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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Damiana Muszaka
wykonanej pod kierunkiem prof. Tadeusza Holaka oraz dr Ewy Surmiak
w Zespole Biologii Chemicznej i Projektowania Lekow
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego

Praca doktorska Pana mgr Damiana Muszaka zostata napisana po angielsku i nosi tytut: ,,Synthesis and
characterization of small-molecule inhibitors that target the programmed cell death ligand 1 protein”.
Opisuje ona synteze pigciu grup zwigzkow, bedacych pochodnymi: N-(4-(dimetyloamino)benzylo)-N-
metyloacetamidu, 1-indanolu, N-fenylo-6-walerolaktamu, N-bifenylo-5-walerolaktamu, a takze 2'-metylo-
m-terfenylu. Otrzymane zwigzki zostaly przeanalizowane pod katem aktywnosci jako potencjalne
inhibitory oddziatywania biatek PD1/PD-L1. Interakcja biatek PD-1/PD-L1 oraz proby jej zahamowania z
uzyciem niskoczasteczkowych inhibitorow sg szeroko opisywane w literaturze naukowej oraz patentach w
konteks$cie ich uzytecznosci w immunoterapii przeciwnowotworowej, bedacej preznie rozwijajaca sig |
jedng z najskuteczniejszych metod leczenia nowotworow. Waznos¢ tematu podkresla przyznana w 2018
roku Nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii lub medycyny dla Jamesa P. Allisona i Tasuku Honjo ,,za
odkrycie terapii przeciwnowotworowej, poprzez hamowanie negatywnej regulacji immunologicznej”.
Tematyka przedstawionej dysertacji dotyczy istotnych zagadnien wspotczesnej nauki z dziedziny chemii
organicznej oraz chemii medycznej.

Prezentowana rozprawa doktorska sktada si¢ w trzech czesci opisanych na 119 stronach. W czesci
pierwszej Doktorant charakteryzuje biatka PD-1 oraz PD-L1, ze szczeg6lnym uwzglednieniem ich budowy
i funkcji, a takze opisuje szczegdtowo ich oddziatywanie. Po zwigzltym, ale wyczerpujagcym wprowadzeniu
do biochemicznego aspektu rozprawy, opisane sa znane inhibitory oddziatywania oméwionych biatek.
Doktorant prezentuje gtownie struktury opatentowanych zwigzkéw, omawiajac przy tym zaleznoSci
struktura-aktywnos$¢  (structure—activity relationship, SAR), dodatkowo opisane sa cztery klasy
niskoczasteczkowych inhibitorow oddziatywania PD-1/PD-L1 oraz struktury krotkich fragmentow
znalezionych w procesie wysokowydajnych badan przesiewowych (high-throughput screening) z uzyciem
techniki H-°N SOFAST-HMQC NMR, raportowane w literaturze naukowej. Omoéwienie struktur znanych
inhibitorow zakonczone jest przedstawieniem ogolnego wzoru, ilustrujacego podej$cie w projektowaniu
nowych czasteczek obierajacych za cel oddzialywanie PD-1/PD-L1. Autor trafnie zauwaza, ze niemal
wszystkie poznane inhibitory oparte sg na rdzeniu biarylowym. Dopetieniem tej czesci pracy jest
strukturalna charakterystyka oddziatywania biatka PD-L1 jego znanymi inhibitorami BMS-202, BMS-
1166 oraz symetryczng czasteczka opracowang przez Basu 1 wspotpracownikow.

Na poczatku drugiej czesci dysertacji Autor omawia struktury zaprojektowanych potencjalnych
inhibitoréw biatka PD-L1, przeprowadza ich analiz¢ retrosyntetyczng, omawiajac przy tym, w sposob
trafny i zgodny ze stanem wspotczesnej wiedzy, metody otrzymywania poszczegdlnych potaczen
chemicznych, prowadzacych do finalnych czasteczek, bazujac na literaturze naukowej, zarowno zrodtowe;j
jak i o charakterze przeglagdowym. Nastepnie Doktorant opisuje przeprowadzone syntezy oraz przedstawia
wyniki oceny aktywnosci otrzymanych molekut metodg fluorescencji czasowo-rozdzielczej (Homogenous
Time-Resolved Fluorescence, HTRF). Warto nadmieni¢, ze ewaluacji aktywnosci zostaly poddane
wszystkie potprodukty, otrzymane w ciggu przemian prowadzacych do czasteczek koncowych, przez co



mozna z fatwoscig oszacowac wpltyw poszczegdlnych modyfikacji na powinowactwo do celowanego biatka
PD-L1. Fragment cze$ci drugiej odnoszacy si¢ do syntezy oraz analizy aktywno$ci podzielony jest na cztery
podrozdziaty, odnoszace si¢ do pieciu grup zaprojektowanych czasteczek.

Wszystkie zaplanowane przez mgr Damiana Muszaka potencjalne inhibitory oddziatywania PD-1/PD-
L1 zostaly pomySlnie otrzymane na drodze syntez liniowych lub czesciowo zbieznych, z dobrymi lub
umiarkowanymi wydajno$ciami. Pochodne N-(4-(dimetyloamino)benzylo)-N-metyloacetamidu, 1-
indanolu, N-fenylo-3-walerolaktamu oraz N-bifenylo-6-walerolaktamu, opisane w podrozdziatach 6.1-6.3
charakteryzuja si¢ niskim powinowactwem do PD-L1, dlatego autor porzucit dalsza optymalizacj¢ ich
struktury.

Zaprojektowana czasteczka, oparta na rdzeniu 2'-metylo-m-terfenylowym wykazata najwyzsza
zdolnos¢ inhibicji oddziatywania biatko-biatko. Autor bazujgc na wynikach otrzymanych w probie HTRF
trafnic zauwaza, ze zastosowany podstawnik 3-cyjanobenzoksylowy przytagczony do atomu wegla C-3
proksymalnego pierscienia fenylowego, tworzacego terfenyl, nie jest optymalny dla interakcji, co
skutkowato przeprowadzeniem optymalizacji strukturalnej zaprojektowanego rdzenia, na czym skupiaja
si¢ podrozdziaty od 6.4.4 do 6.4.9.

W przytoczonych rozdziatach Doktorant skupia si¢ na czterech elementach struktury pochodnych
terfenylu. Na poczatku rozwaza wptyw podstawnikow przytaczonych do atomow C-3 i C-4 dystalnego
pier§cienia arylowego tworzacego terfenyl. Ta czg$¢ badan zostala wsparta obliczeniowo, poprzez
dokowanie molekularne, z uzyciem programu AutoDock Vina, ktore niestety nie zostalo wykonane przez
Doktoranta. Dwa fragmenty, charakteryzujace si¢ najnizszymi energiami Swobodnymi zostaty
zsyntezowane i przetestowane w tescie HTRF, potwierdzajac, ze optymalnym podstawnikiem jest dioksan.
W kolejnych etapach optymalizacji mgr Muszak oszacowywat sposob dalszej rozbudowy odnalezionego
fragmentu. W tym celu otrzymat trzy pochodne z grupg hydroksymetylowa w pozycjach orto, meta i para,
przytaczonych do proksymalnego pierscienia arylowego w terfenylu. Zsyntezowane fragmenty zostaly
nastepnie przeprowadzone w odpowiednie pochodne eterowe lub aminowe, dzigki czemu Doktorant
oszacowal wplyw dalszej elongacji na powinowactwo do biatka PD-L1. Analiza aktywnosci otrzymanych
molekut jednoznacznie potwierdzita, ze preferowanym kierunkiem dalszej rozbudowy czasteczki jest
pozycja para, powiazana z potozeniem podstawnika aminowego (doktadnie piperazyny).

W dalszej czesci dysertacji opisana zostata optymalizacja podstawnika przytaczonego do drugiego
atomu wegla w centralnym pierscieniu fenylowym terfenylu. Z uzyciem sprzggania Suzukiego oraz reakcji
Sandmeyera Autor pracy otrzymat C-2 aminowa, metylows, chlorowa, bromows, jodowa, nitrylowa
pochodng terfenylu, ustalajac tym samym, ze najkorzystniejsze dla oddziatywania jest wprowadzenie
atomu chloru, co przyczynito si¢ do dziesieciokrotnego wzrostu powinowactwa biatka PD-L1 wzgledem
wyjsciowej pochodnej metylowe;j.

W pracy zostata opisana takze optymalizacja podstawnika przy trzecim atomie wegla proksymalnego
pierscienia fenylowego. W przeprowadzonej dla tego fragmentu analizie SAR Doktorant wziagt pod uwagge
krotkie podstawniki liniowe, tj. grupg metoksylowa, etoksylowa, oraz cyjanometoksylowa, co jest w petni
uzasadnione, biorgc pod uwage opisane wyniki badan wstepnych.

Ostatnim, kluczowym etapem opisanej optymalizacji struktury wiodacej byt dobor podstawnika
aminowego, przytaczonego w pozycji para do proksymalnego pier§cienia arylowego terfenylu. W tym celu
Autor otrzymat 11 pochodnych z roéznymi, fragmentami aminowymi bazujagcymi na pochodnych
piperazyny oraz etylenodiaminy. W swoich badaniach uwzglednit On takze serynol oraz
tris(hydroksymetylo)aminometan.



Przeprowadzona przez mgr Damiana Muszaka optymalizacja struktury, poczatkowo bardzo prostego
terfenylu, doprowadzita do uzyskania koncowego niskoczgsteczkowego inhibitora o trzy rzedy wielkosci
wyzszym powinowactwie do biatka PD-L1, ktore bylo réwniez wyzsze od jednego z wiodacych
niskoczasteczkowych inhibitoréw oddzialywania biatek PD-1/PD-L1 — zwigzku BMS-1166. W pracy
przedstawione zostaty takze wyniki badan na liniach komorkowych, ktore potwierdzity aktywacje
limfocytow Jurkat-T po dodaniu inhibitora, z wartosciami ECso w zakresie 1,03-11,08 uM.

W dysertacji scharakteryzowano takze sposob oddzialywania otrzymanych czasteczek z proteing PD-
L1. Analiza z uzyciem jednowymiarowej, protonowej spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR) wykazata oligomeryzacj¢ biatka po podaniu inhibitora. Dimeryzacja zostata potwierdzona metoda
rentgenografii strukturalnej. Wartym docenienia jest fakt, ze na podstawie struktury krystalicznej Autor
proponuje kolejne modyfikacje strukturalne zoptymalizowanej czasteczki. Druga czesé dysertacji konczy
si¢ podsumowaniem, w ktérym Autor opisuje takze dalsze perspektywy projektu.

Podsumowujac, prezentowane w drugiej czgsci wyniki zawieraja szczegdtowy opis syntezy oraz
analizy aktywnosci zaprojektowanych czasteczek, bazujacych na pigciu roznych rdzeniach. Otrzymane
molekuly zostaty przesiewowo przetestowane z uzyciem techniki HTRF. Struktura odnalezionego
kroétkiego fragmentu, bazujacego na ugrupowaniu terfenylowym zostata nastepnie zoptymalizowana przez
szereg modyfikacji strukturalnych, co doprowadzito do uzyskania molekul o aktywnosciach
porownywalnych z wiodgcymi znanymi inhibitorami PD-1/PD-L1. Przeprowadzona w kooperacji analiza
aktywnosci in-vitro, a takze analiza sposobu ich oddziatywania wykorzystujaca pomiary NMR oraz
rentgenografi¢ strukturalng znacznie zwigkszajg atrakcyjnos¢ rozprawy.

Trzecia czg¢$¢ Pracy doktorskiej zawiera szczegdtowo zaprezentowane dane eksperymentalne i analizy
otrzymanych pochodnych oraz metodyke oznaczen aktywnosci.

Podsumowujac oceng rozprawy doktorskiej Pana Damiana Muszaka chce podkresli¢ jej mocne jak i
wskaza¢ co wg mnie mozna by jeszcze poprawic:

+ aktualna tematyka dotyczaca rozwoju nowych lekéw przeciwnowotworowych

+ osiagni¢cie zatozonych celow

+ potencjalne wykorzystanie wynikow w praktyce

+  znakomite przedstawienie stanu wiedzy w cz¢$ci wstepnej

+ szerokie wykorzystanie zgloszen patentowych i patentdéw oraz najnowszej literatury naukowej
+ umiejetne wykorzystanie kolorow we wzorach strukturalnych znanych inhibitorow

+ logiczne 1 konsekwentne przedstawienie badan wlasnych i wynikéw

+ otrzymanie kompleksu inhibitora z biatkiem PD-L1

+ liczne i dopracowane ilustracje z wyczerpujacymi podpisami

+ wysoka dbatos¢ o logiczny, zwigzly 1 konkretny przekaz umozliwiajacy tatwy odbior

+ rozprawa napisana poprawnym jezykiem angielskim, co znakomicie zwigksza zasigg oraz ulatwia
przygotowanie manuskryptu(ow)

+ bardzo staranne i estetyczne przygotowanie rozprawy

— pomimo dostepu i mozliwosci wykorzystania projektowania opartego na strukturze celu biologicznego
ograniczenie si¢ do wykorzystania podejécia opartego na strukturach inhibitorow. Skoro mozna byto
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wykorzysta¢ metody dokowania do optymalizacji ,,lewej strony” zwigzku (6.4.4), to dlaczego nie uzyto
podobnego podejscia przy optymalizacji innych elementow?

—  brak zwiazku odniesienia (najlepiej BMS-1166) w testach in vitro Promega — to pozwolitoby poréwnaé
aktywnosc¢ i toksycznosé nowych zwigzkow w stosunku do rozwijanych wczesniej

—  brak bardziej szczegotowego opisu metodyki dokowania i bazy pochodnych terfenylowych. Mimo iz
Autor skupia si¢ na syntezie, to jednak wykorzystane innych metody powinny znalez¢ si¢ w czgsci
eksperymentalnej

— ogolnie przyjete jest, ze numery zwigzkéw w tekscie sg wyrdzniane pogrubiong czcionka
— minimalne niedociggni¢cia jezykowe i edytorskie (zaznaczone w wersji elektronicznej)

Konkludujge, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Damiana Muszaka,
zatytulowanej: ,,Synthesis and characterization of small-molecule inhibitors that target the programmed
cell death ligand 1 protein” jest wysoce pozytywna i stwierdzam, ze spetnia ona warunki stawiane pracom
doktorskim w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. z 2003
r., poz. 595 z poézniejszymi zmianami) a takze w Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. ,,Przepisy wprowadzajace
ustawe — prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669) oraz W Rozporzqdzeniu
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzeszgo z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegolowego trybu i
warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim (Dz. U. z 2018 r. poz. 261).

Wobec powyzszego, wnosze o dopuszczenie przez Wysoka Radg Dyscypliny Chemia Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie Pana mgr Muszaka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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