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Prof. dr hab. inz. Jolanta Lukasiewicz Wroctaw, 18.03.2021 r.
Zaktad Immunochemii

Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek

RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Kocyty pt. ,, Charakterystyka oddziatywania
miedzybiatkowego kompleksu koreceptora CD4 z kinazq tyrozynowq Lck zaleznego od jonow
Zn2+" (ang. Zn**-dependent CD4 coreceptor and Lck tyrosine kinase assembly) wykonanej pod
kierunkiem prof. dr hab. Artura Krezela na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego.

Przedstawiona do oceny praca obejmuje model badawczy heterodimeru dwoch bialek z
jonem cynku, bedacy przyktadem tzw. ,,uscisku cynkowego”. Do badan wybrano uktad zwigzany
z dziataniem synapsy immunologicznej ukladu odpornosciowego pomiedzy komorka
prezentujaca antygen (APC) a limfocytem T — dimeryczny kompleks koreceptora CD4 z kinaza
tyrozynowa Lck tworzony z udziatem Zn?". Ten heterodimer Zn(CD4)(Lck) pelni istotng role w
aktywacji oraz dojrzewaniu limfocytow T w odpowiedzi na antygeny prezentowane przez
komorki APC. Badania prowadzono gtownie dla uproszczonego modelu ww. kompleksu. Do
swoich badan Pani mgr Anna Kocyla wybrata pierwszy zaproponowany w 2003 r. przez zespot
Kim PW 1 wsp. model, otrzymany na podstawie analiz prowadzonych technikg spektroskopii
NMR, opisujacy tworzenie heterodimeru Zn(CD4)(Lck) przez 38-aminokwasowy fragment
koreceptora CD4 oraz 29-aminokwasowy fragment N-konca kinazy trozynowej Lck. Dodatkowo
byt to pierwszy zidentyfikowany heterodimer, ktérego formowanie zalezne jest od Zn**, i ktory
koordynowany jest przez cztery reszty cysteinylowe, po dwie z kazdej podjednostki biatkowe;.
Pomimo wieloletnich lat badan nad wybranym kompleksem 1 jego funkcjg biologiczng (co zostato
wyczerpujaco opisane w rozdziale Wstep), opublikowane dotychczas prace bardzo pobieznie
traktowaty aspekt udziatu jonu Zn** w tworzeniu kompleksu, skupiajac sie raczej na metodyce

typowej dla oddzialywan biatko-biatkko 1 prostych doswiadczeniach eliminacyjnych
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wskazujacych jedynie na znaczenie jonow tego metalu w oddzialywaniu. Dzigki wysoce
specjalistycznemu 1 interdyscyplinarnemu warsztatowi zespotu, w ktérym realizowana byta
przedtozona rozprawa doktorska (Zaktad Chemii Biologicznej Uniwersytetu Wroctawskiego pod
kierownictwem prof. dr hab. Artura Krezela), nacelowanemu na badania kompleksow biatek z
metalami, Pani mgr Anna Kocyla mogta zaplanowa¢ i wykona¢ imponujacy wachlarz
dos$wiadczen uzupelniajacych wiedz¢ na temat charakterystyki wybranego kompleksu i
czesciowo zweryfikowac oraz podda¢ pod dyskusje wpltyw zidentyfikowanych cech kompleksu i
jego sktadnikow na funkcje biologiczne w kontekscie roli synapsy immunologicznej APC-
limfocyt T. Od strony warsztatu badacza, kompleksy biatek z jonami metali wymagajg szerokiej
wiedzy 1 dbatosci w tworzeniu protokotow do§wiadczen, aby wyeliminowa¢ wszystkie czynniki
mogace wypaczy¢ interpretacje mierzonych parametrow, co w duzej mierze udato si¢ w ocenianej
pracy doktorskiej. Wybor technik i warunkéw eksperymentu bral pod uwage wszystkie tego typu
czynniki, m.in. konieczno$¢ rzetelnego pomiaru i utrzymania stezenia Zn?>*, potencjat redoks,
zapewnienie warunkoéw buforujgcych Zn?*, wybranie technik analitycznych umozliwiajacych
badanie powinowactwa rzedu nM, czy uwzglednienie w interpretacji danych mozliwosci
tworzenia innych kompleksow, np. homodimerdw.

W odniesieniu do opisanych trudnosci, na wyrdznienie zastuguje fakt, ze w ocenianej pracy
Pani mgr Anna Kocyla prowadzita swoje badania zaczynajac od prostych doswiadczen
miareczkowania sktadnikéw kompleksu jonami Zn?* po ztozone uktady modelowe typu LUV i
GUV, az po model in vitro oparty na komorkach Jurkat ekspresjonujacych rézne warianty
badanych sktadnikow kompleksu. Prace na tak szerokiej gamie modeli umozliwita jej bieglos¢ w
tworzeniu narzedzi analitycznych niezbednych do rejestracji 1 obserwacji zjawisk biologicznych
przy uzyciu metod spektrofotometrycznych, dichroizmu kolowego, kompetycyjnego
miareczkowania, FRET, FLIM-FRET, czy kombinacji technik FACS 1 FRET. Dla realizacji
zatozonych celow pracy doktorskiej, mgr Anna Kocyla przygotowata seri¢ mutantow
strukturalnych fragmentu CD4 (w zakresie dlugosci fragmentu i mutacji w obrebie reszt C) 1
modyfikacji Lck, taczac warianty otrzymanych biatek ze znacznikami fluorescencyjnymi lub

metkami funkcjonalnymi umozliwiajagcymi badanie ich w kilku réznych uktadach modelowych.
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Razem w badaniach wykorzystano 19 r6znych czasteczek, co przedstawiono w Tabeli 3 rozdzialu
Materiaty i Metody. Pomimo $ledzenia w badaniach wczesniej opisanych w literaturze obserwacji
dla kompleksu CD4 i Lck, takich jak, tworzenie kompleksu CD4(Lck)Zn?" wraz z jego strukturg
i identyfikacja elementow strukturalnych odpowiedzialnych za wigzanie jonu Zn**, modulujace
wiasciwosci dimeru i monomeru CD4 na aktywacje limfocytu T poprzez oddziatywanie APC-
TCR, dimeryzacja Lck, czy zalezna od Zn*>* palmitylacja Lck, te istotne biologicznie zjawiska
zostaly w ocenianej pracy po raz pierwszy gruntownie scharakteryzowane z wykorzystaniem
precyzyjnych metod dedykowanych badaniom kompleksow bialek z metalami.

Przedstawiona do recenz;ji praca doktorska to bogato ilustrowane, obejmujace 153 str.,
anglojezyczne opracowanie aktualnego stanu wiedzy w odniesieniu do uzyskanych wynikow
wraz z ich dyskusja. Praca doktorska charakteryzuje si¢ prawidlowym uktadem, w ktoérym
wyrdzniono Streszczenie, Liste Skrotow, Wstep, Cele Pracy, Materialy i Metody, Wyniki, i
Dyskusje, Zalqgcznik prezentujacy dodatkowe wyniki oraz Spis cytowanego pismiennictwa.
Dodatkowo w opracowaniu znajdziemy spis publikacji pani mgr Anny Kocyty obejmujacy na
dzien. 05.01.2020 r. wyrdzniajacy dorobek 7 anglojezycznych publikacji, gdzie w 5 z nich
Doktorantka jest pierwszym autorem oraz wskazanie na zrodla finansowania wykonanych badan.
Nalezy podkresli¢, ze z 3 grantdw NCN wspierajacych realizacj¢ przedlozonej do oceny pracy
doktorskiej, Pani mgr Anna Kocyta byta kierownikiem dwoch grantéw otrzymanych w ramach
konkursow PRELUDIUM 1 ETIUDA, gdzie ostatni uwzgl¢dniat wspdtprace miedzynarodowa z
osrodkiem naukowym w Niemczech.

W odniesieniu do ww. rozdzialdow w pracy, wszystkie z nich czyta si¢ z ciekawoscia
1 niosg one duzy tadunek informacji ze wskazaniem kluczowych zréodet literaturowych nie tylko
z zakresu biochemii komplekséw biatek z metalami, ale rowniez immunologii (m.in. Wstep i
Dyskusja). W odniesieniu do Wstepu, zauwazono drobne braki techniczne - niektore skroty maja
swoje rozwiniecie jedynie na liscie skrotow (np. ZIP, ZnT). Kilka niedociggnig¢ zauwazono w
rozdziale Materialy i Metody — opisujac linie komdrkowa Jurkat powinno si¢ przytoczy¢ jej numer
kolekcyjny, brakuje tez charakterystyki przeciwcial uzytych jako czasteczki do stymulacji
komorek Jurkat poprzez receptory CD3 1 CD28. W tym zakresie uzyto bardzo lakonicznego opisu
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1 skrétu typu CD28. Dodatkowo w rozdziale 3.2.25 pominigto wykorzystanie przeciwciat anty-
CD3, ktére wynika jedynie z opisu do Ryc. 42 Wynikow. W tym miejscu recenzji prosze
Doktorantke o przywotanie publikacji wskazujacej na wpltyw takiej stymulacji na zachowanie
CD4 1 Lck oraz poddanie pod dyskusje wad 1 zalet takiego modelu in vitro. Cele pracy zostaly
precyzyjnie wskazane, a nastgpnie konsekwentnie realizowane. Rozdzial Wyniki wyczerpujaco
przedstawia omawiane dane w postaci wielu rycin 1 czytelnych tabel. Utatwieniem dla
czytajacego byloby rozpoczecie go od podsumowania réznych wariantéw sktadnikoéw badanego
kompleksu otrzymanych na potrzeby realizacji opisywanych dalej doswiadczen wraz z
wprowadzeniem skrotow wyjasnionych w Tabeli 3 Materiatow i Metod. W tej czegsci praca
dostarcza wielu oryginalnych wynikow dotyczacych: (i) potwierdzenia postulowanej przez
tworcow modelu stechiometrii sktadnikow Zn(CD4wt)(Lck) i powinowactwa jondw Zn**; (ii)
potwierdzenia mozliwosci tworzenia monomeru Zn(CD4wt), (iii) wykazania specyficzno$ci
badanych oddziatywan, (iv) wykazania zaleznosci pZn®> od stezenia peptydowych sktadnikow i
jonow Zn**, (v) w rzetelnych badaniach z wykorzystaniem technik odpowiednich do obserwacji
udzialu Zn*" w tworzeniu ZPPI, zidentyfikowano cechy strukturalne wptywajace na stabilno$¢ i
specyficzno$é oddziatywania peptydéw CD4wt i Lck oraz jondw Zn** wykorzystujac bogaty
repertuar modyfikowanych peptydow CD4 w zakresie ich dtugosci (eliminacja motywoéw RRR i
a-helisy) oraz mutacje punktowe reszt cysteiny i histydyny spoza motywu wigzacego jony Zn>*;
(vi) ustalono negatywny wptyw palmitylacji reszt C*** i C**7 na stabilno$¢ i strukture kompleksu;
(vil) uzupelniono charakterystyke kompleksu transferazy palmitylowej DHHC21 (element
szlakéw sygnatowych aktywowanych w limfocytach T) w zakresie pomiaru jej oddziatywan z
Zn**; (viii) scharakteryzowano badany model uécisku cynkowego w warunkach kontrolowanych
zmian w stezeniu jondw Zn2+; (ix) poszerzono zakres obserwacji oddziatywan o bardziej ztozone
uktady modelujace struktury bton komoérkowych, LUV i GUV, wykazujac wigkszg uzytecznos¢
GUV do badania opisywanych zjawisk 1 potwierdzajac, ze badany uktad zachowuje swoje
mozliwos$ci funkcjonalne rowniez w bardziej ztozonych systemach; (x) z sukcesem przeniesiono
czg$¢ obserwacji dla wybranego modelu na uktad in vitro z wykorzystaniem linii komorkowej

Jurkat — popularny model do badan szlakéw sygnatowych aktywowanych w limfocytach T; na
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koniec (xi) proponujac na przyktadzie badan motywu uscisku cynkowego optymalne uzyteczne
biotechnologicznie narzedzia do badan zaleznej od Zn?*, odwracalnej i specyficznej,
heterodimeryzacji biatlek. W konsekwencji wyznaczono state stabilnosci K!2, ktora dla
heterokompleksu uscisku cynkowego wynosita 1-10'° M-, Ponadto w badaniach wykazano, ze
parametrami wptywajgcymi na formowanie sie dimerycznych kompleksow z udzialem Zn** sg
zardwno stezenia Zn’', jak i podjednostek bialkowych, co odroznia tego typu kompleksy od
czgsto badanych ukladow Zn*'-biatko. Kluczowe wyniki opisano w Streszczeniu oraz
przedyskutowano w szerokim kontek§cie w rozdziale Dyskusja. Jako$¢ zaprezentowanych
wynikéw podparta bogatym opracowaniem danych pomiarowych, ich kompleksowos¢,
komplementarno$¢ i poddanie krytycznej dyskusji oceniam bardzo wysoko. Wyrdzniajace jest
zaplanowanie tych badan w schemacie korzystania z modeli o wzrastajacym poziomie trudnosci
interpretacji wynikow, co zostato bardzo dobrze omoéwione w Dyskusji. Rola recenzenta poza
wskazaniem oryginalnych osiggnig¢ pracy doktorskiej, jest rowniez wskazanie niedociggniec,
ktorych korekta powinna by¢ uwzgledniona przy redagowaniu kluczowego manuskryptu(éw)
opartego o przedtozong do oceny prace doktorskg. Sama redakcja Wynikow ma drobne wady —
kilka podrozdziatow rozpoczynaja opisy teoretyczne modeli, czy tez podstaw dla uzywanych
technik lub szersza dyskusja wynikow. Te fragmenty tekstu powinny znalez¢ si¢ w rozdziale
Wstep lub Dyskusja. Przyktadem jest poczatek rozdziatu 4.1, ktoéry w pewnym sensie ponownie
opisuje wybrany model CD4(Lck)Zn?" powtarzajac w duzej czesci Ryc. 7 i jej opis ze Wstepu.
Podobne opisy dotycza rozdziatu 4.2, 4.5, 4.6, 4.7 1 4.8. Jak wcze$niej wspomniano, zamiast
elementdow wstepu w rozdziale 4.1 Wynikow, bardziej uzyteczne byloby przedstawianie
wariantow peptydow otrzymanych na potrzeby pracy. Dla czgsci wynikow nie wykonano serii
powtorzen, co powinno si¢ przetozy¢ na warto$ci rozrzutow (np. Ryc. 21, 22, 23, 25, 26 1 inne).
Autorka czgsto uzywa w takich przypadkach wyrazenia ,,przyktadowe” wyniki, co sugeruje, ze
wykonywala te doswiadczenia w kilku powtdrzeniach, a mierzone wartosci nie wplywaty na
wyciggane wnioski dotyczace stechiometrii, czy powinowactwa. Natrafiono na pewne
rozbiezno$ci we wskazaniu dtugosci fali uzytej do pomiaréw przedstawionych na Ryc. 21 — w

tekscie, legendzie do ryciny i wykresie pojawiajg si¢ trzy rézne wartosci: 618, 6101 620 nm dla
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kompleksu Zn(ZI) — prosze¢ o wyjasnienie rozbieznosci. W legendzie do Ryc. 22 powinna pojawi¢
si¢ informacja, ze peptydy CD4(FAM) i Lck(TAMRA) zostaly uzyte w stosunku 1:1. Ze wzgledu
na pokrywanie si¢ krzywej miareczkowania dla peptydu CD4short na Ryc. 24A, prosz¢ o
informacj¢ jak przebiegata ta krzywa. Czy interpretacja wynikow podana w zdaniu cyt.: ,,The
Lck, CD4short and CD4helix forms Zn2+ complexes weaker than Zn(PAR)2, and therefore
inflection points are not evident (Fig. 24B)” (str. 73) nie jest btedna w odniesieniu do kompleksu
Zn(Lck) skoro 220 nm nie jest optymalng dlugos$cia fali do §ledzenia tego typu kompleksow (Patrz
Ryc. 21B)? Ryc. 23 wprowadza spore zamieszanie w interpretacji wynikow, poprzez btedna
numeracj¢ reszt aminokwasowych dla fragmentu CD4, odbiegajaca od numeracji uzytej na Ryc.
7 1 numeracji przywolywanej we wstepie do rozdziatu 4.1, jak réwniez tej przy omawianiu
strategii dla badan wplywu palimitylacji reszt C3** i C*7 i ich dalszym omawianiu w Dyskusji.
Czy nie bytoby zasadne uwzgledni¢ w schemacie doswiadczenia peptyd mutCD4 z jednoczesng
modyfikacja C3%7, H**® i H**%? Zastanawiaja wyraznie wieksze rozrzuty dla pomiardéw zywotno$ci
komorek w 8 dniu hodowli komorek Jurkat w obecnosci antybiotyku (Ryc. 36C)? Wydaje sie, ze
zdjecia przedstawione na Ryc. 38 zostaty wykonane z roznym powigkszeniem (patrz panel Jurkat
Lck+ vs Lek(12Ala), co powinno by¢ zaznaczone na fotografii. Poniewaz stymulacja ré6znych
wariantow komorek opisana na Ryc. 42 wymagata uzycia przeciwcial anty-CD3 1 CD28 jako
czasteczek stymulujgcych zmiany konformacyjne domen wewnatrzkomoérkowych, dla pewnosci
réwnego poziomu ekspresji tych receptorow, a tym samym poréwnywalnych warunkow
stymulacji, powinny by¢ wykonane doswiadczenia kontrolne FACS ze znakowaniem komorek
anty-CD3 1 -CD28. W rozdziale wyniki zidentyfikowano Ryciny, ktore zostalty wczesniej w
catosci lub czesciowo opublikowane w pracy Kocyta i Krezel, Chemical Communications 2018:
96, co wymagato odpowiedniego cytowania (Ryc. 45, 44, 43, 47, 48). Uwaga dotyczy réwniez
strony 111 Dyskusji.

W podsumowaniu wysoko oceniam jako$¢ 1 oryginalno$¢ uzyskanych wynikow,
ktorych znaczenia dla rozwoju dyscypliny nie umniejszajg nieliczne uchybienia merytoryczne lub
techniczne opisane powyzej. Potwierdzam, ze cel pracy zostal osiggniety, a praca wnosi

oryginalny i istotny wktad w wiedze o kompleksie CD4(Lck)Zn?" i jego wariantach w konteks$cie
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zastosowanych prostych i ztozonych modeli doswiadczalnych. Autorka uzyskata wysokiej jakosci
wyniki dzieki polaczeniu nowoczesnych 1 miarodajnych metod oraz duzego wkladu pracy w
przygotowanie narzedzi analitycznych, co czyni t¢ prace przyktadem wysokiej jakosci badan na
styku kilku dyscyplin: nauk chemicznych, biologicznych i po cz¢éci medycznych, jesli wezmie
sie pod uwage kontekst funkcjonalny oddzialywania CD4 i Lck.

Podsumowujac, rozprawa doktorska odpowiada ustawowo okre§lonym warunkom
okreslonym dla stopni naukowych. Biorac pod uwage wysoki poziom naukowy przedstawione;j
do recenzji pracy doktorskiej 1 dorobek naukowy Autorki $cisle zwigzany z jej realizacja, wnoszg
o przyjecie ocenianej rozprawy doktorskiej 1 dopuszczenie mgr Anny Kocyly do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie, majac na wzgledzie znaczenie, szeroki zakres, nowatorski charakter 1
jako$¢ otrzymanych wynikéw, ktore gwarantujg ich opublikowanie w wysokiej rangi

czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, sktadam wniosek o wyrdznienie tej rozprawy.
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