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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Aleksandry Hec

o tytule

Synthesis ofsmall molecule inhibitors ofthe PD-1/PD-L1 inimune checkpoint interaction

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Aleksandry Patasz jako promotor oraz

dr Tomasza Sitarajako promotora pomocniczego.

Prace badawcze opisane w dysertacji zostaty zrealizowane w ramach Programu ,,Doktorat
Wdrozeniowy” Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, jako efekt wspotpracy badawczo-

wdrozeniowej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Jagielloriskiego z firma Recepton.

Niniejsza recenzja zostata opracowana na zlecenie Uniwersytetu Jagiellofiskiego, w oparciu o Ustawe z
dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. 22023 r. poz. 742 zp06zn. zm.), zawierajaca wymagania stawianych

rozprawom doktorskim.

Zwalczanie nowotwordw jest bardzo trudnym zagadnieniem, stad poszukiwanie nowych
lekéw o zastosowaniu w onkologii wymaga multidyscyplinarnego podejscia i opracowywania
nowych technologii alternatywnych wobec klasycznych podejs¢. Obecnie, tradycyjne metody
leczenia nowotworow, polegajace na stosowaniu mniej lub bardziej selektywnych, cytotoksycznych

zwigzkdw matoczasteczkowych, sg stopniowo uzupetniane przez schematy nowoczes$niejsze,
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powodujgce mniejszg ilos¢ skutkow ubocznych, dajace lepsza odpowiedz u pacjentéw lub wrecz
dajace szanse na catkowitg remisje nowotworu bez nawrotéw choroby w okresie piecioletnim. Duze
sukcesy na tym polu ma immunoonkologia (immunoterapia nowotworow), polegajaca na
wzmochnieniu ukfadu odpornosciowego organizmu chorego do walki z chorobg, a wiec na
pobudzaniu jego naturalnej odpowiedzi na obecno$¢ tkanki nowotworowej. W tym podejsciu
klinicznym stosuje sie przeciwciata monoklonalne, ich koniugaty z silnymi cytotoksynami, rzadziej
zwigzki matoczasteczkowe.

Oddziatywanie receptora programowanej Smierci komorkowej (PD-1) zjego ligandem (PD-
LI) jestjednym ze szlakdw biochemicznych wykorzystywanych w immunoonkologii.
Wytworzenie funkcjonalnego kompleksu tych dwoch biatek hamuje odpowiedz immunologiczng
organizmu poprzez zmniejszenie proliferacji limfocytow T, uwalnianie cytokin oraz
cytotoksycznos$¢, co powoduje ich zamieranie. Wprowadzenie do terapii przeciwciat
monoklonalnych (z ang. ‘monoclonal antibodies’, mAbs) hamujgcych tgczenie sie PD-1 z PD-L1
byto jednym z przetomowych odkry¢ immunoonkologii. Jedng z atrakcyjnych Sciezek odkrywania
nowych lekow przeciwnowotworowych dziatajgcych naten szlak, jest otrzymywanie zwigzkow
drobnoczasteczkowych rozbijajagcych potgczenie PD-1/PD-L1. Sugeruje sie, iz ta strategia mogta by
mogty by by¢ pozbawiona niektérych wad cechujgcych mAbs (np. konieczno$¢ podawania
dozylnego, wysokie koszty wytwarzania, brak zdolnosci penetracji osrodkowego uktadu
nerwowego). Wspomniany Kierunek poszukiwan jest jednak duzym wyzwanie dla chemii
medycznej, poniewaz kompleks PD-1/PD-L1 jest trudnym celem molekularnym. Nalezy on do
grupy oddziatywan biatko-biatko (z ang. ‘protein-protein interactons’, PPIs), ktére w odr6znieniu
od bardziej typowych celéw molekularnych (typu enzym lub receptor) nie posiadajg dobrze
wyksztatconego miejsca aktywnego badz kieszeni wiazgcej, charakteryzujg sie duzg powierzchnia
styku o dynamicznej strukturze i w ktorej wystepuja nieliczne, rozproszone, ptytkie kieszenie
wigzace o charakterze hydrofobowym. Stagd uwazam, ze temat badawczy ktéry podjeta mgr
Aleksandra Hec w swojej dysertacji - poszukiwanie nowych, matoczasteczkowych modulatorow
oddziatywania PD-1/PD-L1 - jest niezwykle ambitny.

Praca doktorska mgr Aleksandry Hec ma ukiad klasyczny. Wyodrebnione sa w niej: wstep
teoretyczny, opis badan wiasnych z podaniem ich rezultatéw, wnioski oraz czes¢
eksperymentalng. Struktura dysertacji jest przejrzysta, wyrdzniamy w niej ponadto liste osiggnie¢
badawczo-wdrozeniowych Autorki, streszczenie, podsumowanie, wykaz skrotéw oraz spis
literatury.

We wstepie teoretycznym swojej pracy doktorskiej Autorka oméwita immunoterapie jako
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obiecujacag metode w terapii nowotworéw. Opisata szczegdtowo role szlaku PD1/PD-L1 w procesie
nowotworzenia oraz scharakteryzowata biatka ktore w nim uczestniczg. Szczegblng uwage
poswiecita strukturze kompleksu PD1/PD-L1 oraz sposobowi, w jaki dochodzi do potgczeniatych
dwéch biatek. Wskazata, ktore rejony powierzchni ich styku mozna wykorzysta¢ w projektowaniu
inhibitorow. W dalszej kolejnosci Dyplomantka opisata role zwigzkéw matoczasteczkowych jako
alternatywnych wobec przeciwciat monoklonalnych stosowanych w celowaniu PD1/PD-L1.
Obszerny fragment wstepu, wazny z punktu widzenia przeprowadzonych badan wiasnych,
dotyczy znanych peptyddw, peptydomimetykdw i zwigzkéw matoczasteczkowych ktére jako
mechanizm uchwytu wykorzystujg szlak PD-1/PD-L1. Autorka wyodrebnita podgrupe ligandéw o
strukturze wydtuzonej (z ang. ,,elongated inhibitors”), badania nad ktérymi stanowig wazng czes¢
Jej dysertacji. Podsumowujac ten fragment pracy, bardzo dobrze wprowadza on czytelnika w
podejmowang tematyke badawcza. Autorka omowita obecny stan wiedzy na temat inhibitorow
PD1/PD-L1, szeregujac je od najbardziej ztozonych strukturalnie do tych o najprostszej budowie
chemicznej. Zamieszczone ryciny sg czytelne, a szczeg6lnie przypadt mi do gustu sposéb
prezentacji struktur zwigzkow aktywnych na obrazkach nr. 18 i 19. Wyrézniam réwniez to, ze tak
szczegOtowe rozeznanie stanu wiedzy natemat inhibitorow PD-1/PD-L1 wymagato od Autorki
dysertacji wykonania analizy literatury patentowej. Wstep opiera sie na przegladzie
piSmiennictwa, zawierajagcego pozycje opublikowane prawie w catosci po roku 2010.

W dalszym rozdziale dysertacji zamieszczone sg wyniki badan eksperymentalnych nad
poszukiwaniem nowych, matoczgsteczkowych inhibitorow interakcji PD-1/PD-L1. Autorka pracy,
na drodze wieloetapowej syntezy otrzymata znaczng ilo$¢ nowych zwigzkoéw, ktore zaszeregowata
do IX r6znych grup, w sposob logiczny, uwzgledniajacy ich strukture chemiczng. W syntezie uzyta
szerokiego repertuaru reakcji chemicznych, m.in. redukcyjne aminowanie, utlenienie, redukcja,
halogenowanie, amidowanie, czy reakcja Suzuki-Miyaury. Sg to metody standardowo stosowane

w otrzymywaniu czasteczek potencjalnych lekéw,! a synteza jest zaprojektowana prawidtowo -

1 Pomimo iz inhibitory PPl bedace tematem dysertacji nierzadko nie spetniajg tzw. 'regut lekopodobienstwa’, warto w
tym miejscu przytoczy¢ interpretacje 'lekopodobienstwa’ w kontekscie struktury zwigzkéw i ich syntezy chemicznej,
wg. prof. C. Nicolau (Nicolau, K. C., Angew. Chem. Int. Ed., 53, 2014, 9128-9140): "Analiza kilku baz danych sugeruje,
ze typowy zwigzek lekopodobny ma mase molowg rzedu 350-550, log P w granicach 3.5-5.5 i catkowitg powierzchnie
polarng 60-90 A2. Posiada 0-2 centr stereogenicznych, 30-50 % jej wegli ma konfiguracje sp3, zawiera wigzanie
biarylowe tgczgce skondensowany uktad heterocykliczny oraz inny pierscien (przynajmniejjeden z pierscienijest
benzenowy). Taka czgsteczka zawiera "grupe solubilizujgcg” takq jak morfolina czy piperazyna, dotqczong przez linker
do pierscienia arylowego, lub grupy amidowej. Taka "typowa czgsteczka" zostata otrzymana na drodze syntezy cztero-
do szescioetapowej, wykorzystujgcej wytworzenie wigzania amidowego, zniesienie grupy zabezpieczajgcej
(najprawdopodobniej Boc), oraz reakcje sprzegania krzyzowego katalizowang palladem (najczesciej reakcje Suzuki)."
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jest logiczna, oszczedna, a poszczegolne przeksztatcenia sg utozone w odpowiednich
sekwencjach. Co najbardziej istotne dla projektu w ktérym Dyplomantka uczestniczyta, ta synteza
doprowadzita do pozgdanego celu - uzyskania odpowiedniej ilosci inhibitorow PD-1/PD-L1 do
analizy SAR i badan rozszerzonych. Otrzymane pochodne byly charakteryzowane za pomocg co
najmniej jednaj z metod: spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR, widma 1H,
13C) oraz spektrometrii mas.

Dla kazdej grupy pochodnych, po omowieniu syntezy inhibitoréw, Autorka dysertacji
zamiescita i skomentowata wyniki oznaczen in vitro efektywnosci ligandéw z uzyciem metod
opartych o pomiary aktywacji limfocytow T (NFAT, z ang. ‘nuclear factor of activated T cells’) i/lub
0 pomiaiy fluorescencji czasowo rozdzielczej (HTRF, z ang. ‘Homogenous Time Resolved
Fluorescence’). Dla niektérych zwiazkéw zostata rowniez podana efektywnos$é blokowania
kompleksu PD-1/PD-L1. Co wazne, oméwienie wynikdéw uzyskanych dla poszczegdlnych grup
ligandow jest zakonczone propozycjami dalszych, racjonalnych modyfikacji strukturalnych.

Praca obfituje w wyniki badan in vitro. Autorka dysertacji otrzymata inhibitory o
zréznicowanych aktywnosciach, co dato podstawy do analizy zaleznosci struktura-aktywnosc.
Oczywiscie, z punktu widzenia ewentualnych wdrozen, najbardziej interesujace saligandy
powodujace znaczny efekt w testach biofizycznych. W tym kontekscie, najsilniej dziatajacy
zwigzek z grupy ligandéw C2-niesymetrycznych,? o symbolu 5.2.11_17a, charakteryzowat sie
wysokim powinowactwem do celu molekularnego oraz wykazat aktywnos¢ w testach
komérkowych (EC50 réwne 21.8 nM). Z tego wzgledu zwiazek poddano dalszym, bardziej
szczegotowym badaniom. Oddziatywanie pochodnej 5.2.11_17a z biatkiem PD-L1 oraz jej
zdolno$¢ do rozbijania kompleksu PD-1/PD-L1 zostato potwierdzone za pomocga ekspeiymentu
magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR): 2D ¥H-15N HSQC i ID w-AIDA (z ang. ‘weak-
Antagonist Induced Dissociation Assay). W pracy zostata rOwniez zamieszczona struktura
krystalograficzna, ktéra dowodzi ze 5.2.11_17 powoduje dimeiyzacje PD-L1. Jest to bardzo cenna
informacja, tym bardziej ze pozwolita ona zracjonalizowac silne oddziatywanie ligandu z biatkiem
I moze stanowi¢ podstawe do projektowania kolejnych, bardziej aktywnych ligandéw. Innym
zwigzkiem o bardzo korzystnym profilu oddziatywania na kompleks PD-1/PD-L1, byta C2-
symetiyczna pochodna I,I'-bifenylu 9.15. Zostata ona poddana badaniu in vivo na myszach z
guzami wywotanym implantacjg komérek nowotworowych linii MC38-hPD-LI. Zaobserwowano

statystycznie istotnie mniejszg objetos¢ guza u myszy ktérym podawano zwigzek 9.15 doustnie, w

2 Przytaczana tu klasyfikacja jest zaczerpnieta z klasyfikacji literaturowej, zwyczajowej, stosowanej przez Autorke
dysertacji.
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pojedynczej dawce 200 mg/kg masy ciata, przez okres 21 dni, w poréwnaniu do zwierzat
kontrolnych. W konkluzji, autorka stwierdza iz zwigzek 9.15 jest aktywny, ale wymaga wykonania
dodatkowych badan in vivo, w tym zmiany podania z doustnego na dootrzewnowe.

Przechodzac do oceny dysertacji, pod wzgledem formalnym, ma ona uktad klasyczny. Jest
napisana jezykiem angielskim, bardzo dobrym, jednak sa w niej pewne btedy, np.: Str. 17: “This
pocket consists of the side chains of LTyr56, LGIu58, LArgll3, LMetll5, and LTyrl23. It can
accommodate and react with a 6-membered aromatic ring.” - (interact ?); Str. 20: “The next
modification step was to try to close the peptides.”; “(...) closed peptide (...)” - (cyclize, cyclized?);
Str. 37: ,cellural”, ,,dimeryzation” - (cellular, dimerization?); Str 67: “ The HC1 salt should be more
soluble, making the compound more bioavailable as a potent drug.” - (potential?); Strona 50: ,,Not
so bad result (...)” - (cho¢ szczere, w kontekscie pracy naukowej to sformutowanie nie jest

dostatecznie precyzyjne).

Mgr Aleksandra Hec dobrze zadbata réwniez o poprawno$¢ w raportowanych danych,
jednak pewne kwestie wymagajg wyjasnienia, np.: Str. 24: ,1C5= 0.08 pM (Feng et al., 2017a, Feng
et al., 2017b, Feng et al.,2017c)” - jest to bardzo wysoka aktywnos¢, liczona w fM, ze wzgledéw
jezykowych recenzentowi nie udato sie zweryfikowac tej danej; zdarza sie ze nad strzatkami
brakuje wzoréw/symboli niektérych substratow, np. Str. 66, schemat 15, przejscia 4.1 do 5.1.2,
5.1.2 do 9.4 9,12 do 9.13; na niektérych schematach wzér chlorku mesylu jest nieprawidtowy; w
przepisach eksperymentalnych nie zawsze sg podawane wydajnosci w (%) oraz objetosci
uzywanych roztworow w (mL); w tabelach, dla niektérych wartosci dotyczgcych aktywnosci in
vitro (EC%) nie podano ilosci wykonanych powto6rzen ani odchylen od Sredniej/odchylen
standardowych; przy oznaczeniach HTRF podano wartosci jako utamki setne, odchylenia
standardowe sg natomiast podane w innych rzedach wartosci (petne liczby, w % ?); na Str. 65:
.» The O-methoxy non-symmetrically substituted I,I'-biphenyl derivative (...)” - (co oznacza symbol

“0™ atom tlenu?).

Analizujgc aspekty merytoryczne dysertacji, jej wartos¢ oceniam ogoélnie wysoko,
szczegOlnie ze opisane badania dotyczg bardzo trudnej klasy celéw molekularnych (PPI), a ich
wyniki bedg uzytecznie w projektowaniu nowych inhibitoréw PD-1/PD-L1. Jednak, w mojej
ocenie, pewne zagadnienia wymagajg komentarza: Mam watpliwosci co do oznaczania grup
funkcyjnych Ri, R, ... Rn. Dyplomantka nazywa je grupami protekcyjnymi (,,protecting groups”,
Fig. 31), jednak uzyta forma adnotacji nie jest standardowa, poniewaz nie udziela odpowiedzi na

pytanie jaka grupa funkcyjna ma by¢ blokowana; W tek$cie opisujgcym synteze (Schemat 5, Str.
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48) znajduje sie wzmianka o selektywnej redukcji grupy estrowej w obecnosci karboksyamidowej,
za pomoca glinowodorku litu. Z drugiej strony wspomniany jest borowodorek sodu.
Najprawdopodobniej chodzito o borowodorek litu (nota bene, czasem borowodorek sodu jest
skuteczny w redukcji grupy estrowej); Ta sama strona: sformutowanie, ze ,, It is interesting that its
HC1 salt form 4.12 did not improve the inhibitor activity score.”, wymaga wyjasnienia. Wydaje sie,
ze otrzymanie identycznego (w granicach btedu) wyniku dla wolnej zasady i dla jej soli jest
spodziewane, poniewaz w oznaczeniach postugujemy sie buforami. Z kolei, kilka rozdziatéw dalej
(str. 55), Dyplomantka stwierdza, ze zwigzek 5.2.11_17a, bedacy chlorowodorkiem zwigzku
5.2.11_17, powoduje obecnos¢ tylko 16% niezdysocjowanego kompleksu w oznaczeniu HTRF, co
w Jej mniemaniu Swiadczy o zwiekszonej rozpuszczalnosci. Byé moze jest to prawda, jednak
réznice aktywnosci zwigzkdéw wynikajace z roznej rozpuszczalnosci, nie powinny by¢ traktowane
jako wiaiygodne w analizie SAR. Dalej, ,,podobny efekt obserwuje dla zwigzku 5.1.13_2 ijego soli
5.1.13 2a”, podczas gdy dla tego drugiego oznaczenie HTRF nie byto wykonywane; Analizujac
fragment pracy zwierajacy opis aktywnosci in vivo nasuwa sie pytanie, dlaczego pominieto
badania ADME i farmakokinetyki, przed podaniem zwigzku 9.15 zwierzetom. W moim odczuciu
powoduje to, iz trudno interpretowaé¢ wyniki eksperymentu in vivo, poniewaz nie wiadomo, czy
obseiwowany efekt do$¢ wysokiej dawki zwigzku nie jest rezultatem jego nieoptymalnego profilu
ADME i w takim razie zamieszczone wyniki maja charakter badan bardzo wstepnych. Pojawia sie
tez pytanie, dlaczego nie postanowiono przebada¢ pochodnej 5.2.11_17a? Zastanawia rowniez,
dlaczego nie przeprowadzono badan in vitro cytotoksycznosci zwigzkow wobec komorek
nowotworowych i prawidtowych? Prawdziwe jest stwierdzenie iz ekspeiyment in vivo daje szerszy
obraz aktywnosci i ma wieksze znaczenie przy podejmowaniu decyzji dotyczacych projektu.
Jednak, cytotoksyczno$¢ na poziomie komérkowym nie zawsze koreluje z sitg oddziatywania na

cel molekularny, a wiec ta pierwszajest lepszym kryterium selekcji czasteczek do badan in vivo.

Lektura dysertacji jest bardzo interesujaca, poniewaz stanowi opis szerszego projektu typu
drug-discovery. W tym kontekscie warto zapyta¢ o dalsze kroki. Czy otrzymane zwigzki majg juz
pozadany profil, czy tez wymagajg dalszej optymalizacji? Na przykiad, zwigzek o symbolu
5.2.11_17a wykazat silne dziatanie in vitro, jego wigzanie potwierdzono za pomocg NMR i
krystalografii, jednak nie przeprowadzono dla niego badan in vivo. Czy Autorka uwaza ze zwigzek
ten warto dalej optymalizowaé, np. w oparciu o dane krystalograficzne (jakie modyfikacje

zaproponowata by?).
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Wymienione wyzej uwagi nie wptywajg na mojg pozytywng ocene rozprawy doktorskiej
mgr Aleksandry Hec. Przede wszystkim, uwagi te w matym stopniu dotyczg zadan badawczych
ktore Dyplomantka wykonywata osobiscie (Autorka definiuje je jako: ,,synteza, optymalizacja oraz
analiza otrzymanych zwigzkéw chemicznych pod wzgledem wiasciwosci inhibujacych $ciezke PD-
1/PD-L1"). Dalej, badania zawarte w dysertacji odnoszg sie¢ do PPIs, ktore rzadko sg celowane ze
wzgledu na wysoki stopien trudnosci otrzymania zwigzkéw o pozadanym profilu aktywnosci i
ADME/PK. Wyniki zostaty opublikowane w artykule naukowym, dalsze publikacje sg w recenzji/w
przygotowaniu. Ze wszystkich tych wzgleddéw uwazam, ze przedtozona dysertacja spetnia wymogi
ustawowe i przedktadam Radzie Dyscypliny Nauk Chemicznych Uniwersytetu Jagielloriskiego
whniosek o dopuszczenie pani mgr Aleksandry Hec do dalszych etapdw postepowania w sprawie

nadania stopnia doktora.
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