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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Agnieszki Ciesiolkiewicz

»Projektowanie, synteza i aktywnos$¢ biologiczna inhibitorow
oddzialywania PD-1/PD-L1 bazujacych na minibialkach”

wykonanej w Katedrze Chemii Bioorganicznej Politechniki Wroctawskiej
pod kierunkiem prof. dr hab. Lukasza Berlickiego i zrealizowanej w dziedzinie nauk $cistych
i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki chemiczne.

Podstawg formalng wykonania recenzji stanowi pismo Przewodniczacego Rady Dyscypliny
Naukowej Nauki Chemiczne dr hab. inz. Roberta Gory, prof. uczelni (283/RDND10/2023).

Zasadnos¢ podjetej tematyki

Sukces immunoterapii ukierunkowanej na zablokowanie immunologicznych punktéw
kontroli  zrewolucjonizowal leczenie choréb nowotworowych. Najpopularniejszymi
inhibitorami w tym podejsciu sg przeciwciala monoklonalne (mAb), przy czym kluczows
rolg odgrywajg przeciwciala skierowane na receptor programowanej $mierci 1 (PD-1) i jego
ligand (PD-L1). Zatwierdzone przez Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (FDA)
mAb stosuje si¢ do skutecznego leczenia wielu nowotworéw ztosliwych, w tym miedzy
innymi raka plaskonablonkowego skoéry, czerniaka, niedrobnokomoérkowego raka pluc, raka
nablonka dr6g moczowych czy klasycznego chloniaka Hodgkina. Co wiecej, trwajg badania
majace na celu sprawdzenie mozliwosci stosowania inhibitoréw punktéw kontrolnych,
samodzielnie lub w polaczeniu z innymi lekami, w leczeniu innych typéw nowotwordw.
Chociaz podejscie oparte o zastosowanie mAb ma ogromny potencjal terapeutyczny,
jednakze ma réwniez powazne wady i moze wywotywaé zdarzenia niepozgdane o podiozu
immunologicznym. Poza tym, leczenie to przyniosto skuteczne, trwate i dlugotrwate
odpowiedzi tylko u czgsci pacjentéw. Zatem istnieje duze zapotrzebowanie na alternatywne
terapie blokujace punkty kontrolne uktadu immunologicznego nieoparte na przeciwciatach.

W tym kontekscie postawiony w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej mgr inz.
Agnieszki Ciesiotkiewicz cel badan w postaci opracowania inhibitorow oddziatywania PD-
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1/PD-L1 bazujacych na minibiatkach wpisuje si¢ doskonale w aktualny nurt poszukiwan
strategii polegajacych na aktywacji uktadu odpornosciowego do atakowania komorek
nowotworowych. Tak wigc cel badan i zasadnoé¢ prowadzonych badan nie budza
jakichkolwiek zastrzezen. Praca zostala wykonana w Katedrze Chemii Bioorganicznej
Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem prof. dr hab. Lukasza Berlickiego, ktory z
sukcesem prowadzi badania zwigzane z projektowaniem, synteza i analizg aktywnosci
inhibitoréw oddziatywania biatko-biatko.

Charakterystyka rozprawy i uwagi

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Ciesiotkiewicz liczy 190
stron tekstu wzbogaconych o 72 rysunki i 27 tabel wydrukowanych w formacie
ksigzkowym. Dysertacja zostata przygotowana w sposob klasyczny dla doktorskich prac
eksperymentalnych. Zawiera polskie i angielskie streszczenie, wykaz skrotdw oraz szes¢
podstawowych rozdzialdéw obejmujacych wstep teoretyczny (36 stron), cel pracy (2 strony),
wyniki i dyskusje (94 strony), podsumowanie (4 strony), czg$¢ eksperymentalng (13 stron)
oraz bibliografie. Wykaz cytowanej literatury zawiera 143 pozycje, przy czym w wigkszosci
to pismiennictwo opublikowane po roku 2010.

W czesci literaturowej omowione zostaly zasadnicze zagadnienia zwigzane z rolg
odziatywan biatko-bialko, blokowaniem punktéw kontrolnych ukladu immunologicznego ze
szczegblnym uwzglednieniem oddzialywan PD-1/PD-L1 oraz charakterystyka minibialek.
Warto tutaj zauwazy¢, iz ostatni podrozdziat zawiera w przewazajacej czg$ci material ujety
w postaci artykulu ,,Miniproteins in medicinal chemistry” opublikowanego w roku 2022 w
czasopi$mie Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, w ktérym Pani mgr Ciesiotkiewicz
jest pierwszym autorem. Co istotne, Autorka dysertacji przyblizyla takze strukture znanych
trojhelisowych minibiatek, ktére wykorzystala do zaprojektowania inhibitoréw
oddziatywania PD-1/PD-L1. Umieszczone w tej czgéci pracy rysunki zdecydowanie
ulatwiajg lekture tekstu, a zaprezentowane tresci sg bardzo dobrym wprowadzeniem do
kolejnych rozdziatéw pracy.

W podrozdziale ,,Cel pracy” Pani mgr Agnieszka Ciesiolkiewicz przedstawia powody
podjetej tematyki oraz zatozenia osiggnigcia postawionego celu poprzez wykorzystanie
dwoch wariantow projektowania minibiatkowych inhibitoréw, a mianowicie wykorzystania
znanych struktur (wiliny i domeny ,engrailed) oraz projektowania de novo minibialek
zawierajgcych B-aminokwasy. Konformacje wszystkich zaprojektowanych minibiatkowych
inhibitorow miaty by¢ stabilizowane obecnoscig hydrofobowego rdzenia. Etapem wstepnym
do osiggni¢cia zalozonych celéw byla synteza i analiza biologiczna oraz strukturalna
makrocyklicznego peptydowego inhibitora oddzialywan PD-1/PD-L1 o nazwie pAC65
wymienionego w patencie Bristol Myers Squibb w 2016 r.

Pierwszym etapem pracy opisanym w podrozdziale ,,Wyniki i dyskusja” byla wlasnie
synteza 15-aminokwasowego pAC65 zawierajacego 7 reszt niekanonicznych. Co istotne, ze
wzgledu na brak komercyjnej dostgpnosci, pochodna tryptofanu (TrpNAc) musiata réwniez
zosta¢ zsyntetyzowana przez Doktorantkg. Juz na tym etapie pracy, mimo wykorzystania
opublikowanego wczeséniej protokotu, Pani mgr Ciesiotkiewicz musiala rozwigza¢ wiele
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probleméw metodycznych Rowniez proces oczyszczania TrpNAc wymagal optymalizacji,
podobnie jak synteza docelowego peptydu pAC6S5. Ostatecznie udalo si¢ otrzymal
wystarczajacego ilosci peptydu niezbgdne do otrzymania wysokiej jakosci krysztalow
pAC65 w kompleksie z PD-L1, co umozliwito rozwigzanie struktury przy rozdzielczosci 1,1
A. Badania krystalograficzne zostaly przeprowadzone w zespole profesora Tadeusza Holaka
z Wydzialu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego, podobnie jak ocena aktywno$ci
biologicznej peptydu pAC65. W tym celu przeprowadzono testy blokady
immunologicznego punktu kontrolnego na bazie komoérek oraz zweryfikowano
powinowactwo pAC65 do PD-L1 przy uzyciu dostgpnego handlowo testu z wykorzystaniem
homogennej czasowo rozdzielczej fluorescencji HTRF. W oparciu o dane uzyskane z testow
biologicznych wykazano, Zze pAC65 jest najsilniejszym opublikowanym dotychczas
inhibitorem interakcji PD-1/PD-L1 nieopartym na przeciwciatach, ktorego warto$¢ ECso jest
poréwnywalna z mAb zatwierdzonymi przez FDA. Co wigcej, otrzymane dane strukturaine
zostaly wykorzystane przez Doktorantk¢ w dalszych etapach pracy doktorskiej. W tym
miejscu nalezy rowniez zauwazy¢, ze wyniki tych prac zostaly zawarte w artykule
,,Structural and biological characterization of pAC65, a macrocyclic peptide that blocks PD-
L1 with equivalent potency to the FDA-approved antibodies” opublikowanym w 2023 r w
znakomitym czasopi$mie Molecular Cancer, gdzie Pani mgr Ciesiolkiewicz jest jedng ze
wspotautorow.

Dwa kolejne podrozdzialy to opis projektowania, analizy strukturalnej i aktywnosci
biologicznej minibiatkowych rusztowan i inhibitoréw. Autorka dysertacji wykorzystata
oprogramowanie RosettaDock umozliwiajgce wprowadzania losowych zmian strukturalnych
do modelowania molekularnego komplekséw minibiatko/PD-L1. W opisie czesci
eksperymentalnej dokowania in silico brakuje mi jednak szczegélowych parametrow
zastosowanych protokoléw. Na podstawie danych otrzymanych podczas modelowania,
potwierdzonych licznymi rysunkami przedstawiajagcymi wizualizacje struktur oraz tabel
zawierajgcych zaplanowane sekwencje aminokwasowe, zsyntetyzowane zostaty minibialka,
ktore analizowano strukturalnie z wykorzystaniem widm dichroizmu kotowego CD. Na
ctapie syntezy réwniez zabraklo mi informacji czy Pani mgr Ciesiolkiewicz napotkata
trudnoéci na tym etapie i jaka wydajnos¢ towarzyszyta poszczegblnym syntezom. O
trudnodciach syntetycznych Doktorantka wspomina jedynie podczas opisu minibiatek
zawierajacych B-aminokwasy. Prositabym wobec tego o komentarz tej kwestii podczas
publicznej obrony. Kolejne analizy obejmujg wykonanie krzywych denaturacji termicznej w
celu dostarczenia informacji o stabilnoéci konformacyjnej minibiatek oraz testy aktywnosci
biologicznej w postaci interferometrii biowarstwowej BLI oraz HTRF. Dzigki zastosowaniu
takiej metodologii mozliwe bylo okreslenie stalej dysocjacji Kp wigzania inhibitora z PD-L1
oraz stopnia dysocjacji kompleksu. W pracy zamieszczone zostaty odpowiednie widma CD,
krzywe denaturacji termicznej oraz tabele zawierajgce wyniki aktywnosci biologiczne;.

Na podstawie lektury mozna wnioskowaé o ogromnej ilosci pracy wlozonej w zmudna
optymalizacje otrzymanych potencjalnych inhibitoréw ze wzglgdu na napotykane trudnosci
zwigzane gtéwnie z brakiem obecnosci pozadanej konformacji, niedostateczng stabilno$cia
badz rozpuszczalnoscia. W pierwszym etapie Doktorantka przebadala sze$¢ potencjalnych
inhibitoréw bazujacych na strukturze wiliny (V1-V6) oraz oryginalne minibiatko V1.
Otrzymane minibiatka charakteryzowaty si¢ stosunkowo wysokim powinowactwem do PD-
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L1. Poniewaz wprowadzone mutacje miaty negatywny wplyw na stabilno$¢ konformacyjna
badz obserwowano brak korelacji migdzy wartoéciami Kp a aktywnos$cia inhibitorows, w
kolejnym etapie zaprojektowano minibiatkowe inhibitory oddziatywania PD-1/PD-L1 na
bazie struktury domeny ,engrailed”. Tutaj Autorka dysertacji poprzedzita projektowanie
inhibitorow optymalizacja samego rusztowania, €O doprowadzito do otrzymania jego
skroconej wersji EO. Poczatkowo zaprojektowano cztery inhibitory (E1-E4), sposréd
ktérych, na podstawie najkorzystniejszych parametrow stabilnosci i rozpuszczalnosci,
wytypowano zwigzek E1, dla ktérego okreslono warto$¢ ICso na poziomie 3,9 pM. Kolejne
rundy optymalizacyjne polegaly na potencjalnym zwigkszeniu aktywnosci inhibitorowej
(E5-E14) oraz dodatkowo stabilizacji struktury konformacyjnej (E15-E19), co doprowadzito
do otrzymania inhibitora charakteryzujgcego si¢ wartoécig ICso réwng 3,1 pM. Jednakze
dwa minibiatka o najkorzystniejszych wiasciwosciach i aktywnosci hamujacej (ES i E15)
wykazywaly ograniczong rozpuszczalno$¢ w medium przeznaczonym do hodowli
komorkowych. W zwigzku z tym Pani mgr Ciesiotkiewicz podjeta kolejne rundy
optymalizacji majace na celu poprawg rozpuszezalnosci w srodowisku wodnym, ktore
doprowadzily do otrzymania kolejnych grup potencjalnych inhibitorow (E20-E23 i E24-
E30) oraz E31-E33. Efektem tych prac bylo wytypowanie zwigzkow E24 i E32, ktére
zostaly poddane badaniom z wykorzystaniem komorek oraz testu blokowania
immunologicznego punktu kontrolnego oraz wyznaczenia wartosci ECso na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Na tym etapie okazato sie, ze kluczowe dla
aktywnosci syntetyzowanych peptydow w warunkach hodowli komorkowych jest pH
srodowiska. Obnizenie pH medium hodowlanego z wartosci 7,4 do 6,9 skutkowato wysoka
aktywnoscig hamujgca interakcji PD-1/PD-L1 dla obydwu testowanych peptydow na
poziomie mikromolarnym. Tg obserwacje uwazam za szczegOlnie znaczacg w kontekscie
potencjalnego zastosowania minibialek w terapiach przeciwnowotworowych. E32 zostat
réwniez wytypowany do kolejnej rundy optymalizacji, w wyniku ktérej zaprojektowano
minibiatka E34-E36, sposréd ktérych peptyd E36 wykazywat najkorzystniejsze cechy.

Jako drugi glowny cel Pani mgr Ciesiokieicz wskazala zaprojektowanie de novo
inhibitoréw interakcji PD-1/PD-L1 na bazie minibiatek zawierajacych B-aminokwasy. W
tym celu do struktury minibiatek wprowadzono cykliczny B-aminokwas oparty na strukturze
cyklopentanu (frans-ACPC). Podejécie to okazato si¢ jednak wysoce wymagajace 1 nie
sprostato pokladanym oczekiwaniom. Pierwsze zaprojektowane rusztowania (K1-K7)
zawieraly trzy reszty P-aminokwasow. Niestety niska rozpuszczalno$¢ najbardziej
obiecujacego pod wzgledem cech strukturalnych minibiatka K7 okazala sig ograniczeniem
dla kolejnych analiz. K7 stal si¢ jednak punktem wyjécia do kolejnych optymalizacji
wprowadzajgcych do rusztowan reszty polarne (K8-K12) oraz zwiekszajacych stopien
upakowania hydrofobowego rdzenia (K13-K15), a takze do syntezy wlasciwych inhibitorow
oddziatywan PD-1/PD-L1 (P1-P10). Ze wzgledu na bardzo ograniczong rozpuszczalnosé i
brak mozliwoéci analiz aktywnodci biologicznej potencjalnych inhibitoréw Autorka
dysertacji podjeta proby zaprojektowania i analizy strukturalnej minibiatek zawierajacych
dwie reszty p-aminokwasow (01-O5). Optymalizacja rusztowania O4 doprowadzita do
otrzymania kolejnej serii 06-O12, ktéra jednak réwniez nie spenita oczekiwan pod
wzgledem stabilizacji struktury. Ostatecznie peptyd OS5 zostal poddany analizom
strukturalnym, ktére na etapie pisania rozprawy nie zostaty jeszcze uzyskane. W zwigzku z
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tym prosze o komentarz czy dostgpne s juz wyniki tych analiz i ewentualnie jakie wnioski
mozna z nich wyciggna¢.

W kolejnym podrozdziale znajdujmy zwigzle podsumowanie otrzymanych wynikéw, a w
kolejnym ,,Cze$é eksperymentalna” opis procedur poszczegblnych eksperymentéw. Opisy te
sg jednak czgsto dosé ogolnikowe. W kontekscie podrozdziatu ,,Podsumowanie” prositabym
o jasne wskazanie przez Autorke dysertacji podczas publicznej obrony pieciu
najistotniejszych wg Niej wnioskow wynikajacych w przeprowadzonej analiz typu
struktura-aktywnos¢.

Nalezy podkresli¢, ze umiejgtne zaplanowanie badan i konsekwentne ich realizowanie
poprzez kolejne rundy optymalizacyjne dostarczyty szeregu oryginalnych wynikow
istotnych pod wzgledem poznawczym i aplikacyjnym. Na uwage zastuguje nie tylko
osiagniecie ostatecznego celu, czyli otrzymania minibiatkowych inhibitoréw oddziatywania
PD-1/PD-L1 wykazujacych mikromolarng aktywno$¢ hamujaca, ale réwniez ilos¢
zaprojektowanych, zsyntetyzowanych i przeanalizowanych peptydow. Jak wskazuje w
podsumowaniu Doktorantka, w ramach przedstawione; dysertacji otrzymano 42 potencjalne
inhibitory zawierajace o- oraz 37 zawierajacych o- 1 B-aminokwasy. Swiadezy to o
determinacji i ogromnym nakladzie pracy Pani mgr Ciesiolkiewicz. Szkoda, ze wyniki te nie
ukazaly si¢ jeszcze w postaci artykutu naukowego.

Pod wzgledem edytorskim Doktorantce nie udato sig¢ ustrzec bledéw, ktore jednak nie
wplywaja zasadniczo na pozytywny odbior catej pracy. Przyktadowo
e w nicktoérych akapitach brak jest odnosnikow literaturowych do prezentowanych
tre§ci (np. w podrozdziale 1.3). Mankament ten powtarza si¢ réwniez w kolejnych
rozdziatach.
e rysunek 1: czy powinien by¢ odnosnik 28 czy 23
o skroty myslowe, np. ,receptorow regulujacych limfocyty T” zamiast regulujacych
aktywnos¢ limfocytow T Iub ,Zwigkszenie aktywnosci hamujacej biologie
interleukiny-2” (powinno tez by¢ IL-2 lub interleukiny 2)
o gen kodujgcy PD-1, pdedl, (blgdnie zastosowana nomenklatura ludzkiego genu -
powinno by¢ PDCDI)
o fosfatazy hydrolizuja reszty fosforanowe? (str. 13)
e usterki jezykowe, np. receptor ekspresjonowany zamiast eksprymowany; Peptydu
(zamiast Peptydy) oczyszczane
e str 35: Odnosnik 80 (Liu J et al., Front Pharmacol. 2021;12:731798) - powinno by¢
Liu et al. J Immunother Cancer. 2019;7(1):270.

Podsumowujac, nakre$lone na poczgtku cele pracy, ktore stanowig ziozone problemy
badawcze zostaly zrealizowane w sposéb skrupulatny i przemyslany. Nie oznacza to jednak,
ze tematyka badawcza zostala w tym obszarze wyczerpana. Wrecz przeciwnie - otwiera
nowe pola do dyskusji, a otrzymane wyniki stanowig punkt wyjécia do dalszych badan.
Dlatego prositabym Doktorantke o kilka zdafh na temat mozliwoéci podjecia kolejnych
krokow badawczych w oparciu o uzyskane dotychczas wyniki.
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Podsumowanie

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Ciesiotkiewicz
zatytulowana ,,Projektowanie, synteza i aktywno$¢ biologiczna inhibitoréw oddziatywania
PD-1/PD-L1 bazujacych na minibiatkach” stanowi merytorycznie warto$ciowy i nowatorski
wklad do S$wiatowej wiedzy na temat chemii peptydéw i mozliwosci wykorzystania
minibiatek do hamowania odziatywan biatko-biatko. Rozprawa obejmuje bogaty materiat,
ktéry wymagat przeprowadzenia szeroko zakrojonych badan. Stwierdzam wiec z calym
przekonaniem, Ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wszelkie warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie WYZSzym
i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm) i wnioskuje¢ do Rady Dyscypliny Naukowe;j
Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej o przyjgcie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr
inz. Agnieszki Ciesiotkiewicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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