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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

pt. ,Poszukiwanie peptydow oddziatujgcych z biatkami immunologicznych punktow
kontrolnych PD-1 i PD-L1 wykorzystywanych w terapiach nowotworowych”,

wykonanej przez mgr Magdalene Anne Bojko.

Nowotwory stanowig powazne wyzwanie dla wspdtczesnej medycyny, zarowno pod
wzgledem diagnozy jak i ich leczenia. Nowotwory sg jedng z gtéwnych przyczyn zgonow
na Swiecie — w roku 2020 spowodowaty ich ok. 10 miIn. Obecnie stosowane terapie
przeciwnowotworowe okazujg sie w wielu przypadkach nieskuteczne dlatego tak istotne jest
poszukiwanie nowych rozwiazan terapeutycznych. Jedng z koncepcji, ktora jest stosowana
w leczeniu chorob nowotworowych jest wykorzystanie lekow wptywajgcych na biatka zwigzane
z punktami kontrolnymi odpowiedzi immunologicznej. Uktad immunologiczny jest w stanie
rozpoznac komorki nowotworowe dzieki limfocytom T poprzez antygeny obecne na ich
powierzchni. W efekcie dochodzi do wyeliminowania komdrek nowotworowych przez uktad
odpornosciowy. Niemniej jednak moze dojs¢ do sytuacji, w ktérej w wyniku dtugiej ekspozycji
na antygen dojdzie do zwiekszenia ekspresji receptorow limfocytdw T hamujgcych odpowied?
uktadu immunologicznego. Receptory te oddziatujgc z ligandami na powierzchni komorek
nowotworowych hamuja odpowied? uktadu odpornosciowego co prowadzi do namnazania sie
komdrek nowotworowych i postepu choroby. Obecnie sg dostepne na rynku leki bedace
przeciwciatami monoklonalnymi stosowanymi w celu przywracania pierwotnej funkcji ukfadu
odpornosciowego. Przyktadami takich lekéw sg atezolizumab, awelumab, durwalumab,
ipilimumab, niwolumab oraz pembrolizumab. Niestety stosowanie lekéw z tej grupy niesie
ze sobg stosunkowo wysokie ryzyko wystepowania skutkéw ubocznych spowodowanych
nadmierng aktywnoscig uktadu immunologicznego m.in. perforacja przewodu pokarmowego,
endokrynopatie, ciezkie reakcje skorne, zapalenia watroby, nerek i ptuc, goraczka, nudnoéci,

ostabienie, uczucie zmeczenia, béle gtowy, stawow i wiele innych. Niewatpliwie ta grupa lekow
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zastuguje na szczegdlne zainteresowanie i dalszy rozwdj. Doktorantka w swojej pracy podjeta
probe otrzymania peptyddw, ktére mogtyby, podobnie jak wspomniane przeciwciata,
przywracac pierwotng funkcje uktadu odpornosciowego poprzez wigzanie sig z biatkiem PD-1

oraz PD-L1.

Praca doktorska mgr Magdaleny Bojko sktada sie ze 177 stron, wtym streszczenia
w jezyku polskim oraz angielskim, spisu tresci, spisu skrétow, 76 rysunkdw oraz 21 tabel. Praca
zostata podzielona na wprowadzenie, czes¢ teoretyczng, opis celu pracy, wyniki, dyskusje,
whnioski, cze$¢ opisujgcg materiaty i metody, oraz bibliografie sktadajaca sie z 275 pozycji oraz
podsumowanie dorobku naukowego. Dysertacja jest przygotowana w jezyku angielskim a jej

uktad jest typowy dla tego typu prac.

W czesci teoretycznej w sposéb obszerny i szczegofowy ujety zostat problem terapii
nowotwordow ze szczegdlnym uwzglednieniem immunoterapii. Przedstawiony obecny stan
wiedzy dotyczy bezposrednio tematu pracy, mianowicie hamowaniu punktéw kontrolnych
uktadu immunologicznego jako celu terapii przeciwnowotworowej. Uwage skupiono na opisie
dotyczgcym biatek PD-1 oraz PD-L1. Podkreslono istote problemu i tym samym uzasadniono
prowadzenie dalszych badan nad otrzymaniem odpowiednich inhibitorow uniemozliwiajacych
tworzenie kompleksu PD-1/PD-L1 w celu przywrdcenia funkcjonowania ukiadu
immunologicznego (jego aktywacji w danym miejscu), co miatoby w dalszej kolejnosci
doprowadzi¢ do zwalczenia komorek nowotworu. Praca wzbogacona jest licznymi rysunkami
pozwalajgcymi na lepsze zrozumienie omawianych zagadnien. Rozprawa opiera sie na
hipotezie, ze odpowiednie peptydy sg w stanie hamowa¢ powstawanie wspomnianego

kompleksu. Przeprowadzone badania mozna podzieli¢ na nastepujace etapy:

1) Zaprojektowanie i synteza peptydow na podstawie sekwencji aminokwasowe] biatek

PD-1 oraz PD-L1;
2) Badania stabilnosci peptyddw w pozywce RPMI-1640;
3) Badania wptywu peptyddw na zywotnos¢ komdrek wybranych linii komdrkowych;

4} Badanie oddziatywania peptyddéw z PD-1i PD-L1 przy uzyciu techniki powierzchniowego

rezonansu plazmonowego (SPR);

GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY ul. M. Sktodowskiej-Curie 3a, 80-210 Gdarisk | +48 58 349 1111 | infoagumed.edu.pl

(

\LJ-



GDANSKI
UNIWERSYTET

MEDYCZNY
www.gumed.edu.pl
5) Test kompetycyjny wigzania sie wybranych peptydow do PD-1 i PD-L1 wytwarzanych
przez odpowiednie komodrki w obecnosci glikozylowanego PD-L1-Fc lub

glikozylowanego PD-1-Fc;
6) Badania konformacji wybranego peptydu — PD-1{122-138)¢123-5137¢.

7) Zaprojektowanie i synteza serii nowych analogdw najlepiej ocenionego zwigzku
7 pierwszej grupy peptydow otrzymanych na bazie PD-1 oraz wykonanie analogicznych

badan oceniajacych jego wptyw na tworzenie sie kompleksu PD-1/PD-L1.

Badania zostaty szczegotowo zaplanowane i dobrze przemyslane. Dobrane narzedzia
badawcze w petni pozwolity na gruntowne zbadanie postawionych hipotez. Ponadto na uwage
zasfuguje fakt, ze Doktorantka dokonata pordwnania kilku uktadow linii komdrkowych
do badania zmian ekspresji genu biatka wzmocnionej zielonej fluorescencji (eGFP)
w odpowiedzi na obecnos¢ kompleksu PD-1/PD-L1 w celu oceny wptywu zaprojektowanych
peptydow na tworzenie sie tego kompleksu. Pozwolito to na opracowanie optymalnych
warunkow danego eksperymentu. Takie podejscie jest jednym z przejawow dbatosci o jak

najwyzszg jakosc¢ wynikow a takze Swiadczy o dojrzatosci badawczej Doktorantki.

Warto podkresli¢, ze praca znalazta wsparcie finansowe w grantach dla mtodych
badaczy oraz Naukowe] Fundacji Polfarmy. Cze$¢ wynikdw zostata opublikowana w artykule —
Bojko M, Wegrzyn K, Sikorska E, Kocikowski M, Parys M, Battin C, Steinberger P, Kogut MM,
Winnicki M, Sieradzan AK, Spodzieja M, Rodziewicz-Motowidto S. Design, synthesis and
biological evaluation of PD-1 derived peptides as inhibitors of PD-1/PD-L1 complex formation

for cancer therapy. Bioorg Chem. 2022 Nov;128:106047.

Trud wtozony w realizacje badarn zaowocowat otrzymaniem zwigzkdw o pozadanych
wtasciwosciach a ich dogtebna charakterystyka pozwolity na wyciagniecie istotnych wnioskdw.
Za najbardziej donioste osiagniecia niniejszej rozprawy uwazam:

e Otrzymanie peptydow (analogi PD-1), ktére oddziatywaty z PD-L1 hamujac tym
samym powstawanie kompleksu z PD-1, a takze otrzymanie takich peptydow, ktére
uniemozliwiaty tworzenie sie tego kompleksu w wyniku ich oddziatywania z PD-1
(analogi PD-L1).

W
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e 7badanie wptywu obecnosci D-aminokwasow na wigzanie sie z PD-L1 i inhibicje
kompetycyjng.

W nawigzaniu do poruszanej w rozprawie tematyki, prositbym Doktorantke o udzielenie
odpowiedzi na nastepujace pytania:

e Na stronie 139 opisana jest synteza biotynylowanych peptyddw. llos¢ biotyny jak
i czynnika sprzegajgcego — TBTU, byty przeliczane w odniesieniu do stopnia
osadzenia zywicy. Zgodnie z mechanizmem reakcji i typowym protokotem dla
sprzegania z uzyciem TBTU stosunek ilosci uzytego czynnika sprzegajgcego i zwigzku
zawierajgcego grupe karhoksylowa powinien by¢ 1:1. Z czego wynika uzycie 2,36 eq.
TBTU i 2,5 eq. biotyny (stosunek 2,36:2,5)7

e Przed oczyszczaniem peptydy zawierajgce reszty cysteiny poddawane byty redukcji
za pomocag DTT a nastepnie ponownie utleniane w celu otrzymania zwigzku
z wewnatrzczgsteczkowym wigzaniem disulfidowym. Czy brano pod uwage
zastosowanie 1,2-etanoditiclu (EDT) jako sktadnika mieszaniny do odszczepiania
peptydu od nosnika?

e 7 czego wynika wybor dtugosci fali 223 nm i 254 nm? Dlaczego nie skorzystano
z dtugosci fali przypadajacej na maksimum absorbcji dla uktadow aromatycznych Trp
i Tyr ok. 280 nm, a zamiast tego zdecydowano sie na 254 nm?

e Do syntezy zastosowano automatyczny mikrofalowy syntezator peptydow. Jakie
temperatury i czas sprzegania zastosowano do poszczegdlnych reszt
aminokwasowych?

e W wynikach dla badan stabilnosci obserwujemy zanikanie sygnatu pochodzacego
od peptydow. Nie stwierdzono tez pojawiania sie nowych sygnatdw od produktow
degradacji. Czy mozliwe jest naktadanie sie sygnatow produktow degradacji
z sygnatami pochodzacymi od zwigzkéw obecnych w mieszaninie wyjsciowej? Jak
jeszcze mozna przeprowadzi¢ badanie stabilnosci? Czy warto bytoby uwzgledni¢
spektrometrie mas?

e Jakie potencjalne korzysci niesie ze sobg wykorzystanie peptyddw w terapii? Jakie

aspekty przemawiaja za stosowaniem peptyddow zamiast przeciwciat?

(
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Stwierdzam, Ze przedfozona do recenzji rozprawa Pani mgr Magdaleny Bojko
pt. ,Poszukiwanie peptydéw oddziatujgcych z biatkami immunologicznych  punktéw
kontrolnych PD-1 i PD-L1 wykorzystywanych w terapiach nowotworowych”, spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.). W zwigzku z tym wnosze do
Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Magdaleny
Anny Bojko do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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