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Recenzja

0siggnied naukowych monotematycznego cyklu 12 publikacji pod wspolnym tytutem |, Pro-
Jektowanie, syntezq i badanie aktywnosci peptydowych inhibitoréw punktow kontrolnych
uktadu immunologfcznego BTLA/HVEM oraz P -1I/PD-L1I” oraz caloksztatty dorobku nau-
kowego, dydaktycznego i organizacyjnego dr. n, chemicznych Marty Marceliny Spodziei w
zwigzku z ubieganiem sig¢ o uzyskanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinje

nauk scistych i przyrodniczych, dyscyplinie nauki chemiczne,

Charakterystyka 0gdlna

W roku 2009 odbyta dwutygodniowq wizyte naukowa na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wro-
ctawskiego, podezas ktorej wspéipracowats 7 prof. Piotrem Stefanowiczem.

W okresie styczen-kwiecien 2010 roku odbyla trzymiesigczny staz naukowy u prof. Michaela
Przybylskiego (University of Konstanz, Department of Chemistry, Laboratory of Analytical
Chemistry and Biopolymer Structure Analysis), W latach 2013-2016 pracowata na stanowisky
typu post doc w polsko-szwajcarskim projekcie badawczym pt. ..Projektowanie inhibitorgw
biatka BTLA jako nowych lekéw przeciwko czerniakowi”,

W latach 2018-2024 odbyta liczne wizyty naukowe na Gdanskim Uniwersytecie Medycznym

Lekarskiego.



Dr Spodzieja byla wykonawca w dwdch projektach kierowanych przez prof. Elzbietg Ja-
gusztyn-Krynicka z Instytutu Mikrobiologii Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.
Efektem kazdej wspolpracy byly prezentacje na konferencjach naukowych oraz publikacje w
prestizowych czasopismach.
W 2019 roku Habilitantka nawigzala wspotprace z prof. Peterem Stainbergerem oraz dr Claire
Battin z Medical University of Vienna, Institute of Immunology, Division of Immune Receptors
and T cell Activation czego efektem bylo powierzenie jest funkcji promotora pomocniczego w
dwoéch przewodach doktorskich.
Ocena dorobku naukowo-badawczego

Dziatalno$¢ naukowa dr. Marty Spodziei obejmuje okres od roku 2008 do chwili obecnej. W
Jej dorobku naukowym znajduje si¢ tacznie 31 prac, w tym 30 po uzyskaniu stopnia doktora, o
sumarycznym wspolczynniku oddziatywania IF = 135,5 (2625 punktéw MNiSW). Liczba cy-
towan dla wszystkich prac wynosi 251 (wg. Web of Science), bez autocytowan 195 a indeks Hir-
scha = 9 (Web of Science). Na ogélny dorobek naukowy Habilitantki skiada si¢ rowniez wspolau-
torstwo 5 prac oryginalnych bez IF, 68 komunikatow, prezentowanych w formie prezentacji ust-
nych (3) oraz posteréw (65) na konferencjach naukowych krajowych i zagranicznych.
Na szczegélng uwage zastuguje fakt, iz Habilitantka byla dwukrotnie kierownikiem grantu
zewngtrznego i wykonawcea w siedmiu projektach zewnetrznych. Ponadto, byla takze kierow-

nikiem pigciu projektéw wewngtrznych finansowanych ze $rodkéw Uniwersytetu Gdanskiego.

Ocena osiggnigcia naukowego (okreslonego w art. 221 ust. 5 ustawy z dnia 20 lica 2018rr. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
22018 r. poz.1668 ze zm)

Na osiagniecie naukowe pt. ,,Projektowanie, synteza i badanie aktywnosci peptydowych
inhibitoréw punktéw kontrolnych ukiadu immunologicznego BTLA/HVEM oraz PD-1/PD-L1"
skiadaja sie wyniki badan Habilitantki opisane w cyklu 12 publikacji powigzanych tematycznie
H1-H12 z lat 2017-2024 o sumarycznym wspoOiczynniku oddziatywania IF = 64,2 (1340 punk-
tow MNiSW). Dwie z nich to prace przegladowe. Dr Spodzieja jest pierwszym autorem w dwéch
pracach, ostatnim i korespondencyjnym autorem w o$miu pracach stanowigcych podstawe habilitacji.

Na podstawie dostarczonych os$wiadczen mozna stwierdzi¢, iz jest ona autorem/wspétautorem
koncepcji o$miu prac.

Immunoterapia jest uznawana za jedng z bardziej obiecujacych metod leczenia réznych choréb.
Po raz pierwszy pojawita si¢ w latach 60. XX wieku, jednak nie odniosta oczekiwanych sukce-

soéw. W miare odkrywania nowej wiedzy w dziedzinie immunologii, pojawity si¢ doniesienia
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na temat mozliwosci wykorzystania uktadu immunologicznego do walki z rakiem. Pomimo
obiecujacych poczatkowych wynikéw, immunoterapia nowotworéw a nie odniosta jednak du-
zego sukcesu terapeutycznego. Poszukujac przyczyn tego zjawiska stwierdzono, ze moze by¢
za to odpowiedzialne istnienie inhibujacych drog sygnatowych, bgdacych cze$cia ztozonego
systemu regulujacego system odpornosciowy. Udowodniono, ze biatka receptorowe BTLA (B-
and T-lymphocyte attenuator), PD-1 (Programmed cell death protein 1) oraz CTLA-4 (Cyto-
toxic T-lymphocyte protein antigen 4) sa zaangazowane w negatywna regulacje odpowiedzi
immunologicznej u pacjentéw z nowotworami i mogg by¢ celami molekularnymi w immuno-
terapii. Blokowanie receptorow inhibitorowych w celach terapeutycznych jest uznawane za
obiecujace podejécie w terapii nowotworéw. W ten nurt badawczy wpisuje sig cykl publikacji
przestawiony jako osiagnigcie naukowe.

Celem badan, stanowiacych osiagniecie naukowe, jak pisze Habilitantka, byto zaprojektowa-
nie, synteza oraz charakterystyka peptydow — potencjalnych inhibitorow wigzania si¢ bialek
BTLA/HVEM oraz PD-1/PD-L1.

Do zaprojektowania inhibitoréw wiazania si¢ bialek BTLA/HVEM wykorzystano strukture
krystaliczng komplekséw BTLA/HVEM oraz HVEM/gD.

Pierwszy etap pracy obejmowal projektowanie i synteze peptydéw na podstawie sekwencji
aminokwasowej biatka HVEM, ktérych celem molekularnym jest biatko BTLA.

Wyniki eksperymentéw uzyskanych z dynamiki molekularnej wykazaty, ze fragment biatka
HVEM obejmujacy reszty aminokwasowe 23-39 tworzy stabilny kompleks z biatkiem BTLA.
Dane te pozwolily na zaprojektowanie i otrzymanie peptydu odpowiadajacego tej sekwencji
aminokwasowej. Oddziatywanie peptydu HVEM(23-39) z biatkiem BTLA zostato potwier-
dzone przy uzyciu chromatografii powinowactwa. Przeprowadzono takze testy immunoenzy-
matyczne, ktére wykazaly, ze peptyd ten hamuje tworzenie kompleksu BTLA/HVEM. Z kolei
peptyd kontrolny HVEM(23-39)SCR, zawierajacy te same reszty aminokwasowe, lecz utozone
w losowej kolejnosci, nie wykazat takich wlasciwosci. W kolejnym etapie badan, aby zidenty-
fikowaé kluczowe reszty aminokwasowe dla oddzialywania peptydu HVEM(23-39) z biatkiem
BTLA, przeprowadzono syntezg jego skanu alaninowego, zastgpujac kolejno kazda resztg ami-
nokwasowg w peptydzie reszta alaniny. Wigkszo$¢ uzyskanych analogéw wykazywata zdol-
no$¢ wiazania z biatkiem BTLA, co potwierdzono za pomocg chromatografii powinowactwa,
oraz podobny potencjat hamujacy do peptydu HVEM(23-39) w testach ELISA. Wyjatek stano-
wily dwa analogi, w ktérych reszte alaniny wprowadzono zamiast cysteiny w pozycji 29 lub
37. Celem stwierdzenia jaka jest rola cysteiny w oddziatywaniu z BTLA i hamowaniu wigzania

biatek BTLA i HVEM, zsyntetyzowano kilka dodatkowych analogéw peptydu HVEM(23-39).
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Wyniki testéw ELISA potwierdzily, ze cysteina odgrywa kluczows role w nadawaniu wiasci-
wosci hamujgcych tym zwigzkom. Kolejnym krokiem bylo zbadanie wptywu wybranych ami-
nokwasow: cysteiny, metioniny oraz dimeru cysteiny (cystyny), na hamowanie wigzania biatek
BTLA i1 HVEM. Stwierdzono, ze cysteina z wolna grupa sulfhydrylowa cze$ciowo zapobiega
tworzeniu kompleksu bialkowego. Z kolei metionina i cystyna, ktére nie posiadaja wolnych
grup —SH, nie wykazywaly takich wlasciwosci.

Nastepnie badano potencjal hamujacy otrzymanych zwigzkéw wzgledem kompleksu
BTLA/HVEM na liniach komérkowych, z potwierdzong wczesniej ekspresja biatka BTLA. Do
badan Habiltantka wybrala kolejno: HVEM(23-39), HVEM(23-39)(C29-C37) - peptyd z we-

wnatrzezgsteczkowym wigzaniem disulfidowym, HVEM(23-39)SCR oraz aminokwasy: cyste-
ing, metioning oraz cystyng. W przeciwienstwie do wynikéw otrzymanych z testéw ELISA,
peptyd HVEM(23-39) nie blokowat wigzania si¢ BTLA i HVEM. Inne badane zwiazki rowniez
nie hamowaly tworzenia kompleksu, tylko cysteina wykazata potencjat inhibicyjny.

Dalsze badania dr Spodzieja prowadzita dla fragmentu biatka HVEM sktadajgcego si¢ z reszt
aminokwasowych 14-39 i posiadajacego dwa mostki disulfidowe w pozycjach 16-29 oraz 19~
37, ktére wystepuja réwniez w natywnym biatku HVEM. Odziatywanie peptydu HVEM(14-
39)(C16-C29,C19-C37) z biatkiem BTLA potwierdzila przy wykorzystaniu chromatografii
powinowactwa oraz plazmonowego rezonansu powierzchniowego. Stwierdzita, ze badany pep-
tyd wiaze sie silniej z BTLA niz biatko HVEM.

W kolejnym etapie Kandydatka otrzymata: (i) peptydy r6znigce sie pozycja mostkow:
HVEM(14-39)(C16-C19,C29-C37)

oraz HVEM(14-39)(C16-C37,C19-C29), (ii) peptydy z pojedynczym mostkiem disulfidowym:
HVEM(14-39)(C16-C29) oraz HVEM(14-39)(C19-C37) oraz (iii) peptyd liniowy HVEM(14-
39)(C16,19,29,378), w ktérym reszty cysteiny wymienila na reszty seryny celem sprawdzenia
wplywu pozycji i ilosci mostkéw disulfidowych w peptydzie na hamowanie wigzania sie bialek
BTLA i HVEM. Zwiazki z dwoma mostkami disulfidowymi blokowaly wigzanie sie bialek, ale
efekt ten jest duzo stabszy, niz ten obserwowany dla peptydu HVEM(14-39)(C16-C29,C19-
C37). Peptydy z pojedynczym mostkiem nie wykazywaly wiasciwoéci hamujacych. Dla otrzy-
manego peptydu HVEM(14-39)(C16-C29,C19-C37) okresélona zostata réwniez struktura trze-
ciorzgdowa, przy wykorzystaniu techniki magnetycznego rezonansu jadrowego. Badania te wy-
kazaly, Ze struktura badanego peptydu rézni si¢ ona od tej, jaka posiada dany fragment w biatku
HVEM, pomimo obecnosci dwoch mostkéw disulfidowych. Najbardziej zblizona konformacje

do odpowiedniego fragmentu biatka HVEM wykazywaly reszty aminokwasowe znajdujace si¢



w pozycjach 32-36, ktore oddziatuja z fragmentem 118-128 w biatku BTLA. Badania dynamiki
molekularnej potwierdzily oddziatywanie peptydu z biatkiem BTLA i wykazaly, ze wigze si¢
on w tym samym miejscu co biatko HVEM. Peptyd HVEM(14-39)(C16-C29,C19-C37) prze-
kazano do dalszych badan, w ktérych poddano ocenie jego wplyw na limfocyty T pochodzace
od zdrowych dawcow oraz od pacjentéw z czerniakiem.

W kolejnym etapie pracy jako cel molekularny Habiltantka wybrata biatko HVEM, a poten-
cjalne inhibitory wigzania si¢ bialek BTLA/HVEM, zaprojektowata na postawie struktury i se-
kwencji aminokwasowej biatka BTLA.

Stwierdzita, ze oddzialywanie z biatkiem HVEM obejmuje dwa kluczowe fragmenty biatka
BTLA: 35-43 oraz 118-128. W celu analizy tych interakcji wykorzystano model MM/GBSA
oparty na dynamice molekularnej, ktory pozwolit okresli¢ wklad energetyczny reszt aminokwa-
sowych w wigzanie biatek. Na podstawie uzyskanych danych zaprojektowano 14 peptydow
celujagcych w HVEM, obejmujacych: a) krotkie peptydy z N-konca BTLA, b) dluzsze sekwen-
cje z N-konca BTLA zawierajace mostki disulfidowe, ¢) fragmenty C-koncowe BTLA.

Na podstawie przeprowadzonych testow ELISA dr Spodzieja stwierdzita, ze krotkie peptydy
wykazaly wlasciwosci hamujace jedynie dla BTLA(35-43), natomiast dlugie peptydy z most-
kami disulfidowymi byly bardziej skuteczne, szczegdlnie BTLA(33-64)C58Abu, ktory nasla-
duje strukture natywnego biatka a takze, ze koncowe fragmenty BTLA(118-128) 1 BTLA(111-
131) rébwniez wykazaly zdolnos¢ do blokowania kompleksu BTLA/HVEM. Peptydy zawiera-
jace strukture B-spinki, charakterystyczng dla BTLA, okazaly si¢ kluczowe dla skutecznego
hamowania wiazania biatek.

W ramach wspélpracy z prof. Peterem Steinbergerem z Uniwersytetu Medycznego w Wiedniu
przeprowadzono ocen¢ wlasciwosci hamujacych zaprojektowanych zwigzkoéw za pomocay te-
stow komodrkowych. Przed eksperymentami sprawdzono cytotoksyczno$é zwigzkdéw oraz ich
stabilno$¢ w pozywce hodowlanej. Jeden peptyd zostal wykluczony z badan z uwagi na cyto-
toksyczos¢. Hamowanie kompleksu BTLA/HVEM badano na dwoch liniach komorkowych: J-
NF-kB::eGFP-HVEM - reporterowe komorki z ekspresja HVEM, skonstruowane na linii Jur-
kat E6.1 (pochodzacej od pacjenta z biataczkg) oraz TCS-BTLA — komoérki T stymulatorowe z
ekspresjag BTLA, bazujgce na mysiej linii BWS5147.

Komorki reporterowe posiadaty element odpowiedzi NF-kB, ktéry po aktywacji powoduje eks-
presje zielonego bialtka fluorescencyjnego (eGFP). Po utworzeniu kompleksu BTLA/HVEM

aktywacja NF-kB wzrastala, a hamowanie kompleksu obnizalo ten efekt.



Dwa peptydy, BTLA(35-43) i BTLA(33-64)C58Abu, wykazaly zalezne od stgzenia wlasciwo-
éci hamujace, redukujac poziom aktywacji NF-xB. Pozostale zwigzki nie wykazywaly takiego
efektu lub nie byt on zalezny od st¢zenia.

Przy uzyciu techniki SPR okreslono stale dysocjacji dla biatka HVEM oraz dwoch peptydow o
najsilniejszych wlasciwosciach hamujacych. Wyniki byly bardzo zblizone: 1,50 uM dla
BTLA(35-43) i 1,49 uM dla BTLA(33-64)C58Abu, co sugeruje, ze wydtuzenie sekwencji i
wprowadzenie mostka disulfidowego nie poprawilo wiasciwosci hamujacych peptydu
BTLA(33-64)C58Abu. Jednak peptyd ten charakteryzuje sie wigksza stabilnoscig w osoczu, co
zwigksza jego potencjal badawczy 1 terapeutyczny.

Zaden z peptydéw nie wykazywat cytotoksyczno$ci wobec jednojadrzastych komorek krwi ob-
wodowej (PBMC), co potwierdza ich bezpieczenstwo biologiczne. Struktura trzeciorzedowa
BTLA(33-64)C58Abu zostala okreslona technika NMR, ukazujac podobienistwa przestrzenne
do fragmentu biatka BTLA w obszarze reszt S44-D52 oraz kluczowych reszt R42 i Q43. Bra-
kowato jednak podobienstw w ulozeniu przestrzennym reszt Q371 Y39.

Dalsze badania skupiajg si¢ na ocenie wptywu peptydow na limfocyty T pobrane od 0séb zdro-
wych oraz pacjentéw z chorobami nowotworowymi i autoimmunologicznymi. Prace te sg rea-
lizowane we wspotpracy z dr hab. Anng Wardowska w ramach projektu OPUS 22.

Kolejnym etapem pracy eksperymentalnej dr Marty Spodziei byly badania nad peptydami za-
projektowanymi na podstawie struktury i sekwencji aminokwasowej N-koncowego fragmentu
biatka gD, ktérych celem molekularnym jest biatko HVEM. Analiza MM/GBSA dla kom-
pleksu HVEM/gD pozwolita zidentyfikowaé kluczowe reszty w sekwencji aminokwasowej
biatka gD: M11, A12, P14, N15, V24, Q27, L28, T29, P31, P32, R35. Na podstawie tych da-
nych oraz struktury krystalicznej kompleksu HVEM/gD zaprojektowano 15 peptydéw opartych
na N-koncowym fragmencie glikoproteiny D. W niektérych peptydach wprowadzono mostki
disulfidowe w celu stabilizacji struktury (-spinki.

Oddziatywanie peptydow z HVEM badano za pomoca SPR i chromatografii powinowactwa.
Cztery z otrzymanych peptydoéw charakteryzowaly si¢ silnym wigzaniem do biatka HVEM.
Pozostale zwigzki miaty powinowactwo stabsze.

W testach ELISA oceniano zdolno$¢ peptydéw do hamowania kompleksu BTLA/HVEM. Naj-
lepsze wlasciwosci hamujace wykazano dla peptydéw gD(1-36)(K10C-T29C) i gD(l1-
36)(K10C-D30C), natomiast stabszy efekt zaobserwowano dla peptydow gD(1-38)(L4C-
R36C), gD(1-38)(L4C-V37C) i gD(1-36)(A12C-L25C).

Podobne jak w przypadku wezesniej otrzymanych zwigzkéw oceniono zdolnosé peptydow do

blokowania wigzania sie bialek BTLA/HVEM przy wykorzystaniu testow komorkowych.



Wszystkie peptydy z wyjatkiem gD(7-15) wykazywatly pewne wlasciwosci inhibicyjne wzgle-
dem kompleksu BTLA/HVEM. Zwigzki gD(1-36)(K10C-D30C) oraz gD(1-36)(K10C-T29C)
najlepiej hamowaly wigzanie si¢ bialek BTLA i HVEM. Potencjal inhibicyjny obserwowano
rowniez dla peptydow gD(1-36)(A12C-L25C), gD(1-38)(L4C-R36C) oraz gD(1-38)(L4C-
V37C), ale byl on zdecydowanie stabszy.

Peptyd gD(1-36)(K10C-D30C), wykazujacy najlepsze wlasciwoscei blokowania wiazania bia-
tek BTLA i HVEM, zostal poddany analizie struktury trzeciorzedowej za pomocg NMR. Wy-
niki pokazaly réznice w konformacji w poréwnaniu do N-koficowego fragmentu biatka gD w
kompleksie HVEM/gD. Dokowanie molekularne z uzyciem pola sitowego UNRES wykazato,
ze peptyd wigze sie z domeng CRD1 HVEM w miejscu oddziatywania biatka BTLA, zmienia-
jac swojg konformacje na bardziej podobng do fragmentu biatka gD w kompleksie HVEM/gD.
Badano stabilnos¢ peptydéw w osoczu oraz ich wplyw na komérki PBMC. Wybrane peptydy
nie wykazywaly cytotoksycznosci, a niektére wreez stymulowaly proliferacje komérek. Pep-
tydy byly stabilne w osoczu, ale wigzaly sie z jego skladnikami, w tym z albumina, co potwier-
dzono chromatografig powinowactwa. Cztery peptydy wybrano do dalszych badan nad ich
wplywem na limfocyty T izolowane od zdrowych 0s6b i pacjentéw z zaawansowanym czer-
niakiem.

Badania te zostaly przeprowadzone w wspétpracy z Gdanskim Uniwersytetem Medycznym. W
sumie pig¢ peptydow (gD(1-36)(K10C-T29C). gD(1-36)(K10C-D30C), gD(1-36)(A12C-
L25C), gD(1-38)(L4C-V37C) i HVEM(14-39)(C16-C29,C19-C37)) poddano analizie w kon-
tekscie aktywacji, proliferacji, apoptozy, powstawania komérek pamigci oraz wydzielania cy-
tokin. Badania wykazaty, ze peptydy te mialy istotny wplyw na aktywacje limfocytow T, szcze-
golnie na ekspresj¢ markeréw aktywacji (CD25, CD69). Peptyd gD(1-36)(K10C-D30C) zwigk-
szal ekspresje CD25, a HVEM(14-39)(C16-C29,C19-C37) podwyzszat poziom obu markeréw
aktywacji na komérkach CD4+ i CD8+. Peptydy te rowniez znaczaco zwigkszaly proliferacje
limfocytéw T. Dodatkowo, peptydy wplywaly na powstawanie komoérek pamieci, apoptoze
oraz wydzielanie cytokin (np. IL-1B i sCD137).

Wyniki wskazujg na potencjal immunomodulacyjny peptydéw, szczegélnie gD(1-36)(K10C-
D30C) oraz HVEM(14-39)(C16-C29,C19-C37), w modulowaniu funkcji limfocytéw T w od-
powiedzi na nowotwor.

Nastgpny etap prac badawczych skupiat si¢ wokot peptydowych inhibitoréw wigzania sie bia-
tek PD-1/PD-L1. Do zaprojektowania inhibitoréw wiazania sie biatek wykorzystano strukture
krystaliczng kompleksu PD-1/PD-L1 (PDB:4ZQK).



Zaprojektowano 13 peptydéw, ktére obejmowaty fragmenty wiazace biatko PD-1. Do niekté-
rych wprowadzono mostki disulfidowe, aby usztywni¢ ich strukture. Oceniono ich site wiazania
z biatkiem PD-L1, uzyskujac wartosci KD w zakresie 1,52-7,30 uM, przy czym peptyd PD-
1(122-138)C123-S137C wykazywal wigzanie porownywalne z biatkiem PD-1.

Dalsze badania wykazaly, ze peptydy PD-1(119-142)C123-S137C i PD-1(122-138)C123-
S137C mialy zdolnos¢ hamowania wiazania PD-1 z PD-L1, z najlepszym wynikiem dla PD-
1(122-138)C123-S137C. Zwiazek ten wykazywal najsilniejszy potencjal hamujgcy w testach
komorkowych. Struktura trzeciorzedowa peptydu PD-1(122-138)C123-S137C, okreslona za
pomoca NMR, ujawnila dwie glowne konformacje, a wyniki dokowania molekularnego po-
twierdzily, ze peptyd wiaze si¢ z PD-L1 w tym samym miejscu co PD-1.

W kolejnym etapie badan zaprojektowano 15 peptydéw bazujacych na sekwencji aminokwa-
sowej biatka PD-L1, ktore mialy na celu inhibicje wigzania si¢ z biatkiem PD-1. Peptydy te
zostaly zaprojektowane tak samo jak poprzednie na podstawie struktury kompleksu PD-1/PD-
L1, koncentrujgc si¢ na fragmentach biatka PD-L1 odpowiedzialnych za interakcje z PD-1.
Wyniki z pomiaréw SPR wskazaty, ze peptyd PD-L1(111-127)(Y112C-1126C) najsilniej od-
dzialuje z PD-1, uzyskujac warto$¢ KD rowng 2,04 uM. W testach kompetycyjnych i komér-
kowych peptydy te wykazywaly zdolnos$¢ wypierania biatka PD-L1 z kompleksu PD-1/PD-L1,
apeptyd PD-L1(111-127)(Y112C-1126C) charakteryzowat si¢ najsilniejszym efektem hamuja-
cym. Struktura trzeciorzgdowa peptydu PD-L1(111-127)(Y112C-1126C) zostata wyznaczona
przy uzyciu NMR, jednak wykazata ona brak dobrze zdefiniowanej struktury. Pomimo tego,
peptyd ten wigzat si¢ z PD-1 w tym samym miejscu co biatko PD-L1, co zostato potwierdzone
eksperymentami dynamiki molekularne;j.

Podsumowujac, Habilitantka zaprojektowala i otrzymata 86 peptydow, 59 - potencjalnych in-
hibitoréw wigzania si¢ bialek BTLA/HVEM, ktorych sekwencje aminokwasowe bazowaly na
fragmentach wigzacych bialek HVEM, BTLA oraz gD oraz 27 peptydéw - potencjalnych in-
hibitorow wigzania si¢ bialek PD-1/PDL1. Wykazala, ze sze$¢ z tych pierwszych wigze sie z
biatkami BTLA lub HVEM i hamuje tworzenie kompleksu BTLA/HVEM. Dwa peptydy spo-
$réd otrzymanych inhibitoréw wigzania si¢ bialek BTLA/HVEM sa w stanie wpltywaé na funk-
cje limfocytéw T takie jak: aktywacja, proliferacja, powstawanie komérek pamieci, apoptoza i
wydzielanie cytokin. Obok przeciwcial sg to jedyne opisane w literaturze zwigzki, ktére po-
przez hamowanie wigzania si¢ biatek BTLA i HVEM., przywracaja prawidtowe funkcje limfo-
cytow T. W zakresie inhibitorow wigzania si¢ bialek PD-1/PDL1 dr Spodzieja otrzymata dwa
peptydy o potencjale hamujgcym wiazace sig z biatkami PD-1 lub PD-L1 z wartosciami statych
KD zblizonymi do tej wyznaczonej dla kompleksu PD-1/PD-L1.



Wszystkie peptydy zostaly otrzymane w wyniku syntezy na fazie statej, z wykorzystaniem au-
tomatycznego syntezatora peptydow.

Prowadzone przez dr Spodziej¢ badania sa niezwykle obszerne. Wymagaly znajomosci nie
tylko metod syntezy organicznej ale takze rozleglej wiedzy biologicznej.

Jak sadze byla odpowiedzialna za otrzymanie czystych peptydéw do dalszych badan. Syntezy
peptydéw sa bardzo pracochlonne i niestety mato wydajne, wymagaja wiedzy, cierpliwosci i
konsekwencji. Jako czlonek zespotu Habilitantka data podstawe do kolejnych badan, potrafita
sformutowad czy tez wspotformutowaé koncepeje badan biologicznych i znalezé osoby kom-
petentne do ich wykonania.

Poszukiwanie nowych mozliwosci terapii nowotwordw jest wcigz wyzwaniem dla $wiata na-
uki. Ogromny postep w farmakoterapii nowotworéw niestety nie przeklada si¢ na obnizenie
wskaznika $miertelnosci z ich powodu. Stad badania prowadzone przez dr Mart¢ Spodziej¢ sa
niezwykle istotne i stanowig znaczny wkiad w rozwoj zarowno chemii medycznej, immunolo-
gii i medycyny.

Kolejne osiggnigcie naukowe, niezwigzane z prezentowanym cyklem publikacji, dotyczy badan
nad agregacja bialek amyloidogennych. Jest to zagadnienie wcigz bardzo aktualne z uwagi na
udzial agregacji B amyloidu w patogenezie m.in. choroby Alzheimera. Celem prowadzonych
przez dr Spodzieje badan bylo poszukiwanie inhibitoréw agregacji bialek amyloidogennych,
jak rowniez wyjasnienie mechanizmow zwiazanych z tym procesem. Wyniki badan zostaly
opisane w dziewigciu publikacjach, ktorych Habilitantka jest wspoétautorem. Czg$¢ z nich byla
réwniez podstawg rozprawy doktorskiej Kandydatki.

Dr Marta Spodzieja zajmowala si¢ takze badaniami oddzialywania ludzkiej cystatyny C z
przeciwciatlami. Jednakze ten kierunek badawczy byl, jak sadzg, pomystem innego czlonka ze-
spotu a Habilitantka byta tylko wykonawca.

Podsumowujgc, formalny wymog ustawowy: osiggniecia naukowe (co najmniej dwa) stano-

wiq znaczny wklad autora w rozwdj okreslonej dyscypliny naukowej, zostal spelniony.

Ocena aktywnosci naukowej realizowanej w wigcej niz jednej Uczelni

W roku 2009 Habilitantka odbyta dwutygodniowg wizyte naukowa na Uniwersytecie Wroctaw-
skim, podczas ktorej wspotpracowata z prof. Piotrem Stefanowiczem (Uniwersytet Wroctawski,
Wydziat Chemii). Wynikiem tej wspotpracy jest publikacja w Journal of Molecular Recognition.
W okresie 11 styczen 2010 — 9 kwiecien 2010 roku Habilitantka odbyla staz naukowy w grupie
prof. Michaela Przybylskiego (Laboratory of Analytical Chemistry and Biopolymer Structure Ana-
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lysis, Department of Chemistry, University of Konstanz, Germany) czego wynikiem jest prezenta-
cja ustna na konferencji krajowej oraz dwie prezentacje posterowe na konferencji migdzynarodo-
wej. Pozostate aktywnosci naukowe poza Uczelnia macierzysta, gléwnie w formie spotkan doty-
czacych efektow wspotpracy, zaowocowaly, jak juz wezesniej pisatam, publikacjami i licznymi
posterami. W mojej ocenie wymog wykazania aktywnosci naukowej realizowanej w wigcej niz

jednej Uczelni mozna uznac¢ za spetniony.

Ocena dorobku dydaktycznego, organizacyjnego i popularyzatorskiego

Dr Marta Spodzieja prowadzila zajecia dydaktyczne (wyklady, zajecia laboratoryjne) dla stu-
dentéw Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Wsréd przedmiotéw prowadzonych przez
Kandydatk¢ mozna wymieni¢: Chemie lekow, Chemiczne metody identyfikacji lekow, Spek-
trochemig, Preparatyke i analize zwiazkéw naturalnych. Byta promotorem 7 prac dyplomo-
wych 1 7 prac magisterskich. Pelnila dwukrotnie funkcj¢ promotora pomocniczego prac
doktorskich, aktualnie réwniez jest promotorem pomocniczym dwoéch kolejnych prac
doktorskich.

Kandydatka brata rowniez udzial w wydarzeniach popularyzujgcych nauke jak Piknik
Naukowy oraz dwukrotnie w Dniach Otwartych Wydzialu Chemii UG.

Do dzialalnosci organizacyjnej Dr Marta Spodzieji mozna zaliczy¢ udziat w organizacji
Polskiego Sympozjum Peptydowego w Jastrzebiej Gérze oraz konferencji CYSTATINS w
Gdansku.

W latach 2016-2020 byta czlonkiem Rady Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego

oraz cztonkiem komisji ds. nagréd i wyrdznien.

Podsumowanie

1. Osiagnigcia naukowe, w tym cykl powiazanych tematycznie artykulow naukowych pt. ,.Pro-
Jjektowanie, synteza i badanie aktywnosci peptydowych inhibitoréw punktéw kon-
trolnych uktadu immunologicznego BTLA/HVEM oraz PD-1/PD-L1” opublikowa-
nych w czasopismach naukowych lub recenzowanych materiatach z konferencji migdzynaro-
dowych, ktore w roku opublikowania ust.2 pkt 2 lit. B ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyZzszym i nauce oraz inne osiggnigcia Kandydatki spetniaja warunki okreslone w
art. 219 ust. 1 pkt. 2 ww Ustawy.

2. Kandydatka wykazuje si¢ istotng aktywnoscig naukowg realizowana w wiecej niz jednej jedno-
stce spehiajac warunki okreslone w art. 219 ust. 1 pkt 3 ww. Ustawy.
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3. W zwiazku z powyzszym wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania
stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie na-

uki chemiczne.



