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Recenzja

Rozprawy Doktorskiej

mgr inz. Marty Piotrowskiej

pt. ,Badania strukturalne receptoréw sygnatowych HVEM i CD160”
wykonanej pod kierunkiem promotorki Prof. dr hab. Sylwii Rodziewicz-Motowidto
oraz promotorki pomocniczej dr Marty Orlikowskiej
w Katedrze Chemii Medycznej

w postepowaniu dotyczgcym nadania stopnia naukowego doktora
w dyscyplinie nauki chemiczne
przez Rade Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdariskiego

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska liczy tacznie 213 stron maszynopisu i zostata
opracowana w formie monografii. Praca ma klasyczny, przejrzysty uktad, obejmujacy
wprowadzenie teoretyczne, wprowadzenie celu pracy, opis metod badawczych w postaci
obszernej czeéci do$wiadczalnej, rozdziat z wynikami i ich analizg, dyskusje otrzymanych
wynikéw a takie podsumowanie, wykaz dorobku naukowego i bibliografig. Przejrzystos¢
redakcyjna, uktad graficzny rycin i tabel, a takze poprawnosc¢ jezykowa $wiadczg o wysokim
poziomie starannosci redakcyjnej. Szczegdlne uznanie budzi bardzo rozbudowany i szczegdtowy
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wstep teoretyczny zawierajgcy siedem obszernych podrozdziatéw, ktéry ukazuje dobre
rozeznanie autorki w zakresie badanej tematyki faczacej immunologig, biologie molekularng
oraz biologie strukturalna.

Gtéwnym tematem badan Pani mgr inz. Marty Piotrowskiej jest biatko HVEM
(Herpesvirus Entry Mediator, znane tez jako TNFRSF14), ktére odgrywa kluczowa role w regulacji
odpowiedzi immunologicznej, petnigc funkcjg receptora dla biatek z rodziny TNF (czynnik
martwicy nowotwordw, ang. Tumor Necrosis Factor). HVEM jest obecne na komérkach
prezentujacych antygen ale i na niekt6rych typach komérek nowotworowych. Jego zdolnos$¢ do
taczenia sie zaréwno z ligandami stymulujgcymi (np. LIGHT, LTa) jak i hamujacymi (np. BTLA,
CD160) sprawia, ze dziata jako molekularny ,przetacznik” odpowiedzi immunologicznej,
réwnowazac aktywacje i hamowanie limfocytéw T oraz komoérek NK (limfocyty cytotoksyczne
NK, ang. Natural Killer). Z kolei CD160 to glikoproteina produkowana i obecna gtéwnie na
powierzchni cytotoksycznych limfocytéw T (CD8*) oraz na komorkach NK, gdzie uczestniczy w
modulacji ich aktywnosci. CD160 wigze sie¢ m.in. z HVEM, co skutkuje najczesciej sygnatem
hamujgcym, sprzyjajgcym utrzymaniu tolerancji immunologicznej i zapobieganiu nadmiernej
aktywacji uktadu odporno$ciowego. Zaburzenia w funkcjonowaniu badanych przez Doktorantke
biatek wigzane sg z chorobami autoimmunologicznymi, nowotworami oraz przewlektymi
infekcjami.

Punkty kontrolne uktadu odpornoiciowego stanowig jedno z najwazniejszych pol
badawczych wspodtczesnej immunoonkologii. Uktad biatek HVEM/ CD160 jest istotny dla
aktywacji limfocytéw o aktywnosci cytotoksycznej. Zrozumienie mechanizméw molekularnych
oddziatywan tego ukfadu receptorowego z ich ligandami moze przyczyni¢ si¢ do opracowania
nowych form terapii przeciwnowotworowej, zwtaszcza w zakresie projektowania inhibitoréow
peptydowych lub przeciwciat monoklonalnych. Tematyka badan idealnie wpisuje sie w aktualne
kierunki rozwoju biotechnologii i chemii biomedyczne;.

Celem gtéwnym pracy doktorskiej byto strukturalne scharakteryzowanie pary ligand -
receptor HVEM i CD160, oddzielnie, oraz ich kompleksu. Pomimo opublikowania struktury
krystalicznej domeny zewnatrzkomérkowej biatka CD160(27-144) oraz kompleksu HVEM/CD160
przez inng grupe badawcza w trakcie trwania prac eksperymentalnych bedacych podstawa
przygotowania ocenianej monografii, Doktorantka nie zaprzestata swoich badar, dodatkowo
rozszerzajac je o badania nad kompleksami biatka HVEM z potencjalnymi inhibitorami.
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Cztery cele szczeg6towe dotyczyly odpowiednio: 1) opracowania i optymalizacji metod
ekspresji oraz oczyszczania biatek, 2) okreslenia struktury krystalicznej biatek HVEM(39-199) i
CD160(27-157), 3) analizy oddziatywan biatka HVEM z peptydowym inhibitorem kompleksu
HVEM/BTLA z wykorzystaniem metod rentgenografii strukturalnej oraz 4) okreslenia struktury
przestrzennej biatek HVEM(39-199) i CD160(27-157) w roztworze metodg matokgtowego
rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (SAXS).

Autorka przyjeta ambitny i oryginalny plan eksperymentalny, obejmujacy poszukiwanie
warunkow krystalizacji biatek, analize ich sktonnosci do oligomeryzacji oraz ocene zdolnosci
wigzania ligandéw — potencjalnych inhibitoréw badanego uktadu receptorowego. Testowane
inhibitory peptydowe stanowity krétkie fragmenty naturalnych ligandéw CD160 tj. gD, BTLA oraz
HVEM.

Doktorantka zastosowata zestaw metod eksperymentalnych typowych dla badan z
zakresu biologii strukturalnej. W pracy wykorzystano miedzy innymi produkcje
rekombinowanych biatek w trzech rdinych systemach ekspresyjnych, techniki
chromatograficzne i elektroforetyczne (w tym SDS-PAGE), metody analityczne oparte na
rozpraszaniu $wiatta (DLS), dichroizmie kotowym (CD) oraz promieniowaniu rentgenowskim o
matym kacie rozpraszania (SAXS). Ponadto przeprowadzono analizy krystalograficzne z
wykorzystaniem krystalografii rentgenowskiej, testy immunoenzymatyczne (ELISA), a takze
badania elektrochemiczne, takie jak spektroskopia impedancyjna. Na szczegdlne uznanie
zastuguje interdyscyplinarny charakter pracy oraz umiejetno$¢ autorki do skutecznej integracji
szerokiego spektrum technik badawczych w celu rozwigzania ztozonego problemu
biologicznego.

Rozdziaty poswigcone opisowi i dyskusji uzyskanych wynikéw badar obejmuja tacznie
ponad 70 stron maszynopisu i zawierajg liczne ryciny, tabele oraz schematy. Wyniki s3
przedstawione w sposéb klarowny, logicznie uporzgdkowany i odpowiednio zinterpretowany.
Wysoka jako$¢ opracowania graficznego danych dodatkowo utatwia ich odbiér. Autorka
wykazata, ze dimer i trimer HVEM majg zréznicowane wiasciwosci fizykochemiczne oraz
tendencje do tworzenia komplekséw. Z kolei CD160 odzyskane w postaci glikozylowanej z
komadrek HEK293 wykazywato niskg stabilnos¢ i sktonno$¢ do agregacji. Wszystkie wyniki zostaty
precyzyjnie omoéwione i zestawione z aktualng literatura.

Rozprawa mgr inz. Marty Piotrowskiej stanowi nowatorski wktad do badaid nad
mechanizmami regulacji odpowiedzi immunologicznej. Zaréwno zastosowane podejicie
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metodologiczne, jak i opracowane wyniki majg potencjat aplikacyjny i moga postuzy¢ jako punkt
wyjécia do rozwoju nowych terapii celowanych. Praca $wiadczy o duzej samodzielnosci
badawczej oraz gtebokim zrozumieniu zagadnieri biochemii strukturalnej i immunologii
molekularnej.

Na krytyke zastugujg pewne drobne, lecz znaczace aspekty pracy, ktére dotycza zaréwno
warstwy merytorycznej, jak i jezykowo-edytorskiej. Praca doktorska mgr inz. Marty Piotrowskiej
niewatpliwie zostata opracowana z duza staranno$cia metodologiczng, jednak miejscami
ujawnia sie brak réwnowagi pomigdzy obszernym opisem eksperymentalnym a pogfebiong
analiza biologicznego znaczenia uzyskanych wynikéw. Chociaz autorka podejmuje ambitna
prébe rekonstrukcji strukturalnej receptoréw HVEM i CD160, to uzyskane dane —mimo ze cenne
— pozostaja fragmentaryczne, bez domknigcia petnego modelu krystalograficznego kompleksu.
W rozdziatach poswieconych oddziatywaniom receptor—ligand brakuje wynikéw z uzyciem
iloéciowych technik analizy interakcji, takich jak izotermiczna kalorymetria miareczkowa (ITC) czy
powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR), co ogranicza mozliwosc poréwnania uzyskanych
efektéw z aktualnym stanem wiedzy w immunologii strukturalnej. W pracy, autorka uzywa
nazwy gatunkowej Pichia pastoris, ktora, cho¢ jeszcze spotykana w literaturze, jest obecnie
uznawana za przestarzata. Zalecana i zaakceptowana nazwa drozdzaka wykorzystanego do
ekspresji biatek przez Doktorantke to Komagataella phaffii. Warto, aby Doktorantka uwzglednita
te aktualizacje nomenklatury, szczegdlnie w przysztych publikacjach wynikéw swojej pracy
naukowej, co zapewni zgodno$¢ z obecnie obowigzujacymi standardami taksonomicznymi.
Ponadto, opis dotyczacy krzywej przezywalnosci komorek (str.102 rozprawy) powinien jasniej
wskazywaé, ze chodzi o wyznaczenie minimalnego skutecznego stezenia selekcyjnego
antybiotyku, ktére pozwala na catkowita eliminacje komorek niezawierajgcych plazmidu, przy
jednoczesnym przezyciu komoérek z prawidtowo zintegrowanym genem opornosci na
puromycyne.

W warstwie jezykowej i narracyjnej zauwazalne sg niekonsekwencje stylu. Fragmenty o
duzej precyzji terminologicznej wspotwystepujg z wypowiedziami o charakterze subiektywnym,
co nieco zaktéca spdjnosé tekstu akademickiego. Chociaz uzycie form osobowych takich jak
,przeprowadzitam”, ,zbadatam” czy rozdzielitam” nie stanowi btedu jezykowego, nie jest ono
typowe dla stylu obowigzujacego w tekstach naukowych. W pi$miennictwie akademickim tego
typu konstrukcje s3 zazwyczaj zastgpowane formami bezosobowymi, takimi jak
,przeprowadzono”, ,zbadano” czy ,rozdzielono”, ktére podkreslajg obiektywny i neutralny
charakter relacji badawczej. Podpisy rycin niekiedy réznia sig czcionka i formatowaniem a cze$¢
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ilustracji (szczegdlnie te przedstawiajace chromatogramy) jest stabo czytelna lub pozbawiona
legendy (np. str.143, str.154, str.174).

Pomimo powyiszych uwag, nie sposéb pomingé znaczgcego naktadu pracy
eksperymentalnej, ktéry w potaczeniu z interdyscyplinarnym charakterem badan stanowi silny
fundament do dalszego rozwoju naukowego. Praca ta — cho¢ w kilku aspektach wymagajaca
dopracowania — wnosi istotny wktad do poznania strukturalnych mechanizméw dziatania
receptoréw immunologicznych i moze stanowié wartosciowy punkt wyjscia do dalszych,
pogtebionych analiz funkcjonalnych.

Na osobng uwage zastuguje dorobek naukowy Doktorantki. Autorka posiada jedng
pierwszoautorska publikacjg oryginalng w czasopiémie European Journal of Medicinal Chemistry,
co jest wartoscia pozytywna, ale jej aktywno$é publikacyjna poza ta pozycja jest ograniczona.
Pozostate osiggnigcia obejmuja wspotautorska publikacje w czasopismie Protein Expression and
Purification oraz znaczng aktywno$¢ konferencyjng — doktorantka prezentowata wyniki bada#h
na 24 konferencjach, w tym trzykrotnie w formie wystapien ustnych, co $wiadczy o duzym
zaangazowaniu w prezentacje wynikéw swoich badart w $rodowisku naukowym. Na uwage
zastuguje takze aktywny udziat doktorantki w krajowych projektach badawczych, w
szczegdlnosci w projekcie SONATA kierowanym przez dr Marte Orlikowsky. Doktorantka
wykazata sie samodzielnoscia, kierujac dwoma projektami realizowanymi w ramach programu
»Badania Naukowe Stuzgce Rozwojowi Mtodych Naukowcéw oraz Uczestnikéw Studiéw
Doktoranckich”, co dodatkowo potwierdza jej inicjatywe i niezalezno$¢ badawcza.

Zainteresowanie tematem oraz pewien niedosyt poznawczy budza kilka kwestii
szczegtowych, ktdre stanowia podstawe do ponizszych pytari skierowanych do Doktorantki:

1. Czy réine formy oligomeryczne HVEM wykazujg zréznicowane powinowactwo do
poszczegdlnych ligandéw? Jakie mogg byé potencjalne konsekwencje funkcjonalne tej
zmiennosci w kontekscie fizjologii lub patologii?

2. Czy w toku prac rozwazano wykorzystanie systeméw ekspresyjnych opartych na komérkach

owadzich (np. $f9), celem uzyskania glikozylowanej formy CD160 o lepsze] jakogci strukturalnej
i funkcjonalnej?
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3. Czy i jakie sa planowane dalsze kroki badawcze zmierzajgce do uzyskania modelu
krystalograficznego kompleksu HVEM/CD160 przez zesp6t badawczy? Czy przewidziano
strategie obejmujgce np. stabilizacje kompleksu lub jego mutagenezg?

4. Jakie s potencjalne mozliwosci aplikacyjne uzyskanych wynikéw? W jaki sposéb oceniana jest
ich praktyczna przydatnoéé oraz ewentualna optacalno$¢ wdrozeniowa w kontekscie
biomedycznym lub terapeutycznym?

Podsumowanie

Podsumowujac, recenzowana rozprawa doktorska pt. ,Badania strukturalne receptoréw
sygnatowych HVEM i CD160”, przygotowana przez Paniag mgr inz. Marte Piotrowska,
bezsprzecznie spetnia zaréwno ustawowe, jak i merytoryczne kryteria stawiane tego rodzaju
pracom. Autorka wykazata sie wysokim stopniem samodzielnosci, bardzo dobra znajomoscia
zaawansowanych technik badawczych oraz zdolnoscig do krytycznej analizy i syntezy danych
eksperymentalnych. Uzyskane wyniki posiadajg istotng warto$¢ poznawcza, a takie potencjat
aplikacyjny w kontekscie badan translacyjnych.

Doktorantka zrealizowata ambitny plan badawczy, osiggajac postawione sobie cele.
Pomimo drobnych uwag o charakterze technicznym i interpretacyjnym, rozprawa stanowi
znaczacy i oryginalny wktad w rozwéj badan nad molekularnymi mechanizmami regulacji uktadu
odpornosciowego, w szczegdlnosci dotyczacymi punktéw kontrolnych istotnych w patogenezie
choréb autoimmunologicznych i nowotworowych, z udziatem biatek HVEM i CD160.

W 2zwigzku z powyiszym stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wszystkie
warunki stawiane rozprawom doktorskim w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o
szkolnictwie wyiszym i nauce, wraz z péiniejszymi zmianami (Dz. U. z 2023 r. poz. 742).
Whnioskuje o dopuszczenie mgr inz. Marty Piotrowskiej do dalszych etapéw postepowania
doktorskiego.

Z powazaniem,

i G ‘(_j"// iR <
:P\zem tlsad 110 awSliy
dr hab. Pl zemystaw Ptocinski, prof. Ut

Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Uniwersytet £odzki
t6dz, 15.04.2025 r.
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