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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Piotrowskiej ,,Badania
strukturalne receptoréw sygnalowych HVEM i CD160”

Rozprawa doktorska mgr inz. Marty Piotrowskiej zostata wykonana pod kierunkiem
promotorskim prof. dr hab. Sylwii Rodziewicz-Motowidto oraz dr Marty Orlikowskiej w
Katedrze Chemii Biomedycznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Badania
opisywane w rozprawie dotyczg komponentéw ukladu immunologicznego — biatka
receptorowego CD160 oraz jego liganda, biatka HVEM. Sg to biatka stanowiace punkt
kontrolny uktadu odpornosciowego, zapewniajagcy jego réwnowage poprzez
zahamowanie aktywacji limfocytow T CD4". Doktorantka wskazuje oddziatywanie
HVEM/CDI160 jako jeden z potencjalnych celéw immunoterapii nowotworéw poprzez
zastosowanie inhibitoréw blokujacych powstawanie kompleksu, a wigc pobudzajacych
odpowiedZ immunologiczng przeciwko komdérkom nowotworowym.

Za glowny cel pracy doktorantka obrata ustalenie struktury przestrzennej biatek
HVEM®1%) { CD160@7'>7 oraz ich kompleksu. Cel ten uzupeiajg dodatkowe cele
szczegdtowe zaktadajace: (1) opracowanie wydajnej metody ekspresji i oczyszczania obu
biatek, (2) znalezienie warunkéw, w ktorych wzrastajg krysztaly badanych biatek, (3)
przeprowadzenie badan strukturalnych biatka HVEM z potencjalnym inhibitorem, oraz
(4) okreslenie struktur przestrzennych bialek w roztworze za pomocg matokatowego
rozpraszania promieniowania X (SAXS). W mojej ocenie, podjety problem badawczy
jest ambitny i podejmuje istotne dla nauki zagadnienia. Zatem teza naukowa postawiona

przez doktorantke jest wartoSciowym tematem rozprawy doktorskiej. Nalezy rowniez
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podkresli¢ trudnos¢ podjetego przez doktorantke zadania — biatka HVEM oraz CD160 sg
bialkami eukariotycznymi, ktore przechodzg szereg modyfikacji potranslacyjnych.
Jednoczesnie sa to bialka fizjologicznie zakotwiczone w btonie komérkowej. Czynniki te
generalnie stwarzajg wiele trudnosci w otrzymaniu stabilnej prébki do badan, zwtaszcza
strukturalnych, w ktérych wymagana jest stosunkowo duza ilo$¢ materiatu biologicznego
o wysokim stopniu homogennosci. W swoich badaniach doktorantka wykorzystala
funkcjonalne fragmenty biatek, ktére odpowiedzialne sg za tworzenie kompleksu.
Rozprawa doktorska ma klasyczny uktad. Na poczatku przedstawiony jest wykaz skrotow
oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Dalej, we wstepie teoretycznym
przyblizona jest tematyka prezentowanej pracy oraz wykorzystana metodologia,
przyblizajace czytelnikowi prowadzone badania. Cz¢$¢ wstepu literaturowego napisana
jest w sposéb zrozumialy i $wiadczy o dobrej znajomosci tematu. Tekst podparty jest
licznymi rysunkami i schematami, oraz rozbudowana bibliografig. Cz¢$¢ metodyczna
natomiast napisana jest w sposob dos$¢ powsciaggliwy. W mojej ocenie opis metod jest
miejscami zbyt ogélny. Stosowane skroty myslowe moga wprowadzaé czytelnika w blad,
jak chociazby: ,transformacja wektora ekspresyjnego do komoérek E. coli na plytkach
agarowych” (strona 56); ,.kazdy punkt na obrazie to ugieta wigzka promieniowania, ktéra
przeszia przez krysztat i zostala zarejestrowana przez detektor” (strona 77); czy tez ,,przy
uzyciu oprogramowania obliczana jest mapa gestosci elektronowej czasteczki w krysztale
oraz symetria grupy przestrzennej” (strona 78). Cze$¢ dotyczaca biologii strukturalne;j,
bedacej fundamentem dla postawionego celu pracy moglaby by¢ lepiej przedstawiona.
Brak jest opisu metod okreslenia struktury makromolekut (zaréwno krystalicznych, jak
réwniez z wykorzystaniem SAXS). Nie moge zgodzi¢ si¢ rOwniez ze stwierdzeniem ze
strony 67 mowiacym o tym, ze sktad buforu nie ma wptywu na rozdziat w chromatografii
wykluczenia.

Po wstepie teoretycznym przedstawiony jest cel pracy, a dalej znajduje sie czesé
doswiadczalna, obejmujaca niemal 40 stron, na ktorych prezentowane sa wykonane
eksperymenty. Omoéwienie wynikow oraz dyskusja stanowa osobne rozdziaty, w ktorych
w logiczny sposoéb zestawiono najwazniejsze rezultaty. Sposdb prezentacji
opracowanych protokoléow jest dobrze udokumentowany, pozwalajac na ewentualne
odtworzenie do$wiadczen. Doktorantka szczegétowo opisuje swojg prace na trzech

uktadach ekspresyjnych, optymalizacje warunkéw hodowlanych, protokoly oczyszczania
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oraz ponownego fatdowania biatek. Obszerny opis §wiadczy o wlozonym naktadzie pracy

w uzyskanie stabilnych probek badanych bialek. Opracowane protokoty pozwolily na

uzyskanie preparatu biatka CD160 wykazujacego lepsze wilasciwosci od biatka

komercyjnego. Plusem rozprawy jest wykorzystanie réznych metod w badaniu
wiasciwosci fizykochemicznych biatek oraz ich wzajemnego oddzialywania w obliczu
trudnosci z uzyskaniem krysztatow biatek o odpowiedniej jakosci. Przeprowadzone
badania wykazaly, ze glikozylacja biatka HVEM nie wplywa istotnie na wigzanie z jego
ligandami oraz ze biatko zachowuje aktywno$¢ biologiczna nawet po odzyskaniu z frakcji
nierozpuszczalnej poprzez ponowne fatldowanie. Podobnie jest z biatkiem CD160, ktére
zdolne jest do tworzenia kompleksu z HVEM nawet w przypadku braku modyfikacji
potranslacyjnych. Sg to cenne obserwacje w perspektywie dalszych badan nad
czgsteczkami  blokujgcymi powstawanie kompleksu HVEM/CD160. Liczne préby
krystalizacyjne podjete przez doktorantke niestety nie doprowadzity do uzyskania
struktury kompleksu HVEM®*1%) i CD160%715), W trakcie prowadzonych badaf
struktura tego kompleksu zostata opublikowana w 2019 przez inng grupe realizujaca
badania w tym samym obszarze. Mimo tego doktorantka nie porzucila badan,
rozszerzajac je o zbadanie oddzialywan z potencjalnymi peptydowymi inhibitorami
tworzenia kompleksu HVEM z jego ligandami. Rozprawe konczy syntetyczne
podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ pracy, po ktérym zamieszczono wykaz
dorobku naukowego doktorantki oraz spis cytowanej literatury.

W trakcie lektury czesci wynikowej nasunely mi si¢ nastepujace pytania:

(1) Doktorantka wskazuje na istotne problemy =z agregacja bialek w czasie
eksperymentéw SAXS. Czy doktorantka ma pomyst/hipoteze, jak mozna poradzi¢
sobie z agregatami biatkowymi w SAXS?

(2) Dane dyfrakcyjne dla biatka HVEM w ukladzie jednoskosnym zostaly
przeprocesowane do rozdzielczosci 3,36 A z akceptowalnymi statystykami. Jest to
rozdzielczos¢, przy ktorej mozliwe jest rozwigzanie struktury biatka. Nie znalaztem
jednak w dyskusji informacji na temat proby rozwiqzanié struktury HVEM. Czy
podjete zostaly takie dziatania?

(3) Zastanawia mnie jaki byl kat B dla krysztatu trimeru HVEM. Blisko$¢ stalych
sieciowych b i ¢ moglaby sugerowaé wyzsza symetrie krysztatu. Czy bylo to
sprawdzane?
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(4) Doktorantka prezentuje niskorozdzielczy model struktury HVEM uzyskany w
eksperymencie SAXS. Brak jest dyskusji na temat tego, jak podobny jest ten model
do struktury krystalicznej. Czy doktorantka podjeta proby natozenia dostepnej
struktury krystalicznej HVEM na uzyskany niskorozdzielczy model SAXS?

Mimo przytoczonych przeze mnie uwag oraz wystgpujacych w pracy drobnych blgdow
edycyjnych moja ocena przedstawionej rozprawy jest pozytywna. Uwazam, ze dotyczy
ona istotnych problemow, jest cickawa i wnosi dodang warto$¢ merytoryczng dla
biezgcego stanu wiedzy. Wyniki zgromadzone do rozprawy zostaly opisane w dwoch
artykutach naukowych w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym, w ktorych
doktorantka jest pierwszym autorem. Zaprezentowane zostaly na licznych wystapieniach
konferencyjnych, w tym dwoch wystapieniach ustnych wygloszonych przez doktorantke.
Doktorantka wykazata sie rowniez aktywnoscig w obszarze pozyskiwania funduszy na
prowadzenie badan — uzyskata dofinansowanie trzech grantdéw wewngtrznych
Uniwersytetu Gdanskiego.

Podsumowujac, rozprawa mgr inz. Marty Piotrowskiej spetnia warunki okreslone w art.
187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z
2023 r. poz. 742 z pézn. zm.) i wnioskuj¢ o dopuszczenie kandydatki do dalszych etapow

postgpowania awansowego.
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