wystarczajg na projekt doktorski. Praca doktorska pani mgr inz. Aleksandry Twardej-Ctapy
jest praca dotyczacg gtownie projektowania inhibitoréw - potencjalnych lekéw antynowotworowych,
a badania strukturalne stanowig integralng, bardzo wartosciowg cze$¢ catego projektu.
Prezentowana w pracy wszechstronnoé¢ i réznorodno$¢ przeprowadzonych badan $wiadczy
o0 dojrzatosci naukowej Doktorantki, ktérg dodatkowo potwierdza liczba 8 publikacji, w ktérych jest
wspotautorem, a dwie kolejne prace znajduja sie w recenzji.

Praca doktorska pani Aleksandry Twardej-Ctapy ma nietypowy dla prac doktorskich uktad,
gdyz nie zawiera wydzielonego rozdziatu ,Metodyka". Niektére zagadnienia metodyczne mozna
znalez¢ w paragrafie ,Methods and procedures” jednak sg one opisane w bardzo skrdconej formie,
w sposob typowy dla publikacji. Cze$¢ z nich nie zawiera odno$nikéw literaturowych, co
szczegolnie w przypadku procedur mato mi znanych utrudniato analize. Na przyktad w paragrafie
3.2.56.5 Cell-based assays, w opisie metody oznaczania przezywalnosci komoérek ,Cell viability
assay” trudno jest dociec, jaki zwigzek ma przezywalno$¢ komoérek z iloscig powstatych krysztatow
formazanu i absorbancjg mierzong przy dwoéch dtugosciach fali (570 nm i 650 nm). Podobnie
brakuje wyjasnienia w analizie cyklu komérkowego ,Cell Cycle analysis”, jakie znaczenie ma
.trypsinized” - na czym polega ta procedura i jaki ma zwiazek z iloscig oznaczonego DNA?. Czy tu
badana byta cytotoksycznosc¢ tego preparatu?

W zwigzku z brakiem opiséw zjawisk fizyko-chemicznych lezacych u podstaw stosowanych
metod badawczych wykonywanych eksperymentéw prositabym Doktorantke o zwiezte
przedstawienie procesu krystalizacji makromolekut, metod rozwigzywania problemu fazowego
I dwuwymiarowego magnetycznego rezonansu jadrowego. Najwigkszg trudno$é w interpretacii
widm 2D HSQC 'H-"N NMR stanowi przypisanie poszczegélnych sygnatéw dla wszystkich
nieprolinowych reszt aminokwasowych - czy doktorantka dokonywata tego przypisania sama, czy
we wspoétpracy ze specjalistami wykonujacymi pomiar?. Jednoczes$nie jestem ciekawa w jakim
stopniu w tym przypisaniu pomocna byta znajomosé struktur krystalicznych.

Poza tym w pracy dostrzegtam kilka niepoprawnych badz niezrecznych sformutowan, jak np.:
- ,Obtained crystals were further optimized” — optymalizujemy warunki krystalizacyjne zmieniajac
rozne parametry roztworu krystalizacyjnego by wyhodowaé krysztat odpowiedni do badan
dyfrakcyjnych.



- Czasami domena FAS1 nazywana jest Stab2, a przeciez jest to tylko maty fragment tego biatka.

- Tytut paragrafu 3.2.4.1. jest: ,Protein techniques” chyba zostato przez przypadek nie dodane
stowo ,analysis” — czyli powinno by¢ ,Protein analysis techniques”.

- Nazwy tacinskie i state fizykochemiczne powinny by¢ pisane kursywa.

- Czes¢ asymetryczna w rozwigzanych strukturach nie jest ulokowana w komoérce elementarnej.

- Rysunek 4.16 jest nieczytelny: wiazania wodorowe nalezy przedstawia¢ precyzyjnie tak, by
doktadnie byto wida¢ donor i akceptor, zwyczajowo czgsteczki wody oznacza sie czerwong kulkg
odpowiadajacg atomowi tlenu (co Autorka na rys. 4.25 zastosowata), nie stosuje sie cieni
w rysunkach struktur.

- W spisie tresci ostatni rozdziat to Conclusin, natomiast w tresci pracy to Overal conclusion of the
thesis.

Praca napisana jest bardzo dobrym jezykiem naukowym. Liczba 114 pozycji i réznorodnosé
odnosnikéw literaturowych koresponduje z wysokim poziomem prezentowanych badan. Czytajac
prace widac¢, ze autorka wnikliwie $ledzita literature w catym okresie wykonywania badan. Nie jest
jednak cytowana literatura do prac konkurencyjnych grup badawczych pracujacych nad
analogicznymi lub podobnymi inhibitorami. Brakuje réwniez poréwnawczej analizy strukturalnej do
analogicznych kompleksow biatek Mdm2 i MdmX z inhibitorami, badz fragmentami biatka p53.

W podsumowaniu stwierdzam, ze pani mgr inz. Aleksandra Twarda-Ctapa przedstawita
rozprawg doktorska posiadajgcg wysokie walory poznawcze, a wymienione powyzej uwagi
krytyczne nie wplywajg na wartos¢ merytoryczna pracy. Doktorantka wykazata szerokg wiedze
biochemiczng oraz znajomos¢ badan strukturalnych biatek. Dysponuje solidnym i réznorodnym
warsztatem eksperymentalnym i wiasciwie dobierata metody do rozwigzywania postawionych
problemoéw badawczych. Uzyskane wyniki sg oryginalne i stanowig niewatpliwie nowo$¢ naukowa.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska pani mgr inz. Aleksandry Twardej-Clapy
spetnia wszelkie warunki stawiane pracom doktorskim zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. z 2003r. Nr 65 poz 595 z pdzniejszymi zmianami), uwzgledniajgc Rozporzadzenie MNiSW
z dnia 30 pazdziernika 2015 r. w sprawie szczegétowego trybu i warunkéw przeprowadzania
czynnosci w przewodach doktorskich, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu
0 nadanie tytutu profesora (Dz. U. 2015 poz. 1842) oraz stosujgc kryteria zawarte
w Rozporzadzeniu MNiSW z dnia 1 wrzeénia 2011 r. (Dz. U. nr 196, poz. 1165), dlatego stawiam
wniosek o dopuszczenie pani magister inzynier Aleksandry Twardej-Ctapy do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Dodatkowo, biorgc pod uwage liczbe publikacji, w ktérych Doktorantka jest
wspodtautorem oraz zakres i réznorodno$¢ przeprowadzonych badan wnioskuje o wyrdznienie jej
pracy doktorskie;j.



