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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Katarzyny KUNCEWICZ
,,Charakterystyka molekularna kompleksu biatek HVEM-CD160, jako
potencjalnego celu w immunoterapii’

Praca doktorska Pani mgr Katarzyny Kuncewicz zostata wykonana pod opiekg Pani
prof. Sylwii Rodziewicz-Motowidto, na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.
Dotyczy ona jednego ze sposobdw poszukiwania nowych srodkéw mobilizujgcych
system immunologiczny lub hamujacych jego nadaktywno$é. Tym sposobem jest
poszukiwanie substancji oddziatujgcych z biatkami, kiére nazywane sg punktami
kontrolnymi ukfadu immunologicznego (nazwa angielska immune checkpoints jako$
bardziej do mnie przemawia). Jako model badawczy Doktorantka wybrata, mato
jeszcze poznane, biatko CD160. Zatem logicznym jest, ze pierwszym etapem
podjetych badan byta proba zdefiniowania struktury przestrzennej tego biatka stosujac
pomystowg kombinacje: wymiany ruchliwych i eksponowanych na powierzchni biatka
atoméw wodoru na deuter, a nastepnie‘trawienie enzymatyczne otrzymanego,
deuterowanego biatka i badanie struktur otrzymanych fragmentéw za pomoca
spektrometrii mas (technika HDX-MS). Po analizie otrzymanych map peptydéw mozna
byto nie tylko zdefiniowa¢ strukture pierwszorzedowg CD160 ale takze stwierdzic,
ktore z jego wigzan amidowych nie majg (albo majg utrudniony) kontakt z wodg
(rozpuszczalnikiem). Badania te potaczone z komputerowo-wspomaganym
modelowaniem struktury biatka CD160 pozwolity na uzyskanie przestrzennej struktury
tego biatka, ktdrej uzyto w dalszych studiach. Na szczegdlne wyrdznienie w tej czesci
pracy zastuguje wykazanie, ze biatko CD160 jest monomerem (nawet Wikipedia pisze
0 jego multimerycznej strukturze).

Nastepnym etapem badan byta proba definicji przestrzennej kompleksu biatka CD160
z biatkiem utatwiajgcym wejscie do komorki wirusa opryszczki (HVEM), jednego z
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czynnikdw martwicy nowotworu. Tutaj Doktorantka zastosowata bardzo kreatywnie
technike HDX-MS (biatko HVEM blokuje deuterowanie zwigzanych fragmentéw) oraz
test immunoenzymatyczny ELISA. Badaniami objeto réwniez wybrane fragmenty
HVEM. Jak trudne to byty badania pokazuje chociazby niepozorny fragment badan
opisanych na stronach 55-56. Badania te dotyczyty technicznego problemu, jaki
pojawit sie w trakcie przygotowania ptytek do testow immunoenzymatycznych.
Uzyskane wyniki pozwolity znéw uzy¢ techniki modelowania molekularnego dla
wyznaczenia sposobu odziatywania biatek HVEM i CD160. W tej czesci pracy na
szczegolng pochwate zastuguje zbadanie wptywu glikozylacji biatka CD160 (jest ono
glikoproteing) na wigzanie HVEM. Koncowym i bardzo pracochtonnym etapem
podjetych badan byto zastosowanie wiedzy dotyczacej architektury wigzania obu
biatek do projektowanie fragmentow oligopeptydowych zdolnych silnie wigza¢ biatko
CD160. Doktorantka otrzymata tu interesujace peptydy, ktére mogg by¢ uznane za
substancje wiodgace w dalszym projektowaniu.

Badanie wigzania fragmentéw CD160 oraz ich analogédw o zrandomizowanej
strukturze, z HVEM opisane na stronie 72 daty zaskakujgce wyniki — wigzg sie one
nadspodziewanie dobrze — silniej niz cate biatko C160. Czy Doktorantka ma jakas
koncepcje dlaczego uzyskano taki wynik? Czy sa planowane dalsze badania tego
fenomenu?

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze w pracy doktorskiej Pani mgr Kuncewicz
Swiderskiej pojawia sie wiele watkéw i wszystkie z nich przyniosty interesujace wyniki.
Nalezy tu tez podkresli¢, ze uzyskane wyniki wymagaty bardzo duzego naktadu pracy,
kreatywnosci i umiejetnoéci. Jest tez oczywistym, ze tak wielowatkowe i trudne
badania bytyby nie przeprowadzenia bez pomocy wspétpracownikéw z macierzystego
Wydziatu, ktérych Doktorantka wymienia i im dziekuje.

Praca doktorska ma ukfad klasyczny i zaczyna sie od wprowadzenia czytelnika w
tematyke prowadzonych badan. Ten wstep literaturowy jest napisany ciekawie i
kompetentnie. Ma on typowa objetosc¢ dla prac doktorskich, to znaczy liczy okoto 30%
tekstu. Na stronie 43 opisane sg dane literaturowe dotyczace wigzania fragmentow
biatka HVEM z biatkiem BTLA. Stabo oddziatujace fragmenty pokazaty dobrg
aktywnosc in vivo (w odréznieniu od dobrze wigzacych sie fragmentéw).Czy jest jakie$
wyttumaczenie tego zjawiska?

Cata praca jest napisana bardzo starannie, czytelnie i tadng polszczyzng. Powoduije to,
ze czyta sie jg dobrze. Na szczegodlng pochwate zastuguje niezwykle elegancka
redakcja pracy. Nie do wiary jest to, ze nie znalaztem ani jednego btedu edytorskiego



— to niezwykte w przypadku prac doktorskich. Zarowno czes$¢ eksperymentalna jak i
opis wynikdw sa bardzo szczegétowe i dobrze pokazujg zaréwno sposob realizacji
badan, jak i ogrom pracy wlozony w te realizacje. Szkoda tylko, ze nie ma rozdziatu
poswieconego wnioskom i takg role petni posumowanie wynikéw — a to nie to samo.

Nie zamierzam tez uchylac sie od podania kilku uwag krytycznych. | tak:

e uzywa sie terminu ,struktura krystaliczna”, a nie krystalograficzna (str. 3);

e zdanie zaczynajace sie¢ od stow ,Ptytki streptawidynowe....” jest niejasne (str.
47);

e protestuje przeciw ,fleksybilnym” regionom biatka (wole gietkie konformacyjne,
str.50);

e powinno by¢ nie ilos¢, ale liczba wymienionych atoméw wodoru (str. 51);

e dynamika molekularna to nie molecular docking (str.75);

e czy na pewno Glu45 oddziatuje hydrofobowo z Tyr23. Ich struktury na to nie
wskazujg (str.89);

e zdecydowanie protestuje przeciw sformutowaniu ,Proceedingi” (str.116)

e w koncu: nie miatbym odwagi napisa¢, ze moje badania mogq sie przyczynic¢
do rozwoju medycyny (str.53). Entuzjazm Doktorantki wynika pewnie z réznicy
wieku jakie nas dzielg i odbieram go pozytywnie.

Te btedy sgq marginalne i nie majg zadnego wptywu na mojg wysokg ocene wartosci
rozprawy Pani mgr Katarzyny Kuncewicz, a raczej majg pokazac, ze prace staratem
sie przeczytac starannie.

Reasumujac, przyszto mi recenzowac solidna, dobrze napisang i ciekawa prace
opisujacq realizacje innowacyjnego i $wiezego pomystu badawczego. Praca ta w pei
spetnia warunki zarébwno ustawowe jak i zwyczajowe jakie stawia sie pracom
doktorskim. Zatem, wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Kuncewicz do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage zakres wykonanych badan, ich stopien trudnosci i uzyskane wyniki
chetnie zaproponowatbym wyréznienie tej rozprawy doktorskiej odpowiednig nagroda.
Niestety Pani mgr Katarzyna Kuncewicz nie spetnia dwéch warunkéw regulaminu
Wydziatu Chemii — nie jest Ona pierwszym autorem trzech publikacji, i nie jest
autorem trzech publikacji z listy filadelfijskiej gdyz pismo Oncotarget (cho¢ jest to
bardzo dobre czasopismo) zostato z tej listy usuniete. Troche szkoda, ale regulamin
jest regulaminem.




