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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Kuncewicz p.t. ,,Charakterystyka molekularna
kompleksu biatek HVEM-CD160, jako potencjalnego celu w immunoterapii”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska opisuje badania nad charakterystyka strukturalng
biatka CD160, kompleksu CD160-HVEM oraz prébe uzyskania peptydowych inhibitorow
oddziatywania tych biatek. Praca zostata przygotowana w Katedrze Chemii Biomedycznej, na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem dr hab. Sylwii Rodziewicz-
Motowidto, prof. UG oraz dr Marty Spodzieja, promotora pomocniczego.

Rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim w formie zamknietego opracowania. We
wstepie autorka zaprezentowata realizowang tematyke w bardzo szerokim kontekscie catego
uktadu immunologicznego. Wstep ten jest doskonatym przyktadem jak lekkim, ciekawym i
przystepnym jezykiem mozina przedstawia¢ zagadnienia bardzo rozbudowane i
skomplikowane, nie tongc w nadmiarze szczegotéw i zawitosci. Co ciekawe, mimo tak
szerokiego, a tym samym z koniecznosci bardzo uogdlnionego podejscia, autorka ustrzegta sie
znaczacych niescistosci lub nadmiernych uproszczen. Wyjatkiem jest tu jedynie troche zbyt
zawezona definicja antygenu podana we wstepie do podrozdziatu 1.2, nie wptywa to jednak
na czytelnosc¢ dalszej czesci opracowania. Ogdélny opis roli uktadu immunologicznego zawezany
jest w kolejnych podrozdziatach do roli limfocytéw T i zwigzanych z tym mechanizmdw, a
nastepnie do przedstawienia roli immunologicznych punktéow kontrolnych — tematu pracy
doktorskiej. Autorka charakteryzuje po krétce klasy strukturalne tych biatek, a nastepnie
przechodzi do bardziej szczegétowego omowienia konkretnych biatek stanowigcych temat
rozprawy. Nastepnie autorka przechodzi do opisu roli punktéw kontrolnych uktadu
immunologicznego w chorobach nowotworowych i wykorzystania tych biatek jako celow
terapeutycznych — umiejscawiajgc tym samym swoje badania w kontekscie medycznym.
Ostatnia czes¢ wstepu przybliza stosowang w pracy metodologie badawczg i jest to jedyny
fragment tej czesci rozprawy ktéry wydaje mi sie zbedny. Chromatografia powinowactwa i
testy ELISA to metodologia o tak ugruntowanej pozycji w dziedzinie badan, ze nie wydaje mi
sie konieczne poswiecanie im miejsca w wstepie do rozprawy doktorskiej. Odpowiednim
miejscem jest tutaj raczej czes¢ ,Materiaty i metody”, gdzie przeciez zostata zawarta np.
informacja o réwnie skomplikowane] syntezie peptydow, itp. Powyzsza uwaga nie umniejsza
znaczgco jakosci pracy — stanowi bardziej wskazanie niescistosci w kompozycji.

Wstep jest ilustrowany odpowiednio dobranym materiatem graficznym pomagajgcym
usystematyzowac podane w opisie informacje.

Zaletg pracy jest bardzo jasne zdefiniowanie celéw badawczych i prowadzenie czesci
opisujacej wyniki (a wiec i samych badan) odpowiednio do przedstawionych celéw.
Parafrazujac za rozdziatem ,,Cel pracy”, autorka dazy do uzyskania:

(1) charakterystyki strukturalnej biatka CD160
(2) charakterystyki strukturalnej kompleksu CD160 — HVEM
(3) uzyskania peptydowych inhibitorow formowania kompleksu.
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Pierwszy z postawionych celdw pracy autorka analizuje przede wszystkim metodg HDX-MS.
Na poczatku prostymi metodami biochemicznymi okresla stopien oligomeryzacji CD160,
nastepnie optymalizuje sposdb przygotowania map peptydowych (w tym przypadku wskazana
bytaby jednak dalsza optymalizacja celem uzyskania jeszcze lepszego pokrycia sekwencji) i
analizuje wymiane H/D dla wolnego biatka. Réwnolegle wspdtpracownicy prowadza
modelowanie homologiczne biatka. Konkluzjg jest ogdlna zgodnos¢ modelu in silico z danymi
eksperymentalnymi (w pracy brakuje mi rysunku pokazujacego tg zgodnos¢ — np. struktury
pokolorowanej ,,mapami cieplnymi” wymiany H/D).

Drugi cel pracy analizowany jest przy wykorzystaniu podobnej metodologii. Test wigzania
ELISA pozwala na okreslenie wptywu glikozylacji na wigzanie CD160/HVEM. Metoda HDX-MS
pozwala wyznaczy¢ fragmenty biatka CD160 odpowiedzialne za wigzanie (brakuje mi tutaj
analogicznej analizy dla biatka HVEM). Rownolegle, modelowanie molekularne pozwala na
stworzenie modelu oddziatywania ktéry potwierdzajg dane HDX-MS i inne zebrane dane
(ponownie, w pracy brakuje rysunku zbiorczo podsumowujgcego zebrane wyniki, np. poprzez
zaznaczenie na modelu strukturalnym fragmentéow odpowiedzialnych za oddziatywanie
wyznaczonych innymi metodami). Rownolegle autorka analizuje oddziatywanie przez
,fragmentacje” biatka CD160 na krétkie peptydy, z zatozeniem iz wybrane z nich beda
nasladowac¢ wigzanie catego biatka. Zatozenie, iz krétkie peptydy, fragmenty B-kartek, mogg
nasladowa¢ wigzanie odpowiednich fragmentéw biatka wydato mi sie bardzo ,na wyrost”.
Cho¢ autorka przytacza dos¢ jednoznaczne wyniki wskazujgce na takg witasnie konkluzje,
mysle, ze dla uzyskania petniejszego dowodu nalezatoby uwzgledni¢ jeszcze dodatkowe
kontrole i eksperymenty przeprowadzone komplementarnymi metodami. Watpliwos¢ ta
wynika gtownie z faktu, iz w swoich badaniach analizuje podobnie stabe oddziatywania i wiem
jak w przypadku zwigzkéw o niskim powinowactwie fatwo przez dtugi czas pozostawaé w
btednym przekonaniu co do wigzania danego zwigzku, nawet pomimo zastosowania szeregu
komplementarnych metod zdajgcych sie wskazywad, iz taka konkluzja jest poprawna.

Realizujgc trzeci cel postawiony sobie w pracy autorka projektuje i syntetyzuje szereg
peptydéw — fragmentéw biatek CD160, BTLA i gD, a nastepnie analizuje ich wptyw na
tworzenie kompleksu CD160/HVEM przy pomocy kompetycyjnego testu ELISA. Ogdlng
konkluzjg tej czesci prac jest stwierdzenie, ze jedynie wybrane, stabilizowane mostkami
dwusiarczkowymi peptydy sg skutecznymi inhibitorami. Jest to wynik znaczgcy. Autorka osigga
prostymi metodami wynik (czgsteczke) umozliwiajgcg przyszta kontynuacje tych niezwykle
ciekawych badan w kierunku optymalizacji jej potencjatu inhibicyjnego, a w dalsze]j przysztosci
by¢ moze takze i terapeutycznego. Wynik ten jednak jednoczesnie wskazuje, iz wyniki badania
bezposredniego wigzania krotkich peptydéw w punkcie poprzednim wymagajg by¢ moze
rewizji (peptydy takie powinny wykazywac aktywnosc¢ inhibicyjng, co nie zostato wykazane w
pracy — peptydy byly testowane i nie hamowaty oddziatywania). Bardzo brakuje takze
ilosciowego okreslenia powinowactwa zidentyfikowanych czgsteczek i cho¢by podstawowe;j
analizy SAR (ang. structure-activity relationship). Dane te pozwolitoby na ocene wartosci
uzyskanych zwigzkéw pod katem ich dalszego rozwoju.

Podsumowujgc, pomimo pewnych uwag ktére tutaj wyrazitem — bardziej jako kierunek
dalszych prac, niz zastrzezenia do rozprawy, przeprowadzona analiza daje przejrzysty wstepny
obraz oddziatywania CD160/HVEM i dostarcza pierwszych znanych inhibitoréw tego
oddziatywania. Stanowi to niewatpliwg wartos$¢ przedstawionej rozprawy. Przeprowadzone
badania wymagajg kontynuacji, modele potwierdzenia metodami strukturalnymi, a inhibitory
optymalizacji powinowactwa. Jednak podstawy zostaty ustanowione, a kontynuacja badan
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jest, jak rozumiem, tematem prac podejmowanych w Katedrze w ktdrej doktorantka
realizowata swoje badania.

W tym miejscu nasuwa mi sie pytanie, jak doktorantka widzi kontynuacje swoich prac (przez
siebie lub innych cztonkéw grupy)? Jakie eksperymenty mozna by wykonac w blizszej i dalszej
przysztosci by potwierdzi¢ / rozszerzy¢ uzyskane wyniki? Wyniki, ktére w szerszej
perspektywie nalezy traktowac raczej jako wyniki wstepne, niz wyczerpujacy opis podjetego
problemu. Jakie doktorantka widzi ograniczenia w przeprowadzonych juz doswiadczeniach i
jak mozna by sie do nich odnies¢ eksperymentalnie?

Poza kwestiami merytorycznymi, bardzo podoba mi sie fakt, ze dla zapewnienia ciggtosci
wywodu, autorka nie obawia sie wykorzysta¢ w swojej pracy fragmentdéw opracowan
wspotpracownikéw (oczywiscie odpowiednio oznaczonych w tekscie). Praca doktorska to
praca naukowa. W dziedzinie badan reprezentowanej przez doktorantke norma jest praca
zespotowa. Dos$¢ czesto jednak mozna spotkac sie z opinig, iz prace doktorskie powinny
opisywac jedynie dokonania indywidualne. Oczywiscie wazny jest w nich przede wszystkim
wkfad gtdwnego autora, jednak powinny one stanowi¢ merytoryczng catos¢ i stosunkowo
czesto spotykane, nienaturalne oddzielanie w tekscie dokonan indywidualnych od
zespotowych psuje jedynie kompozycje tekstu, ktéry staje sie pofragmentowany i nieczytelny.
Nie ma to miejsca w przypadku tej pracy.

Dyskusja jest w duzej mierze powtdrzeniem opisu wynikow. Nie jest to jednak zarzut, a raczej
odwrotnie. Rozdziat ten pomaga usystematyzowaé wyniki przedstawione w poprzednim
rozdziale. Osobiscie wole potgczenie tych dwdch rozdziatow w jeden, co pomaga unikngé
powtdrzen, jednak przyjetym dla tego typu opracowan wzorem jest witasnie ten zastosowany
przez doktorantke. Literatura przedmiotu jest w temacie badan dos¢ ograniczona, a uzyskane
wyniki prezentujg zagadnienie catkowicie nowe, dlatego uwazam iz doktorantka bardzo
dobrze wybrneta z problemu konstrukcji klasycznej dyskusji wynikéw.

Rozdziat dotyczacy metodologii jest zwiezty. Jest to jego niewatpliwg zaletg, gdyz
jednoczesnie w sposéb wyczerpujacy prezentuje zastosowane w rozprawie procedury
badawcze.

Podsumowujgc ocene rozprawy, przedstawione do recenzji opracowanie stanowi spdjng
cato$¢ prezentujacg ciekawe podejscie do podejmowanego zagadnienia. Niewatpliwe
osiggniecia, w postaci modelu struktury CD160 i kompleksu CD160/HVEM popartych danymi
eksperymentalnymi oraz przede wszystkim uzyskaniem peptydowych inhibitoréw tego
oddziatywania, stanowig istotny postep w dziedzinie badan. Jednoczesnie, szereg poruszanych
tematdéw wymaga dalszego, bardziej szczegétowego opracowania.

Rownolegle do ogdlnie wysokiej oceny przedstawionej pracy, mam takze kilka uwag. Nie s3 to
uwagi krytyczne, a raczej sugestie ktére mam nadzieje pozwolg w przysztosci petniej rozwing¢
badania w interesujacym obszarze. Nie wptywajg one w zadnym stopniu negatywnie na ocene
pracy, a wynikajg z obowigzku recenzenta ktory traktuje jako wyrazenie opinii i wskazanie
potencjalnego kierunku rozwoju / ulepszenia. W moim odczuciu przeprowadzone
eksperymenty stanowig minimum tego co mozna obecnie zrobi¢ by odpowiedzie¢ na
postawione pytania i wymagaja w wielu kwestiach dalszego opracowania. Oczywiscie
stawiane pytania sg bardzo szerokie i petna odpowiedz na nie mogtaby stanowié temat wiecej
niz jednego doktoratu, niektére jednak kwestie mogtyby by¢ niewielkim naktadem pracy lepiej
rozwiniete. Np. w analizie HDX-MS pokrycie niektorych fragmentdéw biatka jest niewielkie (lub
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brak go w ogdle). Autorka podejmuje kroki w kierunku optymalizacji procedury, niemniej sg
one ograniczone. Zastosowanie jeszcze innych metod trawienia, warunkow rozdziatu i analizy
MS powinno pozwoli¢ na znacznie lepsze pokrycie sekwencji. Testy wigzana peptyddw sa
przeprowadzone metodami ELISA i testow powinowactwa, ktére nie pozwalaja na
wyznaczanie statych dysocjacji. Istnieje szereg komplementarnych metod takich jak FRET,
HTRF, MST, ITC, SPR, FP, NMR i inne, ktdére pozwalajg wyznaczy¢ ilosciowo parametry
oddziatywania w roztworze. W tej pracy bytoby to szczegdlnie istotne z uwagi na problemy ze
specyficznoscia opracowywanych testéow ELISA. Wybrane metody komplementarne warto
bytoby wykorzystac do charakterystyki najlepszych opracowanych inhibitoréw. Okreslenie czy
dana czasteczka stanowi rzeczywisty inhibitor czy jedynie czgsteczke interferujacg z danym
rodzajem testu jest nietrywialne i czesto zdarza sie, ze przez dtugi czas rozwija sie inhibitory
konkretnego testu (konkretnych testéw), a nie rzeczywistego oddziatywania. Jest to fakt znany
i nie wynikajacy z btednej interpretacji danych, a raczej z braku odpowiednio specyficznych
testow w ogdlnosci. Dalej, detekcje w tescie powinowactwa mozna by fatwo rozszerzy¢ do LC-
MS co pozwolitoby na (pdt-)ilosciowe oszacowanie wigzania. Warto bytoby podjgé analize
mutacyjng najlepszych inhibitorow by uzyskaé cho¢ wstepne dane do dalszej racjonalnej
optymalizacji. Oczywiscie w szerszej wspotpracy badania mozina by rozszerzy¢ znacznie
bardziej, jednak wychodzi to juz poza zakres pojedynczego doktoratu.

Autorka pracy jest wspétautorem trzech publikacji naukowych, w tym pierwszym autorem
jednej z nich. Jest to wystarczajgcy dorobek na tym etapie kariery naukowej. Ponadto, swoje
wyniki prezentowata na szeregu konferencjach naukowych. W trakcie doktoratu odbyta takze
krotki staz na Uniwersytecie Wroctawskim. Informacje te nie sg przedmiotem recenzji, jednak,
poza samymi badaniami przedstawionymi w rozprawie, dobrze sSwiadczg o aktywnosci
naukowej doktorantki.

Podsumowujac, rozprawa doktorska przedstawiona przez mgr Katarzyne Kuncewicz jest
dobrze przygotowana, ciekawa i spdjna merytorycznie. Badania zostaty przeprowadzone w
sposoéb kompetentny, z zastosowaniem wtasciwie dobranej metodologii badawczej. Uzyskane
wyniki zostaty poprawnie zinterpretowane technicznie oraz wifasciwie skontrastowane ze
stanem wiedzy. Wnioski wyciaggniete przez autorke sg wywazone, brak w nich nadmiernej
przesady i nadinterpretacji.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Katarzyny Kuncewicz spetnia wszelkie warunki
stawiane pracom doktorskim zgodnie z odpowiednimi przepisami prawa i normami
zwyczajowymi. Wedtug mojej oceny dorobek naukowy kandydatki w petni uzasadnia
nadanie jej stopnia naukowego doktora. Dlatego wnosze do Rady Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie pani magister Katarzyny Kuncewicz do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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