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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 Leków 

na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellońskiego 

 

Praca doktorska Pana mgr Damiana Muszaka została napisana po angielsku i nosi tytuł: „Synthesis and 

characterization of small-molecule inhibitors that target the programmed cell death ligand 1 protein”. 

Opisuje ona syntezę pięciu grup związków, będących pochodnymi: N-(4-(dimetyloamino)benzylo)-N-

metyloacetamidu, 1-indanolu, N-fenylo-δ-walerolaktamu, N-bifenylo-δ-walerolaktamu, a także 2'-metylo-

m-terfenylu. Otrzymane związki zostały przeanalizowane pod kątem aktywności jako potencjalne 

inhibitory oddziaływania białek PD1/PD-L1. Interakcja białek PD-1/PD-L1 oraz próby jej zahamowania z 

użyciem niskocząsteczkowych inhibitorów są szeroko opisywane w literaturze naukowej oraz patentach w 

kontekście ich użyteczności w immunoterapii przeciwnowotworowej, będącej prężnie rozwijającą się i 

jedną z najskuteczniejszych metod leczenia nowotworów. Ważność tematu podkreśla 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 zagadnień współczesnej nauki z dziedziny chemii 

organicznej oraz chemii medycznej.  

Prezentowana rozprawa doktorska składa się w trzech części opisanych na 119 stronach. W części 

pierwszej Doktorant charakteryzuje białka PD-1 oraz PD-L1, ze szczególnym uwzględnieniem ich budowy 

i funkcji, a także opisuje szczegółowo ich oddziaływanie. Po zwięzłym, ale wyczerpującym wprowadzeniu 

do biochemicznego aspektu rozprawy, opisane są znane inhibitory oddziaływania omówionych białek. 

Doktorant prezentuje głównie struktury opatentowanych związków, omawiając przy tym zależności 

struktura-aktywność (structure–activity relationship, SAR), dodatkowo opisane są cztery klasy 

niskocząsteczkowych inhibitorów oddziaływania PD-1/PD-L1 oraz struktury krótkich fragmentów 

znalezionych w procesie wysokowydajnych badań przesiewowych (high-throughput screening) z użyciem 

techniki 1H-15N SOFAST-HMQC NMR, raportowane w literaturze naukowej. Omówienie struktur znanych 

inhibitorów zakończone jest przedstawieniem ogólnego wzoru, ilustrującego podejście w projektowaniu 

nowych cząsteczek obierających za cel oddziaływanie PD-1/PD-L1. Autor trafnie zauważa, że niemal 

wszystkie poznane inhibitory oparte są na rdzeniu biarylowym. Dopełnieniem tej części pracy jest 

strukturalna charakterystyka oddziaływania białka PD-L1 jego znanymi inhibitorami BMS-202, BMS-

1166 oraz symetryczną cząsteczką opracowaną przez Basu i współpracowników.   

Na początku drugiej części dysertacji Autor omawia struktury zaprojektowanych potencjalnych 

inhibitorów białka PD-L1, przeprowadza ich analizę retrosyntetyczną, omawiając przy tym, w sposób 

trafny i zgodny ze stanem współczesnej wiedzy, metody otrzymywania poszczególnych połączeń 

chemicznych, prowadzących do finalnych cząsteczek, bazując na literaturze naukowej, zarówno źródłowej 

jak i o charakterze przeglądowym. Następnie Doktorant opisuje przeprowadzone syntezy oraz przedstawia 

wyniki oceny aktywności otrzymanych molekuł metodą fluorescencji czasowo-rozdzielczej (Homogenous 

Time-Resolved Fluorescence, HTRF). Warto nadmienić, że ewaluacji aktywności zostały poddane 

wszystkie półprodukty, otrzymane w ciągu przemian prowadzących do cząsteczek końcowych, przez co 
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można z łatwością oszacować wpływ poszczególnych modyfikacji na powinowactwo do celowanego białka 

PD-L1. Fragment części drugiej odnoszący się do syntezy oraz analizy aktywności podzielony jest na cztery 

podrozdziały, odnoszące się do pięciu grup zaprojektowanych cząsteczek.  

Wszystkie zaplanowane przez mgr Damiana Muszaka potencjalne inhibitory oddziaływania PD-1/PD-

L1 zostały pomyślnie otrzymane na drodze syntez liniowych lub częściowo zbieżnych, z dobrymi lub 

umiarkowanymi wydajnościami. Pochodne N-(4-(dimetyloamino)benzylo)-N-metyloacetamidu, 1-

indanolu, N-fenylo-δ-walerolaktamu oraz N-bifenylo-δ-walerolaktamu, opisane w podrozdziałach 6.1–6.3 

charakteryzują się niskim powinowactwem do PD-L1, dlatego autor porzucił dalszą optymalizację ich 

struktury.  

Zaprojektowana cząsteczka, oparta na rdzeniu 2'-metylo-m-terfenylowym wykazała najwyższą 

zdolność inhibicji oddziaływania białko-białko. Autor bazując na wynikach otrzymanych w próbie HTRF 

trafnie zauważa, że zastosowany podstawnik 3-cyjanobenzoksylowy przyłączony do atomu węgla C-3 

proksymalnego pierścienia fenylowego, tworzącego terfenyl, nie jest optymalny dla interakcji, co 

skutkowało przeprowadzeniem optymalizacji strukturalnej zaprojektowanego rdzenia, na czym skupiają 

się podrozdziały od 6.4.4 do 6.4.9.  

W przytoczonych rozdziałach Doktorant skupia się na czterech elementach struktury pochodnych 

terfenylu. Na początku rozważa wpływ podstawników przyłączonych do atomów C-3 i C-4 dystalnego 

pierścienia arylowego tworzącego terfenyl. Ta część badań została wsparta obliczeniowo, poprzez 

dokowanie molekularne, z użyciem programu AutoDock Vina, które niestety nie zostało wykonane przez 

Doktoranta. Dwa fragmenty, charakteryzujące się najniższymi energiami swobodnymi zostały 

zsyntezowane i przetestowane w teście HTRF, potwierdzając, że optymalnym podstawnikiem jest dioksan. 

W kolejnych etapach optymalizacji mgr Muszak oszacowywał sposób dalszej rozbudowy odnalezionego 

fragmentu. W tym celu otrzymał trzy pochodne z grupą hydroksymetylową w pozycjach orto, meta i para, 

przyłączonych do proksymalnego pierścienia arylowego w terfenylu. Zsyntezowane fragmenty zostały 

następnie przeprowadzone w odpowiednie pochodne eterowe lub aminowe, dzięki czemu Doktorant 

oszacował wpływ dalszej elongacji na powinowactwo do białka PD-L1. Analiza aktywności otrzymanych 

molekuł jednoznacznie potwierdziła, że preferowanym kierunkiem dalszej rozbudowy cząsteczki jest 

pozycja para, powiązana z położeniem podstawnika aminowego (dokładnie piperazyny).   

W dalszej części dysertacji opisana została optymalizacja podstawnika przyłączonego do drugiego 

atomu węgla w centralnym pierścieniu fenylowym terfenylu. Z użyciem sprzęgania Suzukiego oraz reakcji 

Sandmeyera Autor pracy otrzymał C-2 aminową, metylową, chlorową, bromową, jodową, nitrylową 

pochodną terfenylu, ustalając tym samym, ze najkorzystniejsze dla oddziaływania jest wprowadzenie 

atomu chloru, co przyczyniło się do dziesięciokrotnego wzrostu powinowactwa białka PD-L1 względem 

wyjściowej pochodnej metylowej.   

W pracy została opisana także optymalizacja podstawnika przy trzecim atomie węgla proksymalnego 

pierścienia fenylowego. W przeprowadzonej dla tego fragmentu analizie SAR Doktorant wziął pod uwagę 

krótkie podstawniki liniowe, tj. grupę metoksylową, etoksylową, oraz cyjanometoksylową, co jest w pełni 

uzasadnione, biorąc pod uwagę opisane wyniki badań wstępnych.  

Ostatnim, kluczowym etapem opisanej optymalizacji struktury wiodącej był dobór podstawnika 

aminowego, przyłączonego w pozycji para do proksymalnego pierścienia arylowego terfenylu. W tym celu 

Autor otrzymał 11 pochodnych z różnymi, fragmentami aminowymi bazującymi na pochodnych 

piperazyny oraz etylenodiaminy. W swoich badaniach uwzględnił On także serynol oraz 

tris(hydroksymetylo)aminometan.  
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Przeprowadzona przez mgr Damiana Muszaka optymalizacja struktury, początkowo bardzo prostego 

terfenylu, doprowadziła do uzyskania końcowego niskocząsteczkowego inhibitora o trzy rzędy wielkości 

wyższym powinowactwie do białka PD-L1, które było również wyższe od jednego z wiodących 

niskocząsteczkowych inhibitorów oddziaływania białek PD-1/PD-L1 – związku BMS-1166. W pracy 

przedstawione zostały także wyniki badań na liniach komórkowych, które potwierdziły aktywację 

limfocytów Jurkat-T po dodaniu inhibitora, z wartościami EC50 w zakresie 1,03-11,08 µM.  

W dysertacji scharakteryzowano także sposób oddziaływania otrzymanych cząsteczek z proteiną PD-

L1. Analiza z użyciem jednowymiarowej, protonowej spektroskopii magnetycznego rezonansu jądrowego 

(NMR) wykazała oligomeryzację białka po podaniu inhibitora. Dimeryzacja została potwierdzona metodą 

rentgenografii strukturalnej. Wartym docenienia jest fakt, że na podstawie struktury krystalicznej Autor 

proponuje kolejne modyfikacje strukturalne zoptymalizowanej cząsteczki. Druga część dysertacji kończy 

się podsumowaniem, w którym Autor opisuje także dalsze perspektywy projektu. 

Podsumowując, prezentowane w drugiej części wyniki zawierają szczegółowy opis syntezy oraz 

analizy aktywności zaprojektowanych cząsteczek, bazujących na pięciu różnych rdzeniach. Otrzymane 

molekuły zostały przesiewowo przetestowane z użyciem techniki HTRF. Struktura odnalezionego 

krótkiego fragmentu, bazującego na ugrupowaniu terfenylowym została następnie zoptymalizowana przez 

szereg modyfikacji strukturalnych, co doprowadziło do uzyskania molekuł o aktywnościach 

porównywalnych z wiodącymi znanymi inhibitorami PD-1/PD-L1. Przeprowadzona w kooperacji analiza 

aktywności in-vitro, a także analiza sposobu ich oddziaływania wykorzystująca pomiary NMR oraz 

rentgenografię strukturalną znacznie zwiększają atrakcyjność rozprawy.   

Trzecia część Pracy doktorskiej zawiera szczegółowo zaprezentowane dane eksperymentalne i analizy 

otrzymanych pochodnych oraz metodykę oznaczeń aktywności.  

Podsumowując ocenę rozprawy doktorskiej Pana Damiana Muszaka chcę podkreślić jej mocne jak i 

wskazać co wg mnie można by jeszcze poprawić: 

+ aktualna tematyka dotycząca rozwoju nowych leków przeciwnowotworowych 

+ osiągnięcie założonych celów 

+ potencjalne wykorzystanie wyników w praktyce 

+ znakomite przedstawienie stanu wiedzy w części wstępnej 

+ szerokie wykorzystanie zgłoszeń patentowych i patentów oraz najnowszej literatury naukowej 

+ umiejętne wykorzystanie kolorów we wzorach strukturalnych znanych inhibitorów 

+ logiczne i konsekwentne przedstawienie badań własnych i wyników 

+ otrzymanie kompleksu inhibitora z białkiem PD-L1 

+ liczne i dopracowane ilustracje z wyczerpującymi podpisami 

+ wysoka dbałość o logiczny, zwięzły i konkretny przekaz umożliwiający łatwy odbiór 

+ rozprawa napisana poprawnym językiem angielskim, co znakomicie zwiększa zasięg oraz ułatwia 

przygotowanie manuskryptu(ów) 

+ bardzo staranne i estetyczne przygotowanie rozprawy 

– pomimo dostępu i możliwości wykorzystania projektowania opartego na strukturze celu biologicznego 

ograniczenie się do wykorzystania podejścia opartego na strukturach inhibitorów. Skoro można było 
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wykorzystać metody dokowania do optymalizacji „lewej strony” związku (6.4.4), to dlaczego nie użyto 

podobnego podejścia przy optymalizacji innych elementów? 

– brak związku odniesienia (najlepiej BMS-1166) w testach in vitro Promega – to pozwoliłoby porównać 

aktywność i toksyczność nowych związków w stosunku do rozwijanych wcześniej 

–  brak bardziej szczegółowego opisu metodyki dokowania i bazy pochodnych terfenylowych. Mimo iż 

Autor skupia się na syntezie, to jednak wykorzystane innych metody powinny znaleźć się w części 

eksperymentalnej 

– ogólnie przyjęte jest, ze numery związków w tekście są wyróżniane pogrubioną czcionką 

– minimalne niedociągnięcia językowe i edytorskie (zaznaczone w wersji elektronicznej) 

Konkludując, moja ocena przedłożonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Damiana Muszaka, 

zatytułowanej: „Synthesis and characterization of small-molecule inhibitors that target the programmed 

cell death ligand 1 protein” jest wysoce pozytywna i stwierdzam, że spełnia 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 późniejszymi zmianami) a także w Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. „Przepisy wprowadzające 

ustawę – prawo o szkolnictwie wyższym i nauce” (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669) oraz w Rozporządzeniu 

Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyżeszgo z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegółowego trybu i 

warunków przeprowadzania czynności w przewodzie doktorskim (Dz. U. z 2018 r. poz. 261). 

Wobec powyższego, wnoszę o dopuszczenie przez Wysoką Radę Dyscypliny Chemia Uniwersytetu 

Jagiellońskiego w Krakowie Pana mgr Muszaka do dalszych etapów przewodu doktorskiego. 
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