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Streszczenie rozprawy doktorskiej

»Badanie oddziatywan ludzkiej cystatyny C z monoklonalnym przeciwciatem HCC3”

Ludzka cystatyna C jest niewielkim biatkiem (13.3 kDa), ktére powszechnie wystepuje
w ptynach ustrojowych cztowieka gdzie gtéwnie petni role inhibitora proteinaz cysteinowych.
W stanach patologicznych biatko to tworzy dimery oraz wyzisze formy oligomeryczne, ktére
mogg prowadzi¢ do ich zalegania w réznych organach. Prowadzi¢ to moze do powstawania
choroby amyloidowej, ktéra ma szczegélnie dramatyczny przebieg u chorych, z rzadkg mutacja
ludzkiej cystatyny C, L68Q. Mutacja ta jest przyczyng wystepowania dziedzicznej amyloidowe;j
angiopatii mdzgowej (Hereditary cystatin C amyloid angiopathy, HCCAA), w wyniku ktoérej

dochodzi do $miertelnych krwotokéw mdzgowych, nawet u oséb w mtodym wieku.

Znanych jest wiele przeciwciat, ktére oddziatujg z ludzky cystatyng C. Odkrywca
i wieloletni badacz cystatyny C, profesor Grubb (University of Lund) ze wspdtpracownikami
wykazali, ze niektére z nich w niewielkim stopniu wptywajg na hamowanie tworzenia dimeréw
hCC, natomiast kilka z przebadanych przeciwciat znaczagco hamuje tworzenie
dimeréw/oligomeréw. Otrzymane przez wyzej wspomniany zespdt badawczy, mysie
monoklonalne przeciwciata HCC3 hamujg tworzenie dimeréw hCC w znaczgcym stopniu (ok.
60%). Stato sie to powodem podjecia dalszych, szczegdétowych badan nad tymi przeciwciatami i
identyfikacji miejsc wigzania sie ze sobg biatka hCC z przeciwciatem (epitop — sekwencja biatka
odpowiedzialna za tworzenie kompleksu z przeciwciatem; paratop — sekwencja przeciwciata
wigzaca sie z antygenem). Informacje na temat zidentyfikowanego epitopu i paratopu mogg

by¢ niezwykle istotne przy projektowaniu immunoterapii HCCAA.

Korzystajgc z kilku metod identyfikacji epitopu: wycinanie i ekstrakcji epitopu za

pomocy enzymoOw (trypsyna, endoproteinaza Asp-N, pronaza), chromatografia powinowactwa



ze wstepnie zidentyfikowanymi (na podstawie trawien) fragmentami hCC, testy
immunoenzymatyczne ELISA oraz wymiana wododr-deuter sprzezona ze spektrometriag mas
(HDX-MS) wykazatam, ze epitop jest nieliniowy i sktada sie z co najmniej dwdch fragmentéw
biatka. W celu wyttumaczenia wtasciwosci mAb HCC3 do hamowania dimeryzacji hCC
i potwierdzenia mechanizmu tworzenia dimerdw tego biatka, otrzymane wyniki pordwnatam
z wynikami oddziatywania dwéch innych przeciwciat oddziatujgcych z hCC — mAb Cys10, ktére

najstabiej hamuje dimeryzacje (4%) i mAb Cys28, ktdre najsilniej hamuje dimeryzacje (75%).

W ramach pracy doktorskiej dokonatam charakterystyki monoklonalnego przeciwciata
HCC3, okreslajac jego mase, przynaleznos¢ do podklasy, jakosciowy i ilosciowy profil
oligosacharydowy oraz strukture pierwszorzedowa przeciwciata identyfikujagc sekwencje
tarcucha lekkiego (212 Aa) w 93%, a w przypadku faricucha ciezkiego (439 Aa) w 90%. Stosujac
reguty Kabata i Chothia dotyczgce teoretycznego wyznaczania paratopu (6 petli CDR — ang.
complementary determining region), wyznaczytam cztery sekwencje odpowiadajgce petlom
CDR — trzy petle tancucha lekkiego oraz, ze wzgledu na niekompletng sekwencje — jedng petle
tancucha ciezkiego. Eksperymentalne wyniki identyfikacji paratopu (metodami HDX-MS oraz
Parexprot) potwierdzity niektére z nich, a chromatografia powinowactwa zsyntezowanych
peptydow odpowiadajgcych sekwencjom trzech regionéw CDR taricucha lekkiego z ludzka

cystatyng C potwierdzita tworzenie kompleksu biatka z dwoma z nich.



