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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Martyny Pradzinskie;j

Magister Martyna Pradzinska swoja rozprawe doktorska zatytutowang ,,Charakterystyka
molekularna kompleksu ludzkiej cystatyny C z przeciwcialami” wykonala na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Praca zostata zrealizowana pod opieka dr hab. Sylwii
Rodziewicz-Motowidto, prof. UG, za$§ promotorem pomocniczym byla dr Paulina
Czaplewska.

Przedstawiona do recenzji praca posiada ztozong, wielopoziomows strukture, konsekwentnie
dostosowang do osiggniecia nadrzednego celu badan realizowanych w grupie badawczej
Promotora, ktéry mozna okresli¢ jako poszukiwanie molekularnych zaleznosci pomiedzy
budowa przestrzenng peptydow i bialek, a ich funkcja biologiczna. W grupie
peptydow/biatek, ktore sg przedmiotem badan znajduja si¢ zwiazki tworzace
nierozpuszczalne agregaty pozakomoérkowe, odkladajace si¢ w tkankach w postaci fibryli
amyloidowych. Tworzenie ztogow amyloidowych wigzane jest z takimi chorobami jak:
choroba Alzheimera (AD), choroba Parkinsona (PD), choroba Creutzfeldta-Jakoba (CJD), czy
choroba Huntingtona (HD). Poznanie mechanizméw prowadzacych do powstawania
toksycznych fibryli jest niezwykle istotne dla diagnostyki, zapobiegania i zwalczania
wszystkich amyloidoz. Glownym obiektem badan, wykorzystanym do poznania na poziomie
molekularnym podstaw amyloidoz, jest biatko cystatyna C oraz jego mutanty. Z pelnym
przekonaniem mozna wiec wyrazi¢ opinie o aktualnosci i o wysokiej randze tematyki podjete;
W rozprawie.

Uzyskane wyniki badan zostaly opisane w pracy liczacej 128 stron. Uklad pracy, jest
standardowy i obejmuje pie¢ glownych rozdziatow: Przeglad literaturowy, Cel pracy, Czgs¢
eksperymentalng, Omdwienie wynikow, Podsumowanie oraz Bibliografig. Czgs$¢ referatowa
pracy stanowi 38 stronicowy zbior esejow prezentujacych przeglady literaturowe stanowiace
wprowadzenia do kolejnych tematéw badawczych rozwijanych w rozprawie. Obejmujg one
zagadnienia dedykowane:

e ludzkiej cystatynie C,



e immunoglobulinom,
e metodom identyfikacji epitopow.
Materiat literaturowy obejmuje w sumie 132 pozycje. Jest on glgboko przemyslany i
prezentuje najwazniejsze publikacje, co pozwolito na rzetelna i doglebng prezentacje stanu
wiedzy. Pomimo duzego zrdznicowania tematéw poszczegdlnych fragmentow przegladu
literaturowego, utrzymana jest spdjnos$¢ narracji dzigki starannemu doborowi referowanych
publikacji i konsekwentnemu podporzadkowaniu wszystkich czesci skladowych nadrzednemu
celowi pracy. Pozwala to na wystawienie wysokiej oceny tej czesci rozprawy.
Cel pracy zostal postawiony po wprowadzeniu literaturowym, dajacym uzasadnienie dla
wszystkich jego elementow sktadowych, na tle wspolczesnego stanu badan. Celem
nadrzednym rozprawy bylta charakterystyka molekularna kompleksu ludzkiej cystatyny C z
autoprzeciwcialami oraz monoklonalnym przeciwcialem Cyst10. Osiggnigcie celu
nadrzednego, mozliwe bylo poprzez realizacje szeregu zadan badawczych obejmujacych:
1) izolowanie naturalnie wystepujacych autoprzeciwcial skierowanych przeciwko
ludzkiej cystatynie C z frakcji IgG,
2) charakterystyka kompleksu anty-hCC NAbs - cystatyna C z wykorzystaniem
elektroforezy dwuwymiarowej, technik chromatograficznych oraz spektrometrii mas,
3) identyfikacja epitopow rozpoznawanych przez anty-hCC NAbs metoda wycinania i
ekstrakcji epitopoéw oraz technikg wymiany proton/deuter sprz¢zonej z MS,
4) badanie powinowactwa wyselekcjonowanych epitopow wzgledem anty-hCC NAbs
5) zbadanie wptywu wyizolowanych i scharakteryzowanych autoprzeciwcial na proces
dimeryzacji ludzkiej cystatyny C.
Podobny zakres prac badawczych przewidziany byt w badaniach, gdzie Doktorantka
zamierzala stosowa¢ monoklonalne przeciwciato Cyst10. Ostatni etap prac mial obejmowac
poréwnanie zdolnosci oddziatywania ludzkiej cystatyny C z przeciwciatami Cystl0 oraz
Cyst28 (charakterystyka epitopéw rozpoznawanych przez Cyst28 nie byta przedmiotem prac
badawczych Doktoranki), co miato na celu poznanie czynnikow hamowania dimeryzacji hCC
przez testowane przeciwciala.
Pierwszy etap badan obejmowal otrzymanie ludzkiej cystatyny C z wykorzystaniem
elektrokompetentnych komorek E. coli, izolowanie biatka oraz jego charakterystyke.
Uzyskane bialko zostalo wykorzystane do izolowania autoprzeciwcial z frakcji
immunoglobulin ~ G.  Wyizolowane autoprzeciwciala  zostaly  scharakteryzowane
elektroforetycznie w warunkach redukujacych, za$ ich stezenie zostalo wyznaczone

spektrofotometrycznie. Charakterystyka anty-hCC NAbs uzupelniona zostala rowniez o



analizy RP-HPLC oraz sgczenie molekularne. W oparciu o wyniki trawienia wyizolowanych
autoprzeciwcial Doktorantka wykazata, ze majg one charakter poliklonalny i zawierajg
glownie podklase IgG1. Na uznanie zastuguja wartosciowe eksperymenty okreslajace sktad
glikanéw potgczonych z anty-hCC NAbs, oraz stwierdzenie, ze najczgsciej wystgpujgce
reszty cukrowe obejmuja: FA2G1, FA2, FA2G2. Kolejny etap badan obejmowat identyfikacje
epitopoéw rozpoznawanych przez wyizolowane anty-hCC NAbs. Badania te obejmowaty dwie
techniki proteolityczne (wycinanie i ekstrakcja epitopu), wymiang proton/deuteron oraz
dodatkowo wspierane byty badaniami teoretycznymi z wykorzystaniem algorytmow: EliiPro,
Bepipred oraz Kolaskara i Tongaonkara. Badania teoretyczne wykazaly, ze fragmenty hCC
oddzialywujace z poliklonalnym anty-hCC NAbs zlokalizoawane sa w calej czgsteczce
biatka. Podobny wynik uzyskany zostat w eksperymencie z wykorzystaniem fragmentéw hCC
pod dziataniem trypsyny. Tu réwniez peptydy obejmujace niemalze cale bialko posiadaty
zdolno$¢é oddzialywania z autoprzeciwcialami. Uzyskane wyniki zostaly potwierdzone z
uzyciem syntetycznych fragmentéw hCC (testy powinowactwa) jak réwniez ich analogéw
zawierajgcych reszte biotyny (testy immunoenzymatyczne). W oparciu o eksperymenty
wycinania epitopu pronazg, wyznaczone zostaly trzy fragmenty hCC charakteryzujace sig
zalotnoscia oddzialywania z autoprzeciwciatami: fragment 53-63 zlokalizowany w petli L1,
fragment 101-115 (petla L2) oraz fragment 92-99 (ni¢ B3). Jednak wyniki eksperymentu
wymiany proton/deuteron nie byly do konca zgodne z danymi uzyskanymi metoda wycinania
epitopu, w tym przypadku zidentyfikowane zostaly fragmenty 41-48 oraz 65-73. Podobne
cksperymenty wykonane zostaly z uzyciem monoklonalnego przeciwciala CystlO.
Wyznaczony zostal ciezar czgsteczkowy przeciwciata oraz cigzar czasteczkowy po usunigciu
glikanow. W sposob nie budzacy zastrzezen scharakteryzowane zostaly reszty cukrowe
glikoproteiny. Najczesciej wystepujacymi jednostkami cukrowymi sg: FA2, FA2G1, FA2G2
oraz FAl. Réwniez w przypadku monoklonalnego przeciwciata Cystl0 badania nad
identyfikacja fragmentow hCC oddziatywujacych z przeciwcialem nie daly jednoznacznego
wyniku. W oparciu o technike wycinania i ekstrakcji epitopu zidentyfikowane zostaty
fragmenty 60-70 (w nici B3), 96-102 (w nici B4) oraz 101-111 (w petli L2), za§ w oparciu o
wyming proton/deuteron znalezione zostaty fragmenty 53-61 (w petli L1) oraz 101-112 (w
petli L2). Pokrywanie si¢ wynikow z réznych technik eksperymentalnych obserwowano wigc
jedynie dla C-koncowego fragmentu biatka (101-111/112).

Doktorantka podjeta rowniez probe okreslenia wptywu wyizolowanych autoprzeciwcial anty-
hCC NAbs oraz przeciwciata Cyst10 na dimeryzacje hCC. Jednak w przypadku anty-hCC

NAbs nie udato si¢ jednoznacznie okresli¢ jego wplywu na dimeryzacje biatka, gdyz



zawarto$¢ dimeru hCC byla identyczna zar6wno bezposrednio po zmieszaniu bialka z
przeciwciatem jak i po 3 dniach inkubacji. W przypadku Cyst10 obserwowano znacznie mnigj
trwaly kompleks z hCC w poréwnaniu do kompleksu z przeciwciatem Cyst 28.

Lekture tekstu rozprawy uznaje za wielce stymulujaca do glebszych przemyslen. Wsrod
pytan, ktore mi sie nasungly chciatabym postawié¢ cztery nastepujace:

1. Ktéra technika wyznaczania struktury epitopu jest najbardziej uniwersalna a
jednoczesnie wiasciwa, a tym samym rekomendowana do badan?

2. Co moze byé przyczyng oberwanych tak zréznicowanych wynikéw badan
wyznaczania struktur fragmentow hCC oddzialywujacych zaréwno z autoprzeciwciatami
przeciwciatami anty-hCC NAbs jak i przeciwcialem monoklonalnym Cyst10?

3. Czy przedstawione w tabeli 17 fragmenty hCC oddzialywujace z przeciwciatem
Cyst10 stanowig rzeczywiscie epitop nieciggly, czy moze ta obserwacja wynika raczej z
faktu, ze przeciwcialo posiada zdolnos¢ oddziatywania z podobnymi strukturalnie
fragmentami biatka, co korespondowatoby ze znanym zjawiskiem mimikry molekularnej
skutkujacej blednym rozpoznawaniem antygentow (autoantygenow) przez przeciwciala
(autoprzeciwciata)?

4. Czy wplyw warunkoéw eksperymentalnych otrzymywania przeciwciata Cyst10 nie

mogt mie¢ wptywu na jego zdolno$¢ oddziatywania z réznymi fragmentami hCC?

W niektérych miejscach rozprawy, Doktorantka w sposob bardzo ogélnikowy omawia wyniki
badan, lub nawet je pomija. Przyktadowo, w podrozdziale 1.4 dotyczacym teoretycznego
przewidywania epitopow w ludzkiej cystatynie C, podana jest informacja, ze jako
prawdopodobne epitopy, wyznaczone zostaly fragmenty hCC spelniajace nastgpujgce
warunki: minimalna warto$¢ dla reszty aminokwasowej -0,5, maksymlna odleglos¢ 6A. Dla
osoby nie zajmujacej sie¢ modelowaniem epitopoéw przedstawiony opis jest malo czytelny i
trudny do interpretacji.

W pracy zabraklo tabeli charakteryzujacej zsyntezowane fragmenty hCC oraz ich
biotynylowane analogii, w czeSci eksperymentalnej przedstawiona jest jedynie ogdlna
procedura syntetyczna.

Niestety, Doktorantka nie ustrzegla sie przed do$¢ licznymi blgdami edytorskimi, przyktady
przedstawione sg ponizej:

str. 11, Doktorantka pisze, ,,U niektorych cystatyn”, powinno by¢ chyba w niektdrych
cystatynach,

str. 12, jest ,,Cystatyn biorg udzial”, a powinno by¢, cystatyny biorg udziat,



str. 14, lizosom, stanowi jedno stowo, btedny jest wiec zapis ,,w lizo somie”

str. 15, jest ,,Cystatyna C jest inhibitorem proteaz cysteinowy”

str. 21, jest ,,Wszystkie z przebadanych przeciwciata hamowaly proces dimeryzacji hCC”,
str. 23, jest ,,Wyprodukowane przez kroliki przeciwciata byto oligoklonalne”,

str. 71, jest ,,Zarejestrowane chromatografy”

str. 106, jest ,,Zastosowatam procedur¢ byta identyczna do tej stosowanej”

Doktorantka nie ustrzeglta si¢ od do$¢ licznych sformulowan zargonowych jak 1 malo
precyzyjnych okreslen. Przyktadowo: ochtodzona wiréwka (str. 51); namoczona zywica (str.
64); ,miejsca trawienia enzymu, ktore znajdujg sie w sekwencji epitopu w tej metodzie sa
chronione przed dzialaniem enzymu” (str. 86), taki zapis wskazuje, ze trawiony pod
dziataniem enzymu jest enzym, a nie biatko, podobnie w zdaniu ,,gdyz ich powstawanie
zalezy od miejsca cigcia enzymu w sekwencji biatka” (str. 86).

Przyktadami nieprecyzyjnych okreslen sa: ,,Najwiecej hCC znajdowalo si¢ we trakcji tris i
jednoczesnie byta ona najmniej zanieczyszczona” (str. 66), ,,zawierajace bialko oczyszczone
w najwigkszym stopniu” (str. 68), ,,w celu uzyskania catkowicie czystego biatka™ (str. 68),
itd.

Moje zastrzezenia budzi réwniez wielokrotne przedstawianie struktury ludzkiej cystatyny C
(PDB:3NX10) (Rysunek, 60, 58, 48, 45, 11, 6), ktore réznig si¢ jedynie wprowadzonymi
stownie wskazaniami okreslonych domen lub epitopdw, gdzie ich opis zawarty jest w tekscie,
tak wigc wydaje sie, ze mozna byto przedstawic¢ jeden rysunek struktury hCC, na ktérym
wskazane bylyby wszystkie elementy strukturalne (fragmenty helikalne, pgtle oraz struktury
p).

Przytoczone uwagi krytyczne oraz kwestie dyskusyjne nie podwazaja warstwy merytorycznej
rozprawy i nie wplywajg na moja pozytywna ocen¢ pracy. Dysertacja daje wyczerpujace i
kompetentne odpowiedzi na szereg niezmiernie waznych i aktualnych pytan. Dokumentuje
kompleksy molekularne hCC z autoprzeciwciatami anty-hCC NAbs oraz przeciwcialem
monoklonalnym Cystl0, charakteryzuje stosowane przeciwciala z bardzo precyzyjnym
opisem fragmentow cukrowych. Opracowanie prezentuje proby wykorzystania réznorodnych
technik badawczych do okreSlenia fragmentéw hCC oddzialywujacych ze stosowanymi
przeciwcialami oraz badanie zaleznosci pomiedzy zdolnoscia oddziatywania obydwu
przeciwcial z hCC w funkcji podatnosci biatka do tworzenia dimeréw. We wszystkich
przypadkach wnioskowanie jest dobrze uzasadnione materialem eksperymentalnym. Analiza

wynikOw eksperymentow jest krytyczna co wzbudza zaufanie do wyciaganych wnioskow.



Podsumowujac, wysoko oceniam wybodr bardzo ambitnego tematu badan w pelni zgodnego ze
wspolczesnymi kierunkami badan o charakterze podstawowym jak i potencjale aplikacyjnym.
Wysoce pozytywnie oceniam zastosowanie zroznicowanych 1 nowoczesnych metod
badawczych, trudny, interdyscyplinarny charakter wykonanych prac niezbednych dla
zrealizowania wszystkich zadan badawczych. Na szczegdlne uznanie zastuguje nie tak czesto
spotykana biegto$¢ zarowno w wykorzystywaniu szerokiego arsenatu metod syntetycznych
oraz sprawno$¢ w postugiwaniu sie¢ zlozonymi, wspoélczesnymi technikami analitycznymi,
ktore to Doktorantka potrafita zaimplementowa¢ w badaniach biologicznych. Umiejetnosci te
wystawiaja najlepsze $wiadectwo gruntownej wiedzy oraz dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Na podkreslenie zastuguje fakt, iz uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej wyniki badan
opublikowane zostalty w latach 2012-2016 w czasopismach indeksowanych w JCR. Na
opublikowany dorobek mgr Martyny Pradzifiskiej, ktory tematycznie zwigzany jest z
rozprawa doktorskg sktadajg si¢ 4 artykuty opublikowane w czasopismach indeksowanych w
JCR. Wyniki prac badawczych Doktorantka prezentowata na licznych konferencjach
krajowych oraz zagranicznych (16 posterow, 3 komunikaty ustne).

Biorac pod uwage powyzsze fakty z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do
oceny rozprawa spelnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim
zgodnie z Ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym z p6zn.
zm. W zwigzku z tym wnosze do Rady Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o

dopuszczenie mgr Martyny Pradzinskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Beata Kolesinska
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