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Ocena pracy doktorskiej mgr Anny Sladewskiej

pt. ,Identyfikacja miejsc oddzialywan ludzkiej cystatyny C z przeciwcialami
monoklonalnymi z wykorzystaniem techniki spektroskopii mas”

Powstawanie i kumulacja ztogéw agregatéw réznych biatek jest elementem etiologii catej
grupy choréb (tzw. amyloidoz), do ktérych zalicza si¢ migdzy innymi: chorobe Alzheimera,
Parkinsona, chorobe Creutzfeldta-Jakoba (czyli moézgowe encefalopatie gabczaste w tym BSE,
ang. bovine spongiform encephalopathy), jak réwniez chorobg Huntingtona. Pomimo réznic w
" sekwencji aminokwasowej i strukturze przestrzennej biatek prekursorowych, budowa i
organizacja fibrylarnych amyloidéw jest zblizona i przyjmuje struktur¢ rozbudowanej beta kartki.
Ich powstawanie to proces wieloetapowy przebiegajacych poprzez asocjacje rozfatdowanego
biatka i tworzenie agregatéw globularnych, nastepnie protofibryli, aby ostatecznie utworzyé
fibryle. Wedtug czesci danych literaturowych proces ten jest odwracalny w kazdym ze stadiow.
Wspdlng cechg charakteryzujaca wszystkie agregaty jest réowniez wyjgtkowa trwatos$é i
odpornos$¢ na dziatanie enzyméw proteolitycznych. Mimo intensywnych wysitkéw wielu grup
badawczych nad poszukiwaniem skutecznych sposoboéw zapobiegania lub walki z juz istniejgcym
schorzeniem do tej pory nie opracowano efektywnej metody terapeutycznej. Do najbardziej
obiecujacych terapii eksperymentalnych prowadzacych do obnizenia stezenia amyloidéw naleza
zwigkszenie aktywnosci biatek opiekunczych, ubikwitynacja protofibryli i ich degradacja w
proteosomie, wyciszanie genéw agregujacych biatek, czy tez stosowanie niskoczasteczkowych
inhibitoréw procesu agregacji. Jednak zadna z tych metod, z uwagi na okreslone skutki uboczne
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nie znalazta szerszego zastosowania terapeutycznego. W chwili obecnej poktada si¢ nadzieje w
terapiach spersonalizowanych lub ograniczonych tylko do jednego typu choroby. Jednym z
kluczowych srodkéw stosowanych w tego typu terapii sa przeciwciata monoklonalne, ktérych

rolg jest wzmocnienie lub indukcja odpowiedzi immunologicznej ludzkiego organizmu.

W te wazka tematyke wiaczyta sie mgr Anna Sladewska z Katedry Chemii Medyczne;j,
ktorej kierownikiem jest dr hab. Sylwia Rodziewicz-Motowidto, profesor nadzwyczajny UG,
petnigca jednoczesnie funkcje promotora rozprawy. W tym miejscu cheiatbym dodaé ze czesé
badan Doktorantka wykonata w trakcie swojego pobytu w Uniwersytecie w Konstancji w ramach
stypendium w grupie prof. Martina Scheffera. Przedstawiona mi do recenzji praca liczy 155 stron
maszynopisu napisana zostala w jezyku angielskim i sktada si¢ z nastepujacych czesci:
wprowadzenia (26 stron), wynikéw i ich dyskusji (74 strony), materiatéw i metod (29 stron) oraz
podsumowania (4 strony), spisu literatury i zatacznikéw zawierajgcych stosowane skroty.
Pierwszy rozdzial zawierajacy syntetyczne oméwienie zagadnien zwigzanych z dziataniem
systemu immunologicznego cztowieka, ze szczegOlnym naciskiem na wlasciwosei i rodzaje
przeciwciat stanowi intersujgcg lekture. Doktorantka nie unikneta jednak bledoéw jezykowych i
licznych powtérzen, ktérych kwintesencja znajduje¢ si¢ na stronie 4 w paragrafie 1.2.
zatytulowanym ,Immune system”, w ktérym zdanie zaczynajace si¢ od stéw ,,Two basic.....”
zawiera wielokrotne (4) sformutowanie ,;immune system”. Host defence system czy defence

mechanism to jedne z dwdch synoniméw tego okreslenia znanych recenzentowi.

W kolejne czgsci wstepu Autorka opisuje cystatyny, Jako grupe biatek bedacych silnymi
inhibitorami proteinaz cysteinowych. Ten fragment tekstu stanowi interesujacy przeglad tej grupy
biatek. W dalszych rozdziatach mgr Anna Sladewska omawia podstawy teoretyczne stosowanych
przez siebie technik eksperymentalnych gléwnie spektormetri¢ mas biatek i ich kompleksow.
Rozdziat napisany jest bez zarzutu, przybliza czytelnikowi zagadnienia zwigzane z proteomikg i
metodologig analizy bioczgsteczek. Calo$é, co warte podkreslenia, jest ilustrowana licznymi
rysunkami i schematami, co znacznie ufatwie lekture tego fragmentu rozprawy. W kolejnym
rozdziale 1.8 w czesci Introduction dogé niespodziewanie pojawiaja si¢ cele pracy, ktére zdaniem
recenzenta powinny stanowi¢ jasno wyodrebniong cze$é rozprawy, a nie stanowi¢ czesé wstepu.

Cele pracy sa jasno zdefiniowane i ambitne.



Wyniki i ich dyskusja, zdecydowanie najcieckawsza czg$é rozprawy, stanowi ponad
potowg calej jej objetosci. Doktorantka opisuje w niej przeprowadzone eksperymenty w sposéb
jasny i klarowny. Konsekwentnie analizuje otrzymane wyniki i na ich podstawie proponuje nowe
dos$wiadczenia. Mgr Sladewska z duza wprawa przedstawia etapy identyfikacji epitopéw ludzkiej
Cystatyny C rozpoznawanych przez komercyjnie dostepne przeciwciato monoklonalne Cystl13.
Jak wykazano, migdzy innymi w przedstawionych w pracy eksperymentach, biatko to w duzej
mierze hamuje proces tworzenia agregatéw przez CysC. Doktorantka pokazata antyagregacyjny
efekt dziatania przeciwcial anty CysC analizujac kinetyke tworzenia dimeréw tego biatka
metodami elektroforezy zelowej. Kolejnym etapem badan prowadzonych przez mgr Sladewska
byla identyfikacja fragmentu cystatyny C oddzialywujacego bezposrednio z przeciwcialem. W
tym celu przeprowadzita szereg eksperymentéw polegajacych na inkubacji cystatyny C z
immobilizowanym na nosniku (sefarozie) przeciwciatem anty CysC (Cystl3). Nastepnie
otrzymany kompleks zostal poddany trawieniu wybranymi enzymami proteolitycznymi
(trypsyna, chymotrypsyna, pronaza, Lys-C i Glu-C). Fragmenty cystatyny C silnie zwigzane z
przeciwcialem nie ulegaly proteolizie i po elucji z nosnika zostaly poddane identyfikacji
technikami spektrometrii mas. Wyniki otrzymane przez Doktorantke rdéznity sie istotnie w
zaleznosci od zastosowanej do badan proteinazy. W wypadku zastosowania trypsyny i
chymotrypsyny w etapie koncowym otrzymano C-koficowe fragmenty cystatyny C, lecz o
roznych dlugosciach tancucha peptydowego hCC(93-120) Ilub hCC(86-120). We frakeji
koficowej zidentyfikowano ten fragment pochodzacy ze srodka tancucha CysC hCC(54/55-90).
W wyniku inkubacja probki z pronaza, ktéra w istocie jest mieszaning réznych enzyméw
proteolitycznych pochodzenia bakteryjnego, zidentyfikowano jeden 16-to aminokwasowy peptyd
hCC(101-117). Trawienie specyficznymi enzymami Lys-C i Glu-C nie powiodlo si¢. Nie bardzo
rozumiem, dlaczego w buforze lizujagcym dla trypsyny zabrakto CaCl,, obecnosé jonéw wapnia
Jest niezbedna do stabilnosci tej proteinazy, jego brak skutkuje silng autolizg trypsyny, co w
efekcie moze powodowaé obecnosé dodatkowych jonéw autolitycznych tego enzymu w analizie
MS.

Kolejnym etapem badan prowadzonych przez Doktorantke byla synteza na fazie stalej
fragmentéw cystatyny C ktore zostaty zaprojektowane na podstawie struktur wyizolowanych
peptydow. Zwiazki te syntetyzowano na drodze syntezy chemicznej w fazie stalej, z

wykorzystaniem niestandardowej strategii depsipeptydéw. Ten celowy wybér metody syntezy
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obnizal potencjat agregacyjny otrzymanych peptydéw. Otrzymane depsipeptydy w $rodowisku
zasadowym ulegaty przeksztatceniu w forme amidowa. W wyniku syntezy otrzymano peptydy,
ktdre nastgpnie naniesiono na kolumng powinowactwa wypetniong ztozem z immobilizowanym
przeciwcialem monoklonalnym przeciwko cystatynie C. Nie wszystkie otrzymane ta droga
peptydy wigzaly si¢ z przeciwcialem. Whasciwosé ta wykazywaty tylko te stanowigce fragment
C-kofica cystatyny C. Peptydy hCC(55-70) i hCC(55-75) pochodzace z $rodkowej czesci
czgsteczki nie oddziatywaly z przeciwciatami. W wyniku tych badan ustalono, ze minimalnym
fragmentem sekwencji CysC (syntetyczny epitop), ktory efektywnie oddziatywal z
przeciwciatem jest hCC(105-114). Otrzymany analog tego zwigzku zawierajacy reszt¢ Seryny w
miejsce Cysteiny réwniez wykazywat silne powinowactwo do badanego przeciwciata. Wykonany
skaning alaninowy, czyli synteza panelu peptydow modyfikowanych w poszczegélnych
pozycjach resztami alaniny dla peptydu hCC(105-114) potwierdzil, ze wszystkie reszty
aminokwasowe biorg udziat w oddziatywaniach z przeciwciatem i ze ten epitop jest epitopem

liniowym.

Uwagi dotyczacej tej czesci rozprawy:

- reszt¢ Ala trudno uznac za resztg izosteryczna w stosunku do Cys (rys 43).
- chymotrypsyna nie jest enzymem niespecyficznym (str 88)

Ta czg$¢ rozprawy, mimo powyzszych uwag, Recenzent uwaza za starannie
zaprojektowang i wykonang. Na podkreslenie zastuguje opanowanie przez Doktorantke technik
syntezy chemicznej i oczyszczania peptydéw i jednoczesnie zaawansowanych procedur
biochemicznych pracy z biatkami. Osobiscie uwazam ten interdyscyplinarny model rozwoju

miodego naukowca za wzorcowy.

W kolejnych rozdziatach Autorka opisuje badania konformacyjne wykonane technikami
dichroizmu kotowego i protonowego rezonansu jadrowego dla dekapeptydu i jego dtuzszych o
dwie lub cztery reszty analogéw. Zdaniem recenzenta tego typu badania maja sens dopiero
wtedy, kiedy peptyd przyjmuje konformacje aktywng oddziatywujagca z ligandem
(przeciwciatem). Tak krétkie peptydy w roztworze wodnym i Jjego modyfikacjach przyjmuja caly
szereg struktur, subtelnie réznigcych si¢ energia, ktére nie sposob zinterpretowa¢ w oderwaniu od

kontekstu biologicznego.



Ostatnim zadaniem, ktéry mgr Sladewska podj¢ta bylo identyfikacja fragmentu
przeciwciata Cyst13 ktére jest bezposrednio zaangazowane w oddziatywaniem z hCC. W tym
celu zostaly przeprowadzone eksperymenty z bliskiej Recenzentowi dziedziny, jakg jest
proteomika. Autorka rozprawy z powodzeniem wykonata analiz¢ mas przeciwciata i jego
fragmentéw przy uzyciu spektrometrii mas. Wyniki zostaty poddane obrébece przy pomocy
zaawansowanych algorytméw z wykorzystaniem dostgpnych biatkowych baz danych. Ten
fragment pracy oceniam wysoko i bez watpienia byt dla chemika syntetyka wyzwaniem, ktéremu

Doktorantka sprostata.

Rozdziat: Materialy i Metody, w ktérym opisane sa procedury przeprowadzone przez Autorke,
ma dwa oblicza. Z jednej strony Recenzent odnosi wrazenie, ze jest to uporzadkowany spis
eksperymentéw utozonych chronologicznie, ktéry jednak po starannej lekturze okazuje si¢
zbiorem protokotéw. Najbardziej razacy jest brak konsekwencji w edycji tej czgéci rozprawy.
Opisy niektdrych eksperymentéw o wysokiej wartodci naukowej zaprezentowane s3 w punktach,

by strong dalej podobny opis jest ich pozbawiony i stanowi tekst jednolity.
Uwagi szczegbtowe:

Strona 108 stezenia masowe podane zostaly niekonsekwentnie wiersz 11 od gory w wymiarze

ug/ul, wiersz 20 juz mg/ml.
Strona 115 brak wyjasnienia akronimu NMI

Strona 116. Recenzent nie rozumie znaczenia stéw reakcja pozytywna i reakcja negatywna w
opisie testow Kaisera i chloranilowego. Ponadto taki test, nie stuzy do oznaczania wydajnosci

(ang. efficacy), lecz kompletnosci reakcji acylowania grupy aminowe;j.

Ponizsze uwagi nie maja jednak wptywu na moja wysokg oceng rozprawy, lecz jedynie wskazuja
ze dysponujac tak intersujacymi wynikami, nalezy tez dotozy¢ wszelkiej staranno$ci w opisie

eksperymentow.

Spis pozycji cytowanej literatury liczy sobie 326 pozycji i nie zawiera wigkszych bledow.
Godny podkreslenia jest fakt zamieszczenia w odno$nikach takze tytuléw prac, co znacznie

utatwia lekturg tekstu rozprawy.



Podsumowujac musze stwierdzi¢, ze miatem przyjemnos¢ zapozna¢ si¢ z wynikami niezwykle
ciekawej pracy, ktorej interdyscyplinarno$é jest godna podkreslenia. Bardzo wysoko oceniam,
jako$¢ pracy laboratoryjnej oraz liczbe przeprowadzonych eksperyment6éw, ktére reprezentuja
wysoki poziom naukowy. Prezentacja uzyskanych przez Doktorantk¢ wynikow i sposéb ich

dyskusji niezwykle interesujaca.

Stwierdzam z catym przekonaniem, Ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Anny
Sladewskiej spetnia ustawowe i zwyczajowe wymagania stawiane pracom doktorskim i stawiam

whiosek o jej przyjecie i dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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