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RECENZJA

rozprawy doktorskiej pana mgr. inz. Piotra Ciury pt. ,,Blokowanie oddziatywan wybranych punktéw
kontrolnych przy wykorzystaniu peptydow — innowacyjne podejscie do immunosupresji”.

Przedmiotem niniejszej recenzji jest rozprawa doktorska pana mgr. inz. Piotra Ciury pt. ,,Blokowanie
oddziatywan wybranych punktéw kontrolnych przy wykorzystaniu peptyddw -- innowacyjne podejscie do
immunosupresji”, przygotowana pod opiekg dr. hab. Adama Kazimierza Sieradzana, prof. UG, oraz
promotora pomocniczego dr hab. Marty Spodziei. Praca poswiecona jest racjonalnemu projektowaniu,
otrzymywaniu oraz doswiadczalnej weryfikacji peptydowych zwigzkéw zdolnych do zaburzania tworzenia
kompleksu HVEM/LIGHT, waznego elementu sieci regulacyjnej punktéw kontrolnych uktadu
odpornosciowego. Gtdwnym celem badan byto wskazanie i wstepne scharakteryzowanie peptyddw, ktére
poprzez oddziatywanie z HVEM lub LIGHT mogtyby ograniczaé¢ powstawanie tego kompleksu i w przysztosci
stanowi¢ punkt wyjscia do dalszej optymalizacji nowych narzedzi immunomodulacyjnych.

Realizacja tego celu wymagata potaczenia kilku odmiennych obszaréw badawczych. Doktorant
wykorzystat metody modelowania molekularnego, w tym symulacje dynamiki molekularnej, analizy MM-
GBSA oraz sterowang dynamike molekularng, a nastepnie zestawit uzyskane predykcje z syntezg peptydow,
ich charakterystykg fizykochemiczng oraz badaniami biochemicznymi i komdérkowymi. Tak szeroki zakres
pracy dobrze pokazuje interdyscyplinarny charakter rozprawy, a zarazem sSwiadczy o duzym
zaangazowaniu, wszechstronnosci i pracowitosci Doktoranta oraz o jego umiejetnosci faczenia narzedzi
chemii obliczeniowej, chemii peptydéw i immunologii eksperymentalne;j.

Tematyka rozprawy jest istotna zarédwno poznawczo, jak i potencjalnie aplikacyjnie. Zaburzenia
regulacji odpowiedzi immunologicznej, w tym nadmierna aktywacja limfocytéw T, odgrywajg wazing role
w chorobach  autoimmunologicznych  oraz  powiktaniach  immunologicznych  obserwowanych
w transplantologii, co nadaje podjetym badaniom wyrazny kontekst spoteczny i medyczny. W tym ujeciu
praca stanowi interesujgcy przyktad racjonalnego wykorzystania metod obliczeniowych do projektowania
peptydéw o pozadanych wtasciwosciach wigzacych i inhibicyjnych, a nastepnie ich weryfikacji w ukfadach
eksperymentalnych. Cel badan zostat dobrze zdefiniowany i konsekwentnie zrealizowany. Uzyskane
peptydy stanowig obiecujgce zwigzki wiodace, ktére po dalszej optymalizacji strukturalnej,
farmakokinetycznej i funkcjonalnej mogtyby sta¢ sie podstawg do rozwijania nowych narzedzi
immunomodulacyjnych.



Zasadnicza cze$¢ rozprawy ma charakter opracowania cyklu trzech spdjnych publikacji naukowych,
opatrzonych wspdlnym wstepem, opisem metod oraz syntetycznym omodwieniem najwazniejszych
wynikéw. Warto podkreslié, ze Doktorant jest pierwszym autorem wszystkich trzech prac wchodzacych
w sktad cyklu, a dotaczone oswiadczenia wspotautorow potwierdzajg jego kluczowy udziat zaréwno
w planowaniu i realizacji badan, jak i w analizie oraz interpretacji uzyskanych wynikéw. Taka forma jest
w petni uzasadniona, poniewaz poszczegélne prace tworzg logiczny cigg badawczy: od obliczeniowego
rozpoznania interfejsu HVEM/LIGHT i zaprojektowania pierwszej serii peptyddw, przez ich synteze
i walidacje eksperymentalng, po rozszerzenie strategii na peptydy wywodzgce sie z biatka LIGHT.
Z przedstawionego materiatu wynika, ze mgr inz. Piotr Ciura odegrat istotng role w realizacji zaréwno czesci
obliczeniowej, jak i eksperymentalnej rozprawy, a uzyskane wyniki sg efektem znaczgcego naktadu pracy.

W czesci wprowadzajgcej Doktorant omawia podstawowe zagadnienia dotyczace budowy
i funkcjonowania uktadu odpornosciowego, aktywacji limfocytow T oraz roli punktéw kontrolnych
w regulacji odpowiedzi immunologicznej. Nastepnie przechodzi do bardziej szczegétowego opisu biatek
HVEM i LIGHT, struktury tworzonego przez nie kompleksu oraz potencjalnego znaczenia tej interakcji
w chorobach autoimmunologicznych i immunosupresji. Wprowadzenie dobrze spetnia swojg role: jako
osoba niebedaca specjalista3 w immunologii uznatem je za pomocne, logicznie uporzadkowane
i wystarczajgce do zrozumienia biologicznego kontekstu dalszych badan. Na szczegdlne podkreslenie
zastuguje to, ze Autor pokazuje, iz modulowanie sygnalizacji zaleznej od LIGHT ma solidne podstawy
w literaturze, a wczesniejsze podejscia oparte na biatkach fuzyjnych oraz przeciwciatach dobrze
przygotowujg grunt pod teze, ze peptydy mogg by¢ rozwazane jako alternatywna, tatwiejsza do modyfikacji
klasa inhibitoréw oddziatywan biatko-biatko.

Lektura wstepu nasuneta mi jedynie kilka uwag doprecyzowujgcych. Po pierwsze, warto bytoby
wyrazniej rozrdzni¢ selektywne blokowanie kompleksu HVEM/LIGHT od szerszej neutralizacji LIGHT jako
liganda kilku receptoréw. Wiele wczesniejszych strategii, takich jak biatka fuzyjne czy przeciwciata anty-
LIGHT, moze réwnoczes$nie zaburzac takze inne interakcje LIGHT, zwtaszcza LTBR/LIGHT. Autor podejmuje
ten problem w dalszej czesci pracy, przy omawianiu selektywnosci peptydéw, jednak wczesniejsze
zaznaczenie tej kwestii uftatwitoby lekture. Po drugie, Doktorant do$s¢ mocno przeciwstawia peptydy
przeciwcialom. Oczywiscie peptydy majg wiele zalet, takich jak mniejszy rozmiar, tatwos$¢ syntezy i
mozliwo$é modyfikacji, jednak w przypadku rozpoznawania rozlegtych powierzchni biatkowych przewage
przeciwcial moze stanowi¢ ich stabilna, dobrze zdefiniowana struktura oraz precyzyjnie uformowana
powierzchnia wigzgca. Krétkie peptydy sg zwykle bardziej elastyczne i czesciowo nieuporzadkowane, co
moze utrudniaé uzyskanie wysokiej selektywnosci i zwieksza¢ ryzyko oddziatywan niespecyficznych. Warto
tez zauwazy¢, ze mimo bardzo dynamicznego rozwoju lekéw peptydowych, w tym ostatnio analogéw GLP-
1, przeciwciata monoklonalne pozostajg stale najliczniejszg grupg lekéw biologicznych.

Opis metod zastosowanych w rozprawie jest zasadniczo poprawny i pozwala zrozumie¢ zaréwno
strategie obliczeniowa, jak i przebieg czesci eksperymentalnej. Autor omawia protokoty dynamiki
molekularnej, analiz energetycznych oraz sterowanej dynamiki molekularnej, a takze metody syntezy,
oczyszczania i charakterystyki peptyddéw oraz testy stuzgce ocenie ich powinowactwa, aktywnosci
inhibicyjnej i zachowania w uktadach komérkowych. Dobdér metod jest adekwatny do postawionych celéow



pracy. Szczegdlnie pozytywnie oceniam potgczenie testow biochemicznych z testami komadrkowymi,
poniewaz pozwala ono sprawdzié, czy obserwowane wigzanie peptydéw do celu molekularnego przektada
sie rowniez na efekt funkcjonalny w bardziej ztozonym uktadzie biologicznym.

Mam jednak kilka pytan i uwag dotyczacych czesci metodologicznej. Pierwsza dotyczy wyboru
fragmentéw trajektorii wykorzystywanych do dalszych analiz. W kilku miejscach analizy oparto na
koncowych 20 ns trajektorii. Taki wybdér moze by¢ uzasadniony, jesli analizowane wielkosci sg juz
ustabilizowane, a ich czasy autokorelacji sg znaczaco krétsze niz dtugosé analizowanego okna czasowego.
W przypadku elastycznych komplekséw biatko-peptyd, a zwtaszcza krétkich peptyddw czesciowo
nieuporzadkowanych, nie jest to jednak oczywiste. Klatki pobierane z koficowych 20 ns mogg by¢ istotnie
skorelowane, a obserwowane wielkosci, takie jak liczba kontaktéow, energia oddziatywania, promien
bezwtadnosci czy konformacja peptydu, mogg zmienia¢ sie w skalach czasowych poréwnywalnych lub
dtuzszych. Interesowatoby mnie zatem, czy wybdr tego okna wynikat z analizy zbieznosci, czy raczej
z kompromisu pomiedzy kosztem obliczeniowym a potrzebg ujednolicenia protokotu dla duzej liczby
ukfadow.

Podobna uwaga dotyczy wktadu entropowego wyznaczanego metodg analizy modédw normalnych.
Entropie obliczano dla niewielkiej liczby struktur z koricowych fragmentow trajektorii, co jest praktyka
spotykang w MM-GBSA ze wzgledu na koszt NMA, ale w przypadku elastycznych, czesciowo
nieustrukturyzowanych peptydéw moze nie opisywac¢ dobrze petnej entropii konformacyjnej. Jest to
istotne, poniewaz wyniki CD i NMR sugeruja, ze cze$¢ peptydow jest w roztworze silnie nieuporzagdkowana,
a ich wigzanie moze wigza¢ sie ze znacznym kosztem entropowym. Chciatbym zapytaé, czy Doktorant
rozwazat podejscie quasi-harmoniczne, oparte na PCA dtuiszego fragmentu trajektorii, ktdre mimo
wtasnych ograniczen mogtoby lepiej uchwyci¢ réznorodnos¢ konformacyjng wolnych peptydow i jej
ograniczenie po utworzeniu kompleksu.

W czesci eksperymentalnej zainteresowata mnie kwestia potwierdzenia prawidtowego parowania
cystein w peptydach zawierajagcych mostki disulfidowe. Zgodnos¢ mas czgsteczkowych potwierdza
otrzymanie zwigzkéw o oczekiwanej masie, ale zwtaszcza przy dwdch mostkach nie musi jednoznacznie
potwierdza¢ ich topologii. Bytbym ciekaw, czy poprawnos¢ parowania cystein byta dodatkowo
weryfikowana, np. metodami MS/MS, mapowania mostkow lub analizg NMR.

Pierwsza publikacja wchodzaca w sktad rozprawy ma przede wszystkim charakter obliczeniowy
i stanowi punkt wyjscia do dalszych badan eksperymentalnych. Doktorant wraz ze wspdtautorami
przeanalizowat strukture kompleksu HVEM/LIGHT, a nastepnie zaprojektowat szerokg serie peptyddéw
opartych na fragmentach domen CRD biatka HVEM. Badane warianty réznity sie dtugoscig, obecnoscia
i rozmieszczeniem mostkéw disulfidowych oraz wybranymi substytucjami reszt aminokwasowych.
Zastosowanie symulacji dynamiki molekularnej, analiz MM-GBSA, sterowanej dynamiki molekularnej oraz
obliczen profili energii swobodnej pozwolito wskaza¢ domene CRD2 jako kluczowy fragment interfejsu
HVEM/LIGHT oraz wytypowaé najbardziej obiecujgce peptydy, w szczegdlnosci CRD2e_K54E i skrocony
wariant CRD2(39-73)e. Uzupetniajgce pomiary dichroizmu kotowego potwierdzity znaczng elastycznosc
i czesciowo nieuporzadkowany charakter wybranych peptydéw w roztworze. Praca ta dostarczyta wiec



racjonalnych podstaw do wyboru kandydatow przeznaczonych do syntezy i walidacji eksperymentalnej
w kolejnej czesci rozprawy.

W mojej ocenie praca ta jest zasadniczo poprawna pod wzgledem metodologicznym i dobrze spetnia
role etapu przesiewowego, pozwalajgcego zawezic¢ duzg liczbe mozliwych wariantéw peptydowych do kilku
najbardziej obiecujgcych kandydatéw. Pewne zastrzezenia budzi natomiast miejscami zbyt mocna
interpretacja wynikéw energetycznych, zwtaszcza gdy wartosci uzyskane metodg MM-GBSA, bedace w
praktyce raczej funkcjg scoringowg niz $cistg energia swobodng wigzania, sg opisywane jezykiem
sugerujacym bezposrednie przewidywanie powinowactwa. W zwigzku z tym chciatbym zapyta¢ Doktoranta,
jak interpretuje rozbieznosci pomiedzy rankingiem i wartosciami , efektywnych energii” uzyskanych metoda
MM-GBSA a znacznie stabszymi energiami swobodnymi wigzania wyznaczonymi metoda umbrella
sampling. Interesujgce bytoby réwniez odniesienie tych wartosci do wynikéw eksperymentalnych
przedstawionych w kolejnej publikacji, gdzie zmierzone powinowactwa wybranych peptydéw do LIGHT
wskazujg na znacznie silniejsze wigzanie niz sugerowatyby wartosci AG uzyskane z profili PMF.

Druga publikacja stanowi, w mojej ocenie, szczegdlnie wazng i bardzo udang czes$¢ rozprawy, poniewaz
przenosi kandydatow wytypowanych obliczeniowo do petniejszej walidacji eksperymentalnej. Doktorant
zsyntetyzowat i oczyscit serie peptyddédw opartych na fragmentach biatka HVEM, a nastepnie ocenit ich
powinowactwo do LIGHT, zdolno$¢ do hamowania tworzenia kompleksu HVEM/LIGHT oraz zachowanie
w uktadach komérkowych. Szczegdlnie wartosciowe jest tu zastosowanie kilku komplementarnych
pozioméw weryfikacji: pomiaréw powinowactwa, testow ELISA, oceny stabilnosci i cytotoksycznosci oraz
eksperymentu komérkowego opartego na aktywacji szlaku NF-kB i ekspresji eGFP. Ten ostatni eksperyment
uwazam za bardzo elegancki, poniewaz pozwala sprawdzi¢, czy efekt obserwowany w uktadzie
oczyszczonych biatek przektada sie réwniez na bardziej ztozony model biologiczny. Waznym elementem
pracy jest takze préba oceny selektywnosci badanych peptyddéw, w szczegdlnosci ich wptywu na interakcje
BTLA/HVEM oraz LTBR/LIGHT.

Wyniki tej publikacji przekonujaco pokazuja, ze sposréd badanych zwigzkdw szczegdlnie interesujace
wtasciwosci wykazujg peptydy CRD2e K54E oraz CRD2(39-73)e. Uzyskane dane dobrze potwierdzajg
0gdblng zasadnos¢ wczesniejszego etapu obliczeniowego: peptydy wytypowane jako najbardziej obiecujgce
rzeczywiscie wigzg LIGHT i czesciowo hamujg tworzenie kompleksu HVEM/LIGHT. Warto przy tym
podkresdli¢, ze Autor zachowuje tu wtasciwg ostroznosé interpretacyjng, traktujac otrzymane zwigzki raczej
jako struktury wiodgce niz jako gotowe inhibitory o petnej skutecznosci biologicznej.

Sam opis publikacji w rozprawie jest poprawny i zrozumiaty, cho¢ miejscami ma charakter dos¢
raportowy. W mojej ocenie czytelnikowi pomogtoby nieco bardziej narracyjne prowadzenie przez kolejne
doswiadczenia, na przyktad przez krétkie wskazanie, dlaczego po pomiarach powinowactwa konieczne byto
wykonanie testéw inhibicji etc.

W odniesieniu do tej pracy chciatbym sformutowac jedno pytanie. Najlepsze peptydy wykazujg
mierzalne, a w niektdrych przypadkach bardzo dobre powinowactwo do LIGHT, natomiast ich inhibicja
kompleksu HVEM/LIGHT pozostaje czesciowa. Jest to zrozumiate, poniewaz petne biatko HVEM tworzy z
LIGHT znacznie rozleglejszg powierzchnie kontaktu niz krétki peptyd obejmujgcy jedynie najwazniejszy
fragment interfejsu. Interesowatoby mnie jednak, jak Doktorant widzi dalszg optymalizacje takich
inhibitoréw: czy bardziej obiecujgce bytoby dalsze wzmacnianie powinowactwa i stabilizacji obecnego



krotkiego fragmentu, czy raczej projektowanie wiekszych lub wielowartosciowych mimetykow, ktére lepiej
odtwarzatyby szerszg powierzchnie oddziatywania HVEM z LIGHT?

Trzecia publikacja stanowi logiczne rozwiniecie poprzednich prac, poniewaz odwraca strategie
projektowania i koncentruje sie na peptydach wywodzacych sie z biatka LIGHT, a wiec potencjalnych
inhibitorach wigzacych sie do HVEM. Autor ponownie tgczy modelowanie molekularne z walidacjg
eksperymentalng, obejmujgcg pomiary powinowactwa, testy inhibicji tworzenia kompleksu HVEM/LIGHT,
ocene stabilnosci i cytotoksycznosci oraz test komdrkowy oparty na aktywacji NF-kB i ekspresji eGFP.
Wyniki wskazaty peptydy light3 i light3_E178L jako najbardziej obiecujgce struktury wiodace. Praca jest
spdjna z catg koncepcjg rozprawy i pokazuje alternatywny kierunek projektowania inhibitorow kompleksu
HVEM/LIGHT.

W odniesieniu do tej pracy chciatbym zapytac o interpretacje umiarkowanego efektu inhibicyjnego w
tescie komérkowym. Czy Doktorant wigze go przede wszystkim z geometrig i wielowartosciowoscia
oddziatywania HVEM z btonowym LIGHT, z tym, ze peptyd blokuje tylko fragment powierzchni kontaktowej,
czy réwniez z protokotem eksperymentu, w ktérym po preinkubacji odmywany jest niezwigzany peptyd?
Interesuje mnie takze, czy rozwazano wariant testu prowadzony w bardziej réwnowagowych warunkach,
przy statej obecnosci okreslonego stezenia peptydu, ktory pozwolitby oddzielic wptyw powinowactwa
rownowagowego od kinetyki dysocjacji, czyli off-rate kompleksu peptyd-HVEM.

Na poziomie metodologicznym i technicznym rozprawa bardzo dobrze s$wiadczy o opanowaniu
warsztatu naukowego przez Doktoranta. Mgr inz. Piotr Ciura swobodnie porusza sie zaréwno w obszarze
modelowania molekularnego, jak i w szerokim zakresie metod eksperymentalnych, obejmujgcych synteze i
charakterystyke peptyddw, pomiary powinowactwa, testy inhibicji oraz badania komdérkowe. Szczegdlnie
pozytywnie oceniam umiejetne potfaczenie tych dwdch perspektyw: obliczenia nie sg tu celem samym w
sobie, lecz stuzg projektowaniu konkretnych kandydatéw, ktérych wiasciwosci sg nastepnie weryfikowane
doswiadczalnie. Taka konstrukcja pracy pokazuje dojrzatos¢ badawczg Doktoranta i jego zdolnos$¢ do
prowadzenia badan na styku kilku specjalistycznych obszaréw.

Rozprawa zostata napisana starannym i zasadniczo poprawnym jezykiem naukowym, a jej uktad
pozwala zwykle dobrze sledzi¢ logike przeprowadzonych badan. Autor swobodnie postuguje sie
terminologia z zakresu immunologii, chemii peptyddéw, biofizyki molekularnej i modelowania
komputerowego. W trakcie lektury zwrdcitem jednak uwage na kilka drobnych niescistosci jezykowych,
terminologicznych i metodologicznych, a takze na kilka miejsc, ktére mogtyby zosta¢ doprecyzowane.
Uwagi te nie wplywajg istotnie na mojg pozytywna ocene rozprawy, lecz ich wyjasnienie lub korekta
mogtyby zwiekszy¢ precyzje przekazu.

Do mniej istotnych uwag i pytan szczegétowych zaliczytbym nastepujgce kwestie:
— W rozdziale 5.5 przeciwciata anty-OX40, takie jak MEDI6469, MEDIO562 czy MOXR0916, zostaty
przedstawione jako czgsteczki hamujgce tworzenie kompleksu OX40/0OX40L. W literaturze sg one jednak

zwykle opisywane jako przeciwciata agonistyczne, wzmacniajgce sygnalizacje przez OX40, dlatego ten
fragment wymagatby doprecyzowania.



— W opisie symulacji ukfady neutralizowano jonami Na* lub CI-, ale nie znalaztem uzasadnienia
rezygnacji z dodatku soli odpowiadajace;j fizjologicznej sile jonowej. Czy w analizach MM-GBSA parametr
sity jonowej ustawiono konsekwentnie zgodnie z warunkami symulacji, czy tez przyjeto standardowg
wartos¢ 0,15 M.

— W czesci metod eksperymentalnych podane stezenie NaCl w PBS jako 0,437 M wydaje sie nietypowo
wysokie i najprawdopodobniej jest literéwka; standardowy PBS zawiera zwykle okoto 0,137 M NacCl.

— Sformutowanie ,z modelem uogdlnionego Borna” lepiej zastgpi¢ okresleniem ,z uogdlnionym
modelem Borna”.

— Okreslenie ,analiza modutéw normalnych” powinno zosta¢ zastgpione standardowym terminem
»analiza moddéw normalnych” lub ,,analiza drgan normalnych”.

— W kilku miejscach pojawia sie troche niefortunne sformutowanie dotyczgce ,pracy wewnetrznej
wykonywanej przez peptyd”. Jesli chodzi o zmiane energii konformacyjnej peptydu miedzy stanem wolnym
i zwigzanym, warto nazwac to wprost jako koszt lub zmiane energii konformacyjnej, poniewaz obecne
okreslenie moze by¢ mylace fizycznie.

— Przy omawianiu wynikdw termoforezy warto konsekwentnie stosowaé okreslenie ,pozorna
(apparent) Kd”, poniewaz badane uktady obejmujg biatka wielowartosciowe, wiec nie zawsze odpowiadajg
prostemu modelowi wigzania 1:1.

Konkluzja

Reasumujac, przedstawiona rozprawa doktorska stanowi spdjne i wartoSciowe opracowanie poswiecone
projektowaniu oraz weryfikacji peptydowych inhibitorow oddziatywania HVEM/LIGHT. Praca zostata
konsekwentnie zrealizowana, tgczgc metody modelowania molekularnego z szerokim zakresem technik
eksperymentalnych. Taki multidyscyplinarny charakter badan dobrze $wiadczy o przygotowaniu Doktoranta
oraz jego umiejetnosci prowadzenia prac na styku chemii peptyddw, biofizyki molekularnej i immunologii.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje istotny wkiad mgr. inz. Piotra Ciury w powstanie wszystkich trzech
publikacji stanowigcych podstawe rozprawy, potwierdzony jego pierwszoautorstwem oraz oswiadczeniami
wspotautoréw. Uzyskane wyniki majg oryginalny charakter i wskazujg obiecujgce kierunki dalszej
optymalizacji peptydowych modulatoréw wybranych punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego.

W mojej ocenie rozprawa spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim w dyscyplinie nauki chemiczne.
W zwigzku z powyiszym wnosze o przyjecie rozprawy doktorskiej pana mgr. inz. Piotra Ciury oraz
dopuszczenie go do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Jednoczesnie,
bioragc pod uwage wysoki walor poznawczy i aplikacyjny przedstawionych badan, wnosze o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej.

Uzasadnienie wniosku o wyrdznienie

Whiosek o wyrdznienie rozprawy uzasadniam przede wszystkim zakresem, kompletnoscig i konsekwencja
zrealizowanego programu badawczego. Doktorant przeprowadzit prace obejmujgce praktycznie caty proces



rozwoju badanych peptydéw: od analizy strukturalnej kompleksu HVEM/LIGHT i racjonalnego
projektowania kandydatdéw, przez ich synteze, oczyszczanie i charakterystyke, az po ocene powinowactwa,
aktywnosci inhibicyjnej, selektywnosci oraz dziatania w uktadach komérkowych. Na kazdym z tych etapdéw
konieczne byto zastosowanie odmiennych narzedzi badawczych oraz umiejetne powigzanie ich wynikéw w
jedng spdjng catosé. Realizacja tak szeroko zakrojonego zadania wymagata sprawnego potaczenia
kompetencji z zakresu modelowania molekularnego, chemii peptyddéw, biofizyki oddziatywarn biatko—
peptyd oraz metod eksperymentalnych stosowanych w badaniach immunologicznych. W mojej ocenie
wiasnie ta petna Sciezka, prowadzaca od projektu obliczeniowego do weryfikacji eksperymentalnej, stanowi
jedna z najmocniejszych stron rozprawy.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt, ze mgr inz. Piotr Ciura jest pierwszym autorem wszystkich trzech
publikacji stanowigcych podstawe rozprawy. Dotgczone oswiadczenia wspoétautoréw potwierdzaja, ze jego
udziat nie miat charakteru pomocniczego, lecz obejmowat kluczowe etapy planowania, realizacji, analizy i
interpretacji badarn. Swiadczy to o wysokim stopniu samodzielnosci naukowej Doktoranta oraz o jego
rzeczywistej odpowiedzialnosci za spéjnos¢ i powodzenie catego projektu.

Pozytywng ocene wzmacnia réwniez ogdlny dorobek publikacyjny Doktoranta. Poza pracami tworzgcymi
cykl doktorski jest on wspdétautorem dodatkowych artykutdéw opublikowanych w prestizowych
czasopismach z zakresu chemii medycznej, co pokazuje, ze jego aktywnosé naukowa wykracza poza jeden
wasko zdefiniowany projekt i dobrze wpisuje sie w obszar badan nad zwigzkami o potencjale biologicznym i

terapeutycznym.



