1.6dz, dn. 18.03.2024 1.
Dr hab. inz. Aneta Biatkowska, prof. uczelni
Instytut Biotechnologii Molekularnej i Przemystowe;
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechnika t.6dzka
ul. Stefanowskiego 2/22, 90-537 Lodz

aneta.bialkowska@p.lodz.pl

Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Ciesiolkiewicz pt. ,Projektowanie, synteza
i aktywno$é biologiczna inhibitoréw oddzialywania PD-1/PD-L1 bazujgcych na
minibialkach”, wykonanej w Katedrze Chemii Bioorganicznej Politechniki Wroclawskiej
pod kierunkiem promotora prof. dr hab. inz. L.ukasza Berlickiego

Podstawa formalna

Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
w Politechnice Wroctawskiej z dnia 17 stycznia 2024 roku.

Podstawa prawng wykonania recenzji jest ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.).

Wybdr i znaczenie tematu

Podjeta w pracy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Ciesiotkiewicz problematyka badawcza
dotyczaca projektowania, syntezy i aktywnosci biologicznej inhibitoréw oddzialywania PD-
1/PD-L1 bazujacych na minibiatkach jest niezwykle ciekawa i otwiera nowe mozliwosci
terapeutyczne, m.in. w leczeniu nowotworéw. Szczegélng rol¢ odgrywa tutaj blokowanie
punktéw kontrolnych uktadu immunologicznego, takich jak PD-1/PD-L1. Jak do tej pory
najbardziej znaczaca role w tym kierunku przypisuje sig inhibitorom opartym na
przeciwciatach. Na $wiecie, jak dotad zatwierdzono fgcznie 11 przeciwcial blokujacych
oddziatywanie PD-1/PD-L1, spo$rod ktérych 7 zostalo zatwierdzonych przez Agencj¢
Zywnosci i Lekéw (FDA). Niestety nie jest to rozwigzanie doskonate, ze wzglgdu na
potencjalng immunogenno$é i staba zdolno$¢ przenikania do guzow litych. Dlatego tez
poszukuje si¢ innych zwiazkéw, ktére charakteryzowalyby si¢ nizsza toksycznos$cia, lepsza
biodostepnoscig oraz lepszym dostgpem do wybranych rodzajow nowotworéw. W tym
kontekscie za rokujaca strategie lecznicza uwaza si¢ stosowanie do inhibicji oddziatywania PD-
1/PD-L1 peptydéw oraz zwigzkéw matoczasteczkowych. W obrebie tych grup duze nadzieje
wiaze sie z minibiatkami, ktére taczac cechy peptydow i biatek moga efektywnie blokowaé
oddziatywania biatko-biatko. Sa to najczesciej czasteczki nie przekraczajace masy 10 kDa
o $cisle zdefiniowanej strukturze trzeciorzgdowej, ktore mozna modyfikowa¢ w celu poprawy
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aktywnosci biologicznej. Ich stosowanie w skutecznym hamowaniu interakcji PD-1/PD-L1
wymaga jednak kontynuacji badan, ktére moga doprowadzic do opracowania innowacyjnych
terapii, konkurencyjnych dla immunoterapii PIZeciwnowotworowe;.

W zwiazku z przedstawionymi faktami uwazam, ze dokonany przez Doktorantke wybor
tematu badawczego jest bardzo trafny i wnoszacy wiele elementow nowosci, szczegblnie ze
wzgledu na mato dotychczas poznany w literaturze tematu obiekt badan, jakimi sa minibiatka.
Jest to grupa zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu medycznym, zwlaszeza w przypadku
trudnych celéw terapeutycznych, takich jak interakcje bialko-biatko. W pelni uzasadniona jest
zatem realizacja celéw postawionych przez Panig mgr inZ. Agnieszke Ciesiolkiewicz
w recenzowanej pracy. Juz na tym etapie analizy rozprawy doktorskiej nalezy podkresli¢
i doceni¢ zakres realizowanych prac zwigzany z dwojakim podejsciem do projektowania
nowych inhibitoréw oddziatywania PD-1/PD-L1. Pierwsze opierato si¢ na wykorzystaniu
stabilnych konformacyjnie minibiatek jako rusztowan do projektowania zwigzkow
inhibitorowych, a drugie na projektowaniu de novo rusztowan wzbogaconych o f-aminokwasy.

Ocena pracy pod wzgledem wymagan formalnych

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inZ. Agnieszki Ciesiolkiewicz
ma klasyczng dla tego rodzaju dokumentow strukturg i liczy 190 stron. Sktada si¢ z pigciu
gtownych rozdzialéw (wstgp, cel pracy, wyniki i dyskusja, podsumowanie i cz¢s¢
eksperymentalna), wzbogaconych streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Na koncu
rozprawy dotaczone sg, w formie tabel, charakterystyki peptydow. Istotnym elementem pracy
jest bibliografia, zawierajaca 143 pozycje literaturowe, ponumerowane zgodnie z cytacjami
w tekscie, umieszczone na 11 stronach tekstu. W pracy znajduja sig ponadto 72 rysunki i 27
tabel. W mojej opinii, znacznym utatwieniem dla czytelnika, byloby zamieszczenie przez
Doktorantke na koficu pracy spisu rysunkéw i tabel.

W rozdziale wyniki i dyskusja Doktorantka opisuje kolejne badania, ktérych wyniki
rekapituluje w podrozdziatach zatytulowanych wnioski. W opinii recenzenta nie sa to jednak
whnioski, a raczej podsumowania. W dodatku znaczna ich cz¢s¢ to obserwacje, a nie wnioski,
gdyz generuja pytania ,,dlaczego?” i pozostawiajg je bez odpowiedzi. W sumie te rozdziaty nie
zostaty prawidlowo nazwane, z pewnoscig wskazuja na duze umiejetnosci Doktorantki
w obszarze analizy, natomiast umiejg¢tnosci syntezy i formutowania wnioskow nalezy
udoskonali¢. Dobrg praktyka jest zamieszczanie w pracy doktorskiej odrgbnego rozdziatu -
dyskusja wynikow. W niniejszej pracy tego zabraklo. Mysle, ze wartoSciowa bylaby
interpretacja wynikow badan Doktorantki i ich konfrontacja z wynikami innych autorow
literatury $wiatowej z danego zakresu badawczego. Zdaje sobie jednak sprawe, ze nie jest to
tatwe, zwlaszcza w przypadku innowacyjnych badan.

Ponadto uwazam, ze zabrakto w pracy informacji na temat dorobku naukowego Autorki
niniejszej dysertacji. Taka wiedza pozwolilaby dokona¢ bardziej calosciowej oceny dojrzatosci
naukowej Doktorantki.

Od strony edytorskiej praca jest dobrze przygotowana. Pojawiaja si¢ co prawda
niefortunne sformutowania i bledy literowe, ale one nie zakldcajg odbioru pracy i nie wptywaja
na warto$¢ naukowg rozprawy.

Stwierdzam, ze praca spetnia wymagania formalne stawiane rozprawom doktorskim.
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Ocena pracy pod wzgledem wymagan merytorycznych

W streszczeniu rozprawy Pani mgr inz. Agnieszka Ciesiotkiewicz przedstawita obecnie
stosowane strategie dotyczace blokowania punktéw kontrolnych uktadu immunologicznego,
takich jak PD-1/PD-L1. Zabrakto mi jednak w tej czgsci skroconego opisu najwazniejszych
informacji o przeprowadzonych do$§wiadczeniach i uzyskanych wynikach.

Kolejny rozdziat zatytutowany ,,Wstep” liczy 36 stron i zaczyna sie wyjasnieniem roli
oddziatywania biatko-bialko w procesach biologicznych. W kolejnych podrozdziatach
Doktorantka skupia si¢ na oméwieniu interakcji PD-1/PD-LI, zwlaszcza w kontekScie
mechanizmu inicjacji i rozwoju odpowiedzi immunologicznej przeciw nowotworom, a takze
analizuje strukture kompleksu obu biatek. Duzy fragment wstepu Autorka pracy poswigca
opisowi réznych inhibitoréw wspomnianego oddzialywania, ze szczegdlnym uwzglednieniem
przeciwcial monoklonalnych, peptydow oraz zwigzkéw maloczasteczkowych. Ostatni
fragment to obszerny opis charakterystycznych cech strukturalnych minibiatek i sposobow
stabilizacji ich konformacji.

Nie ma watpliwosci, ze do przygotowania cz¢sci teoretycznej pracy Doktorantka
wykorzystata bogata literaturg Zrédtows. Opracowanie to, napisane poprawnym jezykiem,
ujmuje przedmiotowa problematyke badawcza i potwierdza dobre przygotowanie do podjgtego
zadania. Z obowiazku recenzenta odnotowuje pojedyncze bigdne sformutowania, takie jak np.
,receptor jest ekspresjonowany”, czy ,, rekrutacja fosfataz”.

W kolejnym rozdziale Autorka przedstawita cel pracy, ktory uwazam za interesujacy,
innowacyjny i praktyczny. W mojej opinii jego realizacja moze przyczyni¢ si¢ do dalszego
rozwoju dziedziny projektowania i otrzymywania wysoce aktywnych lekow opartych na
minibiatkach. Pewien niedosyt budzi, moim zdaniem, brak sformutowanych w oparciu
o literature hipotez badawczych, ktére bytyby dobrym wstepem do wynikow badan wlasnych
i pozwolilyby Doktorantce na wykazanie w tym obszarze Jej dojrzatosci naukowej,
a czytelnikowi umozliwityby uzyskanie pelnego obrazu szeroko zakrojonych badan.

Rezultaty przeprowadzonych badan i dyskusja wynikow zostaly wnikliwie omoéwione
w kolejnym, liczacym 94 strony rozdziale zatytulowanym ,Wyniki i dyskusja”. Nalezy
podkresli¢, ze prace badawcze zostaly zaplanowane bardzo konsekwentnie i logicznie.
Realizacj¢ swoich badan Doktorantka rozpoczgta od analizy oddziatywania PD-LI
z wysokoaktywnym, makrocyklicznym peptydowym inhibitorem pAC65 i stanowilo to istotny
punkt wyjscia do efektywnego projektowania nowych minibiatkowych inhibitoréw. W tym
celu Doktorantka przeprowadzila 4-etapowa syntezg pochodne; tryptofanu w oparciu
o zmodyfikowang procedur¢ opracowang przez firme Bristol-Myers Squibb (MS). Dalsze
badania z tym rodzajem inhibitora, opisane przez Doktorantke w pracy, zostaly
przeprowadzone przez czlonkéw zespolu prof. Tadeusza Holaka z Zespotu Chemii
Bioorganicznej i Medycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Dotyczyly one
aktywnosci biologicznej peptydu pAC6S, a takze analizy strukturalnej interakcji pomigdzy
pACG65 i PD-L1. Jak podaje Autorka uzyskane, poza macierzystg jednostka, wyniki zostaly
wykorzystane na kolejnych etapach pracy do proj ektowania nowych inhibitoréw docelowego
oddziatywania. Za takie Pani Ciesiotkiewicz uznafa inhibitory bazujace na strukturze
minibiatek. Pierwszym z nich byla wilina. Ten wybor jest w petni uzasadniony, poniewaz ta
czasteczka cechuje si¢ optymalng do syntezy dtugoscig sekwencji aminokwasowej, szybkim
procesem zwijania oraz wysoka stabilnoscig konformacyjng. Doktorantka na podstawie analizy
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wymodelowanego kompleksu wilina/PD-L1 wskazata potencjalne miejsca i rodzaje mutacji,
a nastepnie z zastosowaniem protokotu FastDesign oprogramowania Rosetta wytypowata szes¢
mutantéw o najlepszej ocenie. W kolejnym kroku dokonata analizy strukturalne;j
zsyntetyzowanych minibiatek za pomocg dichroizmu kotowego (CD), skupiajac si¢ gtdwnie na
identyfikacji obecnosci struktur drugorzedowych, okresleniu stabilnos$ci termicznej oraz
wyznaczeniu temperatury rozfaldowywania zaprojektowanych inhibitoréw. Aby oceni¢
korelacje struktura-funkcja docelowych minibiatek w oddziatywaniu z PD-L1 Autorka
oznaczyta aktywno$é biologiczng peptyddéw, wykorzystujac do tego celu dwie metody:
interferometrie biowarstwowa (BLI) oraz homogenng czasowo-rozdzielcza fluorescencje
(HTRF). Dopehienie tych badan stanowity testy blokowania immunologicznego punktu
kontrolnego oparte na komorkach (ICB), ktére wykonane zostaly w Zespole Chemii
Bioorganicznej i Medycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu J agiellonskiego. Niestety wyniki
uzyskane na tym etapie nie byty zadowalajace i doprowadzily Doktorantke do wniosku, ze
wprowadzone mutacje w obrgbie 6 z 35 reszt aminokwasowych oryginalnego rusztowania
prowadza do obnizenia stabilnosci konformacyjne; minibiatek. Nie nalezy jednak traktowacl
tych wynikéw jako mato istotnych dla zatozonego celu, a wrecz przeciwnie, pozwolity one
Autorce postawié¢ cenna hipotez¢ dotyczacg istnienia wigeej niz jednego miejsca wigzania
w obrebie PD-L1. Za w pelni uzasadnione nalezy zatem uznaé zmiane rusztowan do
projektowania inhibitoréw oddziatywania PD-1/PD-L1. J ako pierwsze zostalo wybrane
minibialko, ktére w swojej strukturze posiada charakterystyczng domene ,engrailed”. Po
optymalizacji jego struktury Doktorantka zaproponowala miejsca i typu mutacji, a do dalszych
badan wskazala cztery sekwencje o najlepszej ocenie. Na podstawic oceny stabilnosci
konformacyjnej i aktywnosci biologicznej peptydow (natywnego oraz zinzynierowanych),
wykonanej w taki sam sposob, jak dla wiliny, Autorka wytypowata dwa inhibitory, oznaczone
symbolami E1 i E4. Roznica strukturalna w obrgbie tych dwoch peptydow dotyczyta pozycji
23, dla ktérej w przypadku rusztowania E1 wystgpowal tryptofan, a E4 histydyna. Ostatecznie,
w oparciu o analize mozliwo$ci oddziatywania obu reszt w modelu komplekséw inhibitor/PD-
L1 za bardziej efektywny potencjalny inhibitor zostat uznany peptyd E1. W celu zwigkszenia
jego aktywno$ci hamujgcej zaprojektowano wprowadzenie pojedynczych mutacji na
powierzchni przeznaczonej do oddziatywania z PD-L1 1 oceniono efektywnos¢ tej substytucji
w oparciu o parametry strukturalne i aktywno$¢ biologiczng. Warto podkresli¢, ze Doktorantka
dokonujac analizy kazdej pozycji przeznaczonej do mutacji opierala si¢ na obserwacji
oddzialywan w znanych i opublikowanych kompleksach PD-L1 z naturalnymi partnerami
wigzania PD-1, czyli przeciwciatami, takimi jak atezolizumabem, avelumabem
i durvalumabem oraz inhibitorami makrocyklicznymi — BMS-57, BMS-71 i pAC65. Za
najlepszego kandydata do roli inhibitora badanego oddziatywania Doktorantka uznata peptyd
oznaczony symbolem E5.Wykazuje on warto$¢ Kp rowna 14,3 uM, a ilo$¢ niezdysocjowanego
kompleksu z HTRF wynosi 39,8%, co potwierdza jego powinowactwo do celu molekularnego
oraz aktywno$é hamujaca, wyzsza niz w przypadku peptydu E1.W celu ulepszenia wlasciwosci
badanych inhibitoréw, a zwlaszcza ich rozpuszczalnosct, Doktorantka zaproponowala kolejne
etapy optymalizacji sekwencji aminokwasowych uzyskanych wezesniej zinzynierowanych
minibialek. Ta praca zaowocowala otrzymaniem minibiatkowych inhibitorow, ktérych
aktywno$¢ biologiczna byta poréwnywalna do wartosci ICso jedynego dotad opublikowanego
minibiatkowego inhibitora oddziatywania PD-1/PD-L1 — MOPD-1. Struktura trzeciorz¢dowa
tego zwigzku stabilizowania jest gléwnie przez 3 wigzania disiarczkowe, natomiast
w przypadku zinzynierowanych peptydow zaprojektowanych przez Panig Ciesiolkieiwez
stabilizacja czasteczki zachodzi wylacznie przez hydrofobowy rdzen. Jak opisuje Autorka
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pracy, nie zostaty dotychczas opublikowane tego rodzaju inhibitory oddzialywania PD-1/PD-
L1. Za wiasciwe uwazam wytypowanie do kolejnej rudny optymalizacji peptydu E32,
poniewaz, jak wykazata Autorka, charakteryzowal si¢ on brakiem precypitacji podczas
pomiaréw temperaturowych CD, sigmoidalnym ksztaltem krzywej denaturacji, wysokim
powinowactwem do PD-L1 oraz zdolnoscia do reaktywacji modelowych komorek
limfoidalnych linii Jurkat. Niestety dalsze mutacje w tej czgsteczce nie przyniosty
zadowalajacych rezultatdw. To sprawilo, ze Doktorantka rozpoczeta badania nad
projektowaniem minibiatek zawierajacych o i B-aminokwasy de novo. Warto podkresli¢, ze
tego rodzaju manipulacje w czasteczkach docelowych peptydéw zostaty juz opisane i wskazujg
na zwickszenia stabilno$ei i aktywnosci biologicznej inzynierowanych peptydéw. Uwazam
zatem za w pelni zasadne rozpoczgcie tego rodzaju badan przez Doktorantke, tym bardziej, ze
dotychczas nie zostaly one opisane w kontekscie inhibitoréw oddziatywania PD-1/PD-L1.
Niestety na tym etapie prac nie udato si¢ zbadaé aktywno$ci biologicznej minibiatek
zawierajacych o i B-aminokwasy. Jak sugeruje Autorka, konieczne jest potwierdzenie struktury
modelowej z eksperymentalna, a badania sg w toku.

Podsumowujac te czes¢ pracy stwierdzam, ze zakres wykonanych badan byt ambitny
i ciekawy naukowo. Wyniki badan Doktorantki sg cenne i stanowig wazne uzupelnienie
zgromadzonej dotychczas wiedzy na temat rodzaju inhibitoréw i wptywu ich budowy na
oddziatywania PD-1/PD-L1. Mimo, ze nie w petni udato si¢ zrealizowaé¢ zatozone cele, to
uzyskane wyniki z pewnoscig postuzg do dalszych badanh nad projektowaniem minibiatek
wykorzystywanych w blokowaniu interakcji biatko-bialko.

Po czesei ,,Wyniki i dyskusja” Doktorantka, przytaczajac i interpretujac konkretne
badania, dokonata podsumowania uzyskanych wynikow.

Rozdzial 5 pracy pt. ,, Czg$¢ eksperymentalna” zawiera szczegOlowe informacje na
temat wykorzystanych w pracy metod badawczych i analitycznych. Metody sa wiarygodne
i nowoczesne. W opinii recenzenta nie budzg zastrzezen. Mozna byloby jedynie zastanawiaC
sie, czy rozdzial ten zostal wlasciwie nazwany w niniejszej rozprawie doktorskiej. W opinii
recenzenta bardziej pasowataby tutaj nazwa ,,Materialy i metody”.

Rozprawa jest podstawa do dyskusji naukowej, a pytania przedstawione ponizej
wynikajg z czystej ciekawosci recenzenta:

1. Czy w wyniku krystalizacji opisanej w p. 5.7. otrzymano odpowiedniej jakosci
krysztaty do badaf dyfrakeji rentgenowskiej? Jesli tak, to w jakich warunkach
je uzyskano?

2. Czy istniejg obecnie inhibitory biatek - peptydy z modyfikowanymi resztami
aminokwasowymi, ktére przeszty badania kliniczne lub sg na zaawansowanym
ich etapie?

3. Czy planowane sg badania na zwierzgtach obiecujgcego peptydu cyklicznego
pAC65?

4. Jakie sg dalsze plany badawcze? Jak Pani zdaniem mozna poprawic
rozpuszczalnosé peptydéw z modyfikowanymi resztami, tak aby mozliwe byty
do wykonania testy BLVHTRF/na komérkach.
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Podsumowujac, uwazam, Ze mgr inz. Agnieszka Ciesiotkiewicz podjeta bardzo ciekawy
temat, wykazujac si¢ jednoczesnie odpowiednim warsztatem badawczym oraz znajomoscig
tematu. Swojg role jako recenzenta nie postrzegam wylacznie w kontekscie wskazania
ewentualnych nieprawidtowosci 1 dokonania catosciowej oceny rozprawy jedynie przez
pryzmat popetnionych blgdow. W mojej ocenie, zadaniem recenzenta powinno by¢ przede
wszystkim wskazanie tych aspektow, ktorych dopracowanie mogtoby wspomac dalszy rozwoj
naukowy Doktorantki. Wszelkie uwagi, komentarze wskazane przeze mnie w recenzji nie
stanowig w swej istocie zarzutdw o powaznym charakterze merytorycznym, a majg przede
wszystkim zacheci¢ do dyskusji i dalszej wymiany spostrzezen.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Cesiotkiewicz pt.
,Projektowanie, synteza i aktywno$¢ biologiczna inhibitorow oddziatywania PD-1/PD-L1
bazujacych na minibiatkach” spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn.
zm.), jest bowiem warto$ciowym dorobkiem naukowym, wnosi do nauki elementy poznawcze
i ma znaczenie dla praktyki. W zwiazku z powyzszym, przedktadam Wysokiej Radzie
Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne w Politechnice Wroctawskiej wniosek
o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Ciesiotkiewicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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