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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Agnieszki Ciesiolkiewicz
pt. ,,Projektowanie, synteza i aktywnos$¢ biologiczna inhibitoréw oddzialywania PD-1/PDL1

bazujacych na minibialkach” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Lukasza Berlickiego

Kompleksy biatkowe petnig kluczowa role w koordynacji wielu procesow biologicznych.
Zrozumienie mechanizméw oddziatywania biomolekul oraz znajomo$¢ oddziatywan majacych
znaczenie W rozwoju stanow patologicznych pomaga w projektowaniu nowych i ulepszaniu znanych
narzgdzi terapeutycznych. Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr inz. Agnieszki
Ciesiotkiewicz wpisuje si¢ w nurt opisanych powyzej badan. W swojej pracy Autorka postawita za cel
opracowanie inhibitor6w o0ddziatywania PD-1/PD-L1 opartych na minibiatkach. Poniewaz szlak
PD1/PD-L1, jest wykorzystywany przez komorki nowotworowe do ucieczki przed ukladem
immunologicznym, a mechanizm tego procesu nie jest w pelni wyjasniony, badania podjete przez

Kandydatk¢ majg duze znaczenie naukowe i aplikacyjne.

Wyniki swojej pracy Doktorantka przedstawia w formie monografii o nietypowej strukturze.
Rozprawa liczy 190 stron, jest napisana w jezyku polskim, opatrzona streszczeniem w jezyku
angielskim, wykazem skrotow, zawiera wstep, cel pracy, opis wynikow wraz z dyskusja,

podsumowanie, uwzglednia czes¢ eksperymentalng oraz bibliografie.

Glownym Celem pracy jest opracowanie nowych inhibitoréw oddziatywania PD-1/PD-L1. Cel pracy
jest zrozumialy, a nastgpujagca po nim zawarto$¢ jest logiczna i konsekwentnie zaplanowana
eksperymentalnie. W pracy zastosowano dwa podejscia: jedno oparte na wykorzystaniu stabilnego
konformacyjnie znanego minibiatka, drugie w oparciu o projektowanie de novo. Rozdzial wstep
doskonale wprowadza w tematyke rozprawy. Zawiera charakterystyke receptora PD-1 oraz obu
ligandow PD-L1 i PD-L2. Te¢ czg$¢ pracy przeczytatam z wielkim zainteresowaniem. Szczegdlnie

pragne podkreslic biegtos¢ Doktorantki w opisie inhibitorow oddziatywania PD1/PD-L1 oraz
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zrecznos¢ W opisie typow minibiatek. Ta ciekawa, wciggajgca i jednoczesnie wymagajaca lektura
sprawila, ze umknety mi typowe niedociggniecia popetniane W tej czesci rozprawy. Generalnie w

pracy zastosowano prawidtowe cytowania.

W pierwszej czesci rozdziatu Wyniki i dyskusja Doktorantka przeprowadzita synteze peptydowego
inhibitora oddzialywania PD1/PD-L1 (pAC65). Za pomocg testu HTRF i testu ICB przedstawita
wiasciwosci hamujace pAC6E5, odnoszac jedynie wartosci EC50 otrzymanych do analogicznych
warto$ci otrzymanych dla wybranych przeciwciat. Doktorantka przedstawita takze proces krystalizacji
1 strukture krystaliczng pAC65, doprecyzowujac, ze te badania zostaly zrealizowane przez zespot
afiliowany na Wydziale Chemii UJ i nie sa publikowane. W tym przypadku nie mam jasnos$ci jaka
cze$¢ przedstawionych wynikow jest autorstwa Doktorantki.

Podczas opracowywania tego rozdziatu Doktorantka nie unikngta pewnych btedéw. Mam zastrzezenia
do opiséw rysunkow, ktore poza tytutem w zasadzie w ogole ich nie zawierajg. Jako przyktad podam
rys. 21, ktoéry nie zawiera istotnych informacji umozliwiajacych jego interpretacje. Brakuje
stosownego tytutu, wykresy maja niepetne opisy: rys.21A zamiast ,,logC [M]” powinno by¢ ,,stezenie
inhibitora log [M]”, warto$¢ IC50 nie jest dookreslona wartoécig Chi?, nie podano w jaki sposob
normalizowano warto$¢ HTFR. Rys21B jest ‘RLU” a powinno by¢ ,,%RLU max”; co bylto kontrolg
pozytywng W testach; jak nalezy rozumie¢ RLU? Ciekawi mnie takze czy Doktorantka sprawdzita
poziom dimeryzacji PD1/PD-L1 w swoim uktadzie eksperymentalnym?

W drugiej czesci pracy Doktorantka skupita si¢ na projektowaniu inhibitorow na bazie struktur
znanych minibiatek: wiliny i ENH. Strategia projektowania obejmowata utrzymanie stabilnej struktury
pochodnych minibiatek i zwigkszenie ich powinowactwa do PD-L1, poprzez zmiang wybranych reszt
aminokwasowych (aa) potencjalnie kluczowych dla oddziatywania z PD-L1. W pracy przetestowano
tacznie 42 czasteczki o zaprojektowanym potencjale inhibitorowym. Na bazie wiliny Autorka
opracowata 6 potencjalnych inhibitorow (V1-V6), z ktoérych dwa V5-V6 cechowaly si¢ wyzsza
stabilno$cig 1 praktycznie podobnym powinowactwem do PD-L1 co wilina (V0). Po wyczerpaniu
potencjalu rusztowania wiliny (35 aa) Doktorantka kontynuowata badania z wykorzystaniem
rusztowania minibiatka ENH, ktore jest od niej dtuzsze — zawiera 54 aa. Strategia projektowania

potencjalnych inhibitor6w byta podobna, ale w celu utatwienia syntezy, minibiatko zostato skrocone
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na obu koncach taczniec 0 8 aa. W tym przypadku, w wyniku dwoch rund optymalizacji w kierunku
zwigkszenia powinowactwa do PD-L1 i poprawy rozpuszczalnosci, przetestowano 36 pochodnych
minibialek; dwa minibiatka - E24 i E32 wykazaly brak cytotoksyczno$ci oraz znaczaco wysoka
aktywno$¢ hamujaca oddzialywanie PD1/PD-L1 w s$rodowisku o pH 6.9. Dalsza optymalizacja
wariantu E32 skutkowata opracowaniem trzech pochodnych E34-E36, ktore w analizie BLI i w
poréwnaniu do E32 charakteryzowaly si¢ wyzszym powinowactwem do PD-L1, ale brakiem lub niska
aktywno$cig inhibitorowa w tescie HTRF.

W ostatniej czgéci rozdziatu Doktorantka przedstawita projektowanie de novo potencjalnych
inhibitoréw peptydowych zawierajacych o i [ aminokwasy. W tym podejsciu opracowata 37
minibiatek, 7 sekwencji (K1-K7) powstato oparciu 0 5UP1, a dalsza optymalizacja w oparciu o K7
przyniosta kolejne potencjalne inhibitory, ktoére z uwagi na wlasciwosci przebadano jedynie

czesciowo. Wsrod nich znalazto sie rusztowanie O5 wykazujace obiecujace cechy strukturalne.

Mam uwage do rozdziatu Wyniki i dyskusja. Niestety zabrakto w nim klasycznej dyskusji. Chociazby
omoéwienia wynikow na tle badan zespotu lub na tle wynikéw innych grup zajmujacych si¢ podobna
problematyka. Interesuje mnie takze opinia Autorki czy uzyta w pracy strategia projektowania
inhibitor6w moze mie¢ zastosowanie w innych uktadach biologicznych. Wyniki uzyskane przez
Doktorantke sa bezsprzecznie oryginalne, ale zostaty uzyskane w oparciu o jedno i to samo miejsce
dokowania. Zastanawiam sie, czy na obecnym etapie Autorka widzi mozliwos$¢ optymalizacji miejsca

wigzania potencjalnego inhibitora. Prosze Autorke 0 komentarz podczas obrony.

Rozdziat Czesé eksperymentalna zawiera liste dostawcow i spis metod uzytych w pracy, opatrzonych
komentarzem. Po lekturze tego fragmentu stwierdzam, ze mogilby on by¢ odpowiednikiem
klasycznego rozdzialy Materiaty i Metody. Jednak w mojej opinii opisy sg raczej ogdlnikowe, a
powinny zawiera¢ wskazoéwki do wystandaryzowana warunkow eksperymentu i umozliwi¢ jego

powtorzenie.

Na zakonczenie pragne podkresli¢, ze za najwazniejszy Wynik tej pracy uwazam przygotowanie

rusztowan E24, E32 oraz w szczegdlnosci rusztowania O5, Ktore wydaje si¢ mie¢ obiecujgce cechy
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strukturalne w kierunku projektowania potencjalnych inhibitoréw. Z obowigzku recenzenta dodam, ze
Doktorantka nie ustrzegta si¢ potknie¢ edycyjnych, btedow stylistycznych, tzw. skrotow myslowych,
zargonu, angielszczyzny, oraz niepoprawnie uzywata termindw biologicznych. llo$¢ tego typu
potyczek przekroczyta w mojej ocenie standardowy poziom. Odniostam wrazenie, Zze praca zostata

przygotowana w pospiechu.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr
inz. Agnieszki Ciesiotkiewicz jest nowatorska, dostarcza obszernej i nowej wiedzy na temat
projektowania inhibitoréw opartych na minibiatkach. Autorka potrafi prowadzi¢ samodzielne badania
naukowe w dziedzinie, ktora reprezentuje. Zgtoszone powyzej komentarze i uwagi nie umniejszajg
warto$ci poznawczej wynikow - stanowig jedynie podstawe do dalszej dyskusji. Dlatego stwierdzam,
ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska spetlnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pozn.

zm.). Na tej podstawie wnosze¢ o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow postgpowania.
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