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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Karskiej
p.t. ,Synteza oraz badania konformacyjne fragmentéw homologéw glikoproteiny N bydlecego

herpeswirusa 1 (BHV-1) oraz wirusa ospy wietrznej i pétpasca (VZV)”

Uktad immunologiczny cztowieka to jeden z najbardziej fascynujacych uktadéw biologicznych
i jest on obecnie bardzo intensywnie badany pod réznym katem. Ingerencja w funkcjonowanie
uktadu immunologicznego ma obecnie olbrzymie znaczenie z punktu widzenia projektowania nowych
terapii przeciwko najgrozniejszym chorobom cywilizacyjnym, wtgczajgc w to choroby nowotworowe,
autoimmunologiczne czy wirusowe. Jednym z ciekawszych aspektéw tych badan sg mechanizmy,
ktére wirusy wyksztatcity w celu unikniecie odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Zrozumienie
tych mechanizméw stanowi klucz do opracowania skutecznych metod zapobiegania oraz leczenia
choréb wywotywanych przez wirusy. Przedstawiona mi do recenzji praca, wykonana przez Pania
magister Natalie Karskg w Katedrze Chemii Biomedycznej, Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
pod kierunkiem dr hab. Sylwii Rdziewicz-Motowidto, prof. UG oraz dr hab. Emili Sikorskiej, jako
promotora pomocniczego, doskonale wpisuje sie w ten nurt badawczy. Doktorantka jako obiekt
swoich badan, realizowanych w ramach projektu doktorskiego wybrata wirusowe biatko UL49.5 z
dwéch wiruséw rodziny herpeswiruséw (BHV-1 i VZV). Biatko to uczestniczy w modulacji mechanizmu
odpowiedzi odpornosciowe]j gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC 1), zaburzajgc transport i
prezentacje antygenu, co pozwala na unikniecie odpowiedzi uktadu immunologicznego gospodarza i
rozprzestrzenienie sie infekcji. Wprawdzie herpewirusy nie stanowig powaznego problemu dla oséb z

prawidtowo funkcjonujgcym uktadem immunologicznym, ale w przypadku upo$ledzenia uktadu
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immunologicznego (np. u chorych na AIDS, o0séb poddawanych intensywnej chemioterapii
przeciwnowotworowej, czy immunosupresji zwigzanej z przeszczepami) stanowia powazny problem
natury medycznej. Niektére herpeswirusy stanowig réwniez powazny problem ekonomiczny
powodujgc choroby bydta hodowlanego. Nalezy zatem uznac, ze badania podjete przez Doktorantke
majg istotne znaczenie zaréwno z punktu widzenia poznawczego jak i aplikacyjnego.

Praca doktorska liczy 180 stron oraz 29 zatgcznikdw przedstawiajgcych dodatkowe rysunki
tabele i wykresy, a wiec jest obszernym materiatem naukowym. Na rozprawe sktada sie wstep
teoretyczny zwany tu wprowadzeniem, cel pracy, czes¢ eksperymentalna, omdwienie wynikéw,
podsumowanie oraz bibliografia, praca ma wiec (z doktadnoscig do nazw poszczegélnych rozdziatéw)
uktad typowy dla prac eksperymentalnych z zakresu chemii i nauk pokrewnych. W pracy
zamieszczono 106 rysunkéw oraz 17 tabel (nie liczac wspomnianych juz zatgcznikéw), starannie
przygotowanych pod wzgledem edytorskim, ktére s3 bardzo pomocne w $ledzeniu toku
rozumowania Autorki rozprawy. W pracy zacytowano 124 pozycji literaturowych, ktére w wigkszosci
stanowiag prace oryginalne oraz przeglagdowe opublikowane czasopismach naukowych z chemii,
biochemii i immunologii oraz dziedzin pokrewnych. Cata praca przygotowana jest starannie i
profesjonalnie pod wzgledem edytorskim profesjonalnie, z drobnymi mankamentami, o ktérych

wspome pozniej.

Zgodnie z wymaganiami Ustawy o tytule i stopniach naukowych z dnia 14 marca 2003 roku
(Dziennik Ustaw Nr 65, poz. 595, Art. 13) przedmiotem mojej oceny sg nastgpujace elementy
Rozprawy: a) ogdlna wiedza Kandydata w uprawianej dziedzinie naukowej, b) Umiejetnosc

prowadzenia badan naukowych, c) oryginalno$¢ rozwigzanego problemu naukowego.

Czesc teoretyczng rozprawy opisano na 34 stronach, wiec jest stosunkowo krétka w stosunku
do objetosci pracy. Autorka sporo miejsca poswigca w tej czesci zagadnieniom zwigzanym z uktadem
immunologicznym cztowieka, réznym mechanizmom generowania odpowiedzi tego ukfadu na
patogeny, by nastepnie skupi¢ sie na herpeswirusach ich znaczeniu biologicznym, a w szczegdlnosci
mechanizmom unikania odpowiedzi immunologicznej. Cze$¢ teoretyczna jest napisana w sposob
interesujgcy i zobrazowana jest estetycznymi i informatywnymi ilustracjami, jednak pozostawia
pewien niedosyt. W szczegdlnosci brak pogtebionego opisu badan nad funkcjg i wtasciwosciami
badanego biatka i jego homologéw dostepnych w literaturze. Prace temu poswigcone s3 zacytowane
w rozprawie, lecz w zgota zaskakujgcym kontekscie (przyktadowo Lipinska et al. J. Virol. 80,
5822-5832, 2006 [60], lub Koppers-Lalic et al. Plos Pathogens 4, e1000080, 2008 [68]). Brakuje
podrozdziatu opisujgcego metody badawcze stosowane w badanich nad biatkiem UL49.5 lub biatkami

o podobnej funkcji oraz strukturze.
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W czesciach rozprawy poswieconym badaniom wtasnym (opisanych w rozdziatach ,Cze$¢
eksperymentalna oraz ,Omdwienie wynikdw”) doktorantka opisuje efekty swoich badan, ktére
mozna podzieli¢ na trzy zasadnicze czesci: a) projektowanie i chemiczna synteza peptyddéw bedacych
fragmentami N- oraz C-korica biatka UL49.5 wiruséw BHV-1 i VZV b) badania spektroskopowe (CD
oraz NMR) fragmentéw peptydowych tych biatek i w korncu c) w koricu wykorzystanie metod
modelowania molekularnego, ktére w potgczeniu z wynikami badan spektroskopowych miaty
doprowadzi¢ do okredlenia struktury przestrzennej fragmentow biatek, a nastepnie powigzania
struktury z aktywnoscia biologiczng biatka UL49.5 wirusa BHV-1 oraz wirusa VZV. Z tego wynika, ze
plan badawczy to ambitny, interdyscyplinarny program, wymagajgcy od wykonawcy szeregu

réznorodnych kompetencji.

W ramach realizacji pracy doktorskiej Pani Natalia Karska zaplanowata i wykonata synteze 16
peptydéw bedacych fragmentami lub analogami biatka UL49.5 wirusa BHV-1 oraz czterech peptyddw
bedacych fragmentami wirusa VZV. Synteza peptyddw powiodta sie, choé niektére z nich sprawitaty
ktopoty i wymagaty zmiany w protokole syntezy. Wiekszos$¢ peptyddw zostata oczyszczona za pomoca
HPLC oraz zanalizowana za pomocg spektrometrii mas, lecz w niektérych przypadkach nie udato sie
uzyskac czystych peptydéw do dalszych badan. Czes¢ z otrzymanych peptydéw zostata wykorzystana
przez Doktorantke do badan NMR, a otrzymane w ten sposdb dane wykorzystano jako wiezy w
symulacjach dynamiki molekularnej w polu sitowym AMBER. Nalezy tu podkreéli¢, ze doktorantka
zastosowata szereg technik magnetycznego rezonansu magnetycznego wtaczajagc w to DQF-COSY,
TOCSY, NOESY oraz ROESY. Recenzent nie ma watpliwosci, ze analiza tych danych wymagata od mgr
Karskiej olbrzymiego naktadu pracy oraz odpowiednich umiejetnosci. Otrzymane peptydy postuzyty
rowniez do badari struktur peptydéw metodami spektroskopii dichroizmu kotowego zaréwno w
roztworach wodnych jak i warunkach micelarnych. Doktorantka wyznaczyta struktury przestrzenne
dziewigciu peptydéw w miceli DCP oraz dwdch peptydéw w miceli SDS. Czes$é poswiecona badaniom
wtiasnym to bardzo bogaty materiat badawczy, w ktérym Autorka podjeta sie trudnego zadania jakim
byta realizacji bardzo ambitnych celéw. Trzeba przyznaé, ze Autorka rozprawy bardzo dobrze
poradzita sobie z tym trudnym =zadaniem. Za najwieksze osiggniecie Doktorantki uwazam
interdyscyplinarno$¢ badari wykonywanych podczas realizacji projektu, co obejmowato synteze
peptydéw, badania spektroskopowe i w korcu badania obliczeniowe, co w konsekwencji
doprowadzito do istotnych informacji o strukturze fragmentéw badanego biatek, ktére potem
postuzyto do opracowania zintegrowanego modelu biatka. Wiedza na temat struktury biatka UL49.5
moze pozwoli¢ na wyjasnienie w jaki sposéb oddziatuje ono z transporterem TAP, a nastepnie jaki

jest mechanizm unikania odpowiedzi immunologicznej, by w koricu umozliwi¢ projektowanie
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potencjalnych terapeutykéw przywracajacych prawidtowa reakcje uktadu immunologicznego na

infekcje wirusowa.

Szkoda jedynie, ze realizacja projektu doktoranckiego nie przyniosta dotychczas efektow
publikacyjnych wienczacych dzieto. Ten brak doswiadczenia w przygotowywaniu manuskryptéw
publikacji jest odzwierciedlony w szczegdlny sposdb w czesci eksperymentalnej pracy oraz w
bibliografii. Celem czesci eksperymentalnej w pracach badawczych jest opisanie procedur, ktére
umozliwiajg odtworzenie eksperymentu. W przypadku syntezy peptydéw w fazie statej ten opis jest
zbyt lakoniczny i pozbawiony niezbednych szczegétéw konieczych do odtworzenia syntez. W tej
czesci znajdujg sie tez takie elementy jak mechanizm tworzenia wigzania peptydowego (rysunek 20
oraz 21), ktére moim zdaniem nie powinny znalez¢ sie w tej czesci rozprawy. Tabela 4 zamieszczona
w tym rozdziale podsumowuje wysitki syntetyczne doktoranki, przedstawiajac sekwencje
otrzymanych peptydéw oraz wydajnos¢ ich syntezy na ztozu statym. W tabeli 5 zamieszczono warunki
oczyszczania oraz charakterystyke HPLC oraz MS oczyszczonych peptyddw, niestety nie zamieszczono
choéby przyktadowych profili HPLC oraz widm masowych. W trakcie publicznej obrony bardzo
prositbym Doktorantke o przedstawienie przyktadowych zestawdw danych, ktére postuzyty do
wypetnienia tabeli (np. profile HPLC i widma MS dla peptydéw N.BHV, NBHV.GGG, C.BHV.RGAG).
Podpis pod rysunkiem jest niescisty, poniewaz odlegtosci migdzyprotonowe, rodzaj izomerii wigzania
peptydowego oraz wartosci katéw torsyjnych to nie sa dane NMR, a parametry, ktére mozna obliczy¢

dzieki danym NMR.

Stabszym elementem rozprawy jest bibliografia. W tej czesci pracy jest sporo nietadu,
odnosniki sg cytowane w niejednolity sposdb. Pozycje literaturowe 60 i 65 to ta sama praca,
podobnie pozycje 34 i 78 mimo, ze réznig sie sposobem cytowania z listg wspétautoréw wiacznie
réwniez odnosza sie do tej samej publikacji, przy czym w zadnym przypadku cytowanie nie dokonane
prawidtowo. Jest kilka zupetnie niejasnych cytowan (91, 95, 96, 97). W pozycjach ze spisu literatury nr
12, 63, 64, 70 oraz kilku innych brakuje nazwy czasopisma. Prawidtowe odwotania do poprzednich
prac to jeden z kluczowych elementdw opisu osiggnietych wynikéw naukowych, bardzo restrykcyjnie
oceniany przez recenzentéw manuskryptéw w czasopismach naukowych, dlatego tez ten element
pracy naukowca wymaga szczegolnej uwagi i duzej precyzji. Autorka nie ustrzegta réwniez
sporadycznych btedéw gramatycznych, braku znakéw interpunkcyjnych, czy tzw. literéwek, co jednak
mozna zrozumie¢ biorgc pod uwage objetos¢ rozprawy.

Wymienione mankamenty nie obnizajg wartosci naukowej dysertacji oraz jej oryginalnosci, a
ich przywotanie w recenzji ma spetnia¢ walor dydaktyczny, co mam nadzieje Doktorantka zechce

wykorzysta¢ w dalszej karierze naukowej.
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W konkluzji stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Natali
Karskiej stanowi twodrczy i oryginalny wktad w badania nad strukturg i funkcjg biatek UL49.5 z
herpeswiruséw przez co spetnia wszelkie warunki okreslone w Ustawie i wnioskuje do Rady Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Natalii Karskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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