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Recenzja pracy doktorskiej mgr Anny Kocyly, pt.: ”Charakterystyka oddzialywania
mie¢dzybialkowego kompleksu koreceptora CD4 z Kkinazg tyrozynowg LcK zaleinego od

jonéw Zn**”

Pani mgr Anna Kocyta zrealizowata prace doktorska pod opiekg prof. Artura Krezla w
Zaktadzie Chemii Biologicznej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Praca
obejmuje analize oddziatywania biatek CD4 i Lck zaleznego od jondéw cynku.

Analiza oddziatywan pomiedzy biatkami jest dynamicznie rozwijajacg si¢ dziedzing
biochemii. Poniewaz szacuje si¢, ze ludzki interaktom zawiera setki tysigcy oddzialywan
miedzybiatkowych, ktére kontroluja wigkszo$¢ proceséw komérkowych, wiedza dotyczaca tego
obszaru jest niezwykle cenna. Co wiecej, badania dotyczace oddziatywan biatko-biatko, ktore
zalezne sa od kompleksowania jonéw metali sg relatywnie stabo eksplorowane. W szczegblnoscei,
przedmiotem badan zawartych w dyskutowanej rozprawie sa oddziatywania biatek, CD4 i Lck,
ktére jest powigzane z kontrolowaniem ukfadu immunologicznego — aktywacji i dojrzewania

limfocytéw T. Dlatego tez, tematyka podjeta przez Doktorantke jest wazna i wpisuje si¢ w
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najnowsze trendy badan. Doktorantka podjeta si¢ ambitnego zadania szczegétowej analizy
oddziatywania CD4-Lck-Zn?" z zastosowaniem szeregu nowoczesnych technik badawczych.

Rozprawa doktorska mgr Anny Kocyly jest napisana w jezyku angielskim w ukfadzie
klasycznym i zawiera 153 strony. Kolejno otrzymujemy: streszczenie (w jezyku polskim i
angielskim), wstep literaturowy (24 strony), cel badan (1 strona), materiaty i metody (27 stron),
wyniki (43 strony), dyskusje (18 stron) oraz spis literatury zawierajacy znaczaca liczbe 344
referencji. W opinii recenzenta, rozdzielenie dyskusji od wynikéw, pomimo tego, ze czesto
stosowane jest w artykutach z dziedziny nauk biologicznych, w przypadku obszernych rozpraw
doktorskich nie jest korzystne i utrudnia odbior przedstawianego materiatu.

Praca doktorska mgr Anny Kocyty jest napisana poprawnym jezykiem angielskim i
starannie zredagowana wykorzystujac jednolita szate graficzna. Tekst jest zilustrowany duzg liczbg
kolorowych, dobrze przemyslanych i wysokiej jakosci rysunkow. Jezyk rozprawy jest doktadny i
adekwatny do poruszanych zagadnien naukowych, a jednoczesnie przejrzysty i pozwalajacy na
fatwe podgzanie za przedstawianymi analizami.

Btedow edytorskich jest niewiele i cheiatbym wskaza¢ jedynie te, ktore potencjalnie moga
zaburzy¢ odbidr pracy:

1. Opis koloru punktéw na wykresie na Rysunku 21C w tekscie jest niezgodny z stanem
faktycznym — nie ma punktéw w kolorze czerwonym. Podobnie na Rysunku 25 opis
koloréw nie odpowiada, tym, ktdre sa zastosowane na wykresach.

2. Na Rysunku 24 dobér koloréw jest niefortunny i utrudnia dopasowanie legendy do
punktéw pomiarowych.

3. Przedstawione na Rysunku 14 odlegtosci do koncowych reszt aminokwasowych nie
majg zadnego znaczenia, poniewaz zgodnie ze strukturg NMR (PDB id 1Q68) te
fragmenty fancuchow peptydowych nie maja ustalonej konformacji w roztworze.

4. Nie jest jasne, co oznacza stwierdzenie ‘subtracted holo form’ na Rysunku 19B.
Dziatanie odejmowania powinno mie¢ dwa sktadniki.

Wstep do dyskutowanej pracy doktorskiej jest bardzo dobrym opracowaniem dotyczacym
biochemii cynku. W przejrzysty sposob zebrano bardzo wiele informacji na temat sposobow
kompleksowania jonéw cynku, ich roli w ukladach biologicznych a w szczegdlnosci
zaangazowania w oddziatywania miedzybiatkowe. Szczegétowo przedyskutowano mozliwe

sposoby wigzania jonéw cynku przez dwa oddziatujgce biatka. W drugiej czgsci wstgpu zostato



opisane oddziatywanie pomiedzy biatkami CD4 i Lck oraz jego rola w uktadzie immunologicznym.
Ostatni podrozdziat wstepu dotyczy indykatoréw jonéw metali stosowanych do badan uktadow
biologicznych. Niewatpliwie wstep pracy doktorskiej mgr Anny Kocyty bardzo dobrze wprowadza
czytelnika w obszar zaprezentowanych dalej badan, a jego poziom szczegbtowosci daje
odpowiedni obraz dotychczasowej wiedzy w tym zakresie.

W rozdziale ‘Materiaty i metody’ szczegétowo opisano realizacje wszystkich
eksperymentéw dyskutowanych w pracy doktorskiej. Warto podkresli¢, ze Doktorantka
zastosowata bardzo szeroki panel metod eksperymentalnych. Dla wigkszosci opisow ich poziom
szczegblowosci jest wystarczajacy. Zastrzezenia budzi opis sposobu oczyszczania i
charakterystyki biatek i peptydow. Nie wskazano gradientow uzytych do oczyszczania
chromatograficznego tych grup zwiazkéw chemicznych. Brakuje takze potwierdzenia czystosci
otrzymanych peptydéw (np. wynik HPLC analitycznego) oraz biatek (np. wynik SDS-PAGE).

W pierwszej cze$¢ rozdziatu ‘Wyniki’ opisane zostaty pomiary tworzenia kompleksu CD4-
Lck-Zn?* z zastosowaniem spektroskopii UV-Vis, fluorescencyjnej oraz CD. Zbadano wptyw
réznych elementéw sekwencji i struktury biatka CD4 poprzez konstrukcje peptydow o roznej
dhugosci i z wybranymi mutacjami. Niestety w rozdziale 4.1 niekonsekwencja w nazewnictwie
fragmentu biatka CD4 i jego wariantow jest mylaca. Fragment sekwencji biatka CD4 421-454 jest
nazywany zamiennie CD4 i CD4wt, a dodatkowo pochodna CD4-FAM jest opisana na rysunku
19B jako CD4. Nazwa CD4 powinna by¢ zarezerwowana dla natywnego biatka o petnej dtugosci.
Niemniej jednak, przedstawione wyniki i ich dyskusja w bardzo przekonywujgcy sposob pokazuja,
ze oddzialywanie CD4 i Lck jest procesem zlozonym i zaleznym od wielu czynnikow
strukturalnych i obecnosci wybranych reszt aminokwasowych. Co wigcej, w kolejnym
podrozdziale wykazano takze znaczacy wptyw palmitoylacji na tworzenie kompleksu badanych
biatek.

Kolejna cze$é¢ wynikéw dotyczy analizy oddziatywania CD4-Lck przytgczonych do
modelowych membran i w modelowych liniach komérkowych. Z uzyciem technik
fluorescencyjnych (FLIM-FRET i FACS-FRET) wykazano oddziatywanie badanych biatek
zarébwno w modelu membranowym jak i komérkowym, co w bardzo ciekawy i wartosciowy sposob
rozszerza wezesniejsze badania w kierunku uktadow biologicznych.

Bardzo interesujacym pomystem byto zastosowanie uktadu CD4/Lck do skonstruowania

narzedzia do heterodimeryzacji biatek, ktora jest zalezna od stezenia jonéw cynku. Wybrano do



tego celu mutant fragmentu CD4 — CD4RARH, ktéry wykazywat najwigkszg stabilnos¢
kompleksu z Lck/Zn?* a jednoczesnie kompleksy CD4ARARH-Zn?" byty znaczaco mniej stabilne.
Wykazano, ze zaproponowany uklad jest selektywny wzglgdem jonéw cynku i pozwala na
efektywng heterodimeryzacje modelowych biatek. Co wigcej, immobilizowany peptyd CD4RARH
pozwala na selektywne wigzanie biatek zawierajacych metkg Lck. Wykazano eksperymentalnie
takze mozliwo$é wigzania biatek z przylgczonym peptydem CD4RARH do immobilizowanego
Lck. Zaproponowana metodologia heterodimeryzacji zaleznej od stgzenia jondw cynku wydaje sig
by¢ bardzo ciekawa. Jakie realne problemy naukowe mozna by rozwigza¢ stosujgc opracowang
technike?

Ostatnia cze$é wynikow dotyczy analizy wigzania jonéw metali do indykatoréw PAR i
Zincon. Wyznaczono state wigzania i molowe wspotczynniki ekstynkcji dla dziewigciu jonow
metali oraz dla jonow cynku w roztworach o réznych pH. Ta czgs¢ pracy dostarcza zestawy
niezwykle uzytecznych parametrow, ktore niezbedne sa w badaniach z zakresu chemii
bionieorganiczne;j.

Podsumowujac, chciatbym podkresli¢ moja bardzo wysoka oceng rozprawy doktorskiej
Pani mgr Anny Kocyty zaréwno pod wzgledem formalnym jak i merytorycznym. Doktorantka
wykonata ogromng prace eksperymentalng sprawnie postugujac si¢ bardzo szerokim wachlarzem
technik. Praca ma charakter interdyscyplinarny, a do jej realizacji konieczna byta zar6wno
znajomos¢ metod syntezy chemicznej, technik spektroskopowych jak i ekspresji biatek, czy uzycia
systeméw sztucznych membran oraz modelowych linii komérkowych. Warto takze wskazac, ze
otrzymane wyniki sg bardzo wartosciowe w kontekscie réznych dziedzin nauki od chemii
nieorganicznej poprzez biochemi¢ po immunologig.

Stwierdzam z petnym przekonaniem, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Anny Kocyty
spetnia ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym
wnosze o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Anny Kocyly do dalszych etapow
postgpowania doktorskiego. Wnioskuje takze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej ze wzgledu na
ponadprzecigtny zakres pracy, niezwykle warto$ciowe wyniki oraz fakt opublikowania znaczace;j

ich czesci w renomowanych czasopismach naukowych.



