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Recenzja rozprawy doktorskiej p. mgr Anny Sladewskiej pt. ,Identyfikacja miejsc oddziatywania
ludzkiej cystatyny C z przeciwciatami monoklonalnymi z wykorzystaniem techniki spektrometrii
mas”

Praca p. mgr Anny Sladewskiej jest poéwiecona mapowaniu miejsc/obszaréw oddziatywania w
uktadzie antygen biatkowy przeciwciato monoklonalne. Antygenem jest tu docelowo patogenny
mutant cystatyny C L68Q ktérego obecnos$¢ powoduje amyloidoze w naczyniach krwiono$nych
prowadzac do choroby zwanej dziedziczng angiopatia amyloidowg zwigzana z cystatyng C
(HCCAA). Jednym ze sposobéw blokowania procesu patologicznej agregacji jest wykorzystanie
odpowiednich przeciwciat. Takie przeciwciata mogg by stosowane terapeutycznie, ale tez moga
stanowi¢ podstawe dalszych badan nad tworzeniem niskoczasteczkowego inhibitora agregacji.
Doktadna charakterystyka oddziatywar samej cystatyny C (hCC) z przeciwciatem monoklonalnym
Cyst13 jest zatem uzasadnionym celem podjetych badan przedstawionych w pracy doktorskiej.

Napisana w jezyku angielskim praca zostata zorganizowana w klasycznym uktfadzie typowym dla
prac eksperymentalnych. Wszystkie zwyczajowo przyjete elementy pracy s3 obecne, z tym ze
rozdziat Materiaty i Metody umieszczono na koricu pracy, pozostate elementy sg umieszczone w
standardowej kolejnosci. Prace koriczy obszerny spis literatury adekwatny do pojetego tematu
oraz lista uzytych skrétéw.

Wstep rozpoczyna dwustronicowa, czyli z koniecznosci telegraficzna, prezentacja ogdlnych
informacji o uktadzie odpornosciowym, tematem pracy sg przeciwciata jako narzedzie
biotechnologiczne, wiec jest to uzasadnione. Dalsza czeé¢ wstepu, dotyczaca wiasnosci
strukturalnych przeciwciat, metod mapowania miejsc oddziatywania antygen-przeciwciato oraz
podej$¢ eksperymentalnych stosowanych w immunoterapii jest réwniez bardzo skrétowa.
Lakonicznos$¢ opisu ilustruje na przyktad opis pod rysunkiem nr 6, gdzie zaczerpniete z publikacji
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innych autoréw schematy zawierajg elementy nie opisane w tekscie ani w podpisie,
pozostawiajgc nierozszyfrowane kryptonimy (IgNAR, Camel 1gG) domysinosci czytelnika. Rys.
8,9,10 réwniez wygladajg na skopiowane z sieci lub publikacji, lecz Zrédta nie podano.

Opis staje sie bardziej rozbudowany gdy Autorka przybliza sie do bezposredniego obiektu swoich
badan to jest do grupy biatek z rodziny cystatyn, inhibitoréw proteaz cysteinowych z klasy C1 i
opisu ich charakterystycznych cech strukturalnych. Druga czes¢ wstepu jest poswiecona krétkiej
prezentacji metod uzywanych w badaniach struktur biatkowych i komplekséw biatkowych ze
szczegblnym uwzglednieniem spektrometrii mas jako gtéwnej metody uzytej w pracy. Autorka
poswieca relatywnie duzo miejsca opisowi procesu pomiaru mas czasteczkowych i realizacji
technicznych spektrometréw mas. Natomiast rozdziat 1.6.3 zaplanowany jako prezentacja
obszaréw aplikacyjnych MS w bioanalizie jest zaskakujgco skrétowy i skupiajacy sie mato
istotnych procedurach, takich jak procedura ,masowego odcisku palca”, rzadko juz uzywana do
identyfikacji biatek w ztozonych mieszaninach i jeszcze rzadziej do identyfikacji modyfikacji
potranslacyjnych, czy wspominanie o stosowaniu zeli 2D PAGE z pominigeciem obecnie szeroko
stosowanych metod bezzelowej analizy ztozonych mieszanin biatek. Zaskakuje brak opisu analizy
fragmentacyjnej MS/MS peptydéw, podstawowego przy dzisiaj powszechnie dostepnych
hybrydowych spektrometrach mas narzedzia w identyfikacji biatek i ich modyfikacji, tym bardziej
ze analiza widm MS/MS stanowi znaczng cze$¢ pracy. Uswiadamiajac sobie zapewne ten brak
Autorka zamieszcza troche informacji ogélnych na temat MS/MS duzo dalej w tekscie w rozdziale
gdzie prezentowane sg rezultaty (str. 85), ale nie jest to wtasciwe miejsce. Zatem ta czes¢ wstepu,
zatytutowana , Application areas of MS in bioanalysis” nie spetnia swojego zadania, nie oddaje
obecnego stanu rzeczy. Podobnie, w nastgpnym rozdziale, poswieconym zastosowaniu MS do
mapowania epitopéw biatkowych metoda podstawowa ,epitope excision” jest jedynie
wymieniona, bez wyjasnienia na czym ona polega, wyjasnia sie jedynie jej wariant ,epitope
extraction” i nie jest jasne czym obie sie réznig. Oba sg dalej w pracy uzywane, tym bardziej czes¢
wstepu poswiecona ich prezentacji powinna je jasno prezentowac. Dopiero na str. 34 (w obrebie
rozdziatu ,rezultaty”) pojawia sie wyjasnienie rys 18,19 (brak zrédta).

Podczas prezentacji celu pracy wyrézniono cztery cele szczegétowe zrealizowane w pracy:
badanie procesu blokowania dimeryzacji cystatyny przez przeciwciato Cystl3, identyfikacja
epitopu hCC i jego paratopu w kontekscie przeciwciata Cyst13 oraz analiza strukturalna epitopu
hCC.

Sekcje ,rezultaty” zaczyna rozdziat poswigecony wtasnosciom cystatyny C, ktérego bardziej
wiasciwym miejscem wydaje sie cze$¢ wprowadzajgca, nie zawiera on bowiem prezentacji
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zadnych rezultatéw. Z kolei cze$¢ rezultatéw pomieszczono w rozdziale Materiaty i metody
(Tabele 15-17); jesli uznano te dane za dodatkowe to witasciwym dla nich miejscem bytaby
osobna sekcja typu ,Supplementary Material”. Motyw niewtfasciwe] lokalizacji elementéw tekstu
jest czesty w pracy.

Witasciwg sekcje rezultaty rozpoczyna prezentacja wynikéw badan wptywu obecnosci w
roztworze przeciwciat Cyst13 i IgG2b(k) na powstawanie dimeru hCC $ledzonych z zastosowaniem
zeli biatkowych. Z tekstu (str. 32) wynika, ze stosowano zele agarozowe, w podpisach pod
rysunkami 16, 17 nie podano ani jakiego typu s3 to zele, ani jak barwione, a w sekcji metodyczne;j
opisano tylko zele biatkowe PAGE, nalezatoby to doprecyzowa¢. Poza tym z tekstu nie wynika czy
to doswiadczenie czyms$ sie rézni w stosunku do juz opublikowanego przez innych rezultatu
podsumowanego na rys. 15? Czy to tylko ponowna weryfikacja, tej informacji brakuje. Dla oceny
tych rezultatéw przydataby sie densytometria, zwtaszcza rys 16 B. W obecnosci Cyst13 (ale nie
IgG2b) pojawiajg sie na zelach formy o masie wigkszej niz dimer, nalezatoby to skomentowaé. W
rezultacie Autorka potwierdzita obserwacje literaturowg o wptywie obecnosci dwu typdéw p-ciat
na spowolnienie dimeryzacji hCC, uwazanej za etap wstepny dalszej patogennej agregaciji.

Jako wstep do mapowania epitopu hCC testowano ztoze z immobilizowanym przeciwciatem,
mierzac w uzyciem MS, obecnos¢ czgsteczek biatka we frakcji ,wash” i frakcji elucyjnej. Poniewaz
elucja zaktada drastyczng zmiane pH, doswiadczenie zilustrowane na rys. 22 nie wyklucza
wigzania niespecyficznego ze ztozem. Czy wykonano kontrole negatywng wigzania do ztoza przed
immobilizacjg p-ciat? Podobng kontrole negatywng mozna bytoby rozwazyé przy witasciwych
eksperymentach mapowania epitopu, by¢ moze watpliwosci interpretacyjne wzmiankowane na
str 53,65 mozna bytoby wtedy rozstrzygnaé. Autorka zidentyfikowata obszar epitopowy uzywajac
dwu komplementarnych strategii ,wycinania/ekstrakcji” z identyfikacjg zwigzanych do p-ciat
peptydéw przez spektrometrie mas. Optymalizujgc warunki rozpuszczalnosci, denaturacji,
redukcji i blokowania cystein dla efektywnosci trawienia trypsyng ustalita na wstepie, ze
kompleks natywnego hCC z p-ciatem jest najlepszym punktem wyjécia do badarn. Nastepnie
analizowata zestawy peptydéw w frakcji zwigzanej do p-ciat immobilizowanych na ztozu powstate
w wyniku trawienia czterema proteazami, albo przed natozeniem na ztoze albo po rekonstytucji
kompleksu. Uzyskata spdjny dla obu podejs$¢ rezultat wskazujgcy jednoznacznie na obszar epitopu
ostaniany w kompleksie. Oddziatywanie dla jednego z kandydackich obszaréw potwierdzita z
zastosowaniem syntetycznych peptydéw, dokonata tez podstawowej charakterystyki
strukturalnej tych peptydéw. Alaninowa analiza skaningowa wzdtuz sekwencji peptydu wykazata
brak pozycji dominujgcych stata oddziatywania.
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Lokalizacja paratopu w obrebie sekwencji przeciwciata Cystl3 podobng metoda nie data
zadowalajacych rezultatéw ze wzgledu na stabilnos¢ proteolityczng wyizolowanych lekkich i
ciezkich taricuchéw przeciwciat. Wykonano zamiast tego szereg analiz MS sekwencji peptydéw
uzyskanych przez trawienie piecioma proteazami zdenaturowanych w zelu PAGE faricuchdéw p-
ciat. Dato to komplementarny zestaw peptyddéw i duze, prawie catkowite pokrycie sekwencji
biatek. Wiekszos¢ sekwencji peptydowych zidentyfikowano znajdujac je w istniejgcych bazach
danych, jedynie kilka wymagato analizy sekwencyjnej de novo. Interesujgce bytoby dowiedziec sie
z pracy jak wyszukiwano, spoéréd duzej prawdopodobnie ogdlnej liczby skanéw MS/MS, widma
kandydackie, ktére poddano takiej analizie i ile takich analiz wykonano zanim udato sie znaleZ¢
sekwencje z obszaru CDR? Najwazniejsze dla pracy przypisania sekwencji w obrebie CDR s3
zilustrowane widmami MS/MS, ktére pozwalajg pozytywnie oceni¢ jako$¢ dopasowania i
wiarygodnos¢ przypisania. Jednakze w przypadku przypisania pozostatych sekwencji peptydéw
znalezionych w bazach danych nie podano miary statystycznej uzytej do oceny wiarygodnosci
podanych przypisan, Autorka stwierdza jedynie ze zostaty przypisane z uzyciem odpowiedniego
programu, co nie jest wystarczajace. Programy przeszukarn baz danych, takie jak MASCOT, etc.
podajg zazwyczaj wszystkie przypisania, te o duzej wiarygodnosci i te o matej, bez oceny
wiarygodnosci przypisania nie mozna odrdzni¢ jednych od drugich. W kazdym programie takie
narzedzia oceny sg, Autorka o nich nie wspomina takze w czesci Metody (ta czes$¢ jest w kwestii
analizy danych bardzo lakoniczna) nie wiadomo zatem jakie przyjeto kryteria odrzucania
sekwencji przypisanych do niskiej jakosci widm. Nawet jezeli program nie proponuje takiej analizy
(jak na przyktad ProteinProspector), lub jej algorytm nie zostat przez producenta ujawniony (jak
np. MASCOT) mozna tatwo wykona¢ przeszukanie wzgledem zrandomizowanej bazy danych i
wyznaczy¢ rzeczywistg warto$¢ FDR dla danego dopasowania. Bez takiej analizy trudno ocenié
podane rezultaty dotyczace pokrycia catkowitej sekwencji przeciwciat.

Drobne uwagi:

Uzycie ,hydrophobic bonds” (str. 2) jest kontrowersyjne, nalezatoby to przettumaczy¢ jako
»wigzania hydrofobowe”, a takie nie istnieje. Zazwyczaj uzywa sie ,,hydrophobic interactions”, co
réwniez niezbyt dobrze oddaje istote efektu hydrofobowego. Kontrowersyjne jest réwniez
stwierdzenie, ze to wigzania wodorowe sg najwazniejszym typem wigzania niekowalencyjnego,
Autorka nie podaje tu zadnego argumentu.

Przy prezentacji danych z MALDI-MS nie podano szacowania spodziewanej doktadnosci pomiaru
masy dla uzytego spektrometru, w rezultatach w Tabeli 5 réznice miedzy wartoscig oczekiwang a
zmierzong zaczynajg by¢ duze (1.3 Da i 2.6 Da dla masy ok. 4 kDa).
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Tabela 7 podanych podaje sekwencje badanych peptydéw a nie wyniki eksperymentéw
powinowactwa, jak stwierdzono w tytule.

Na str. 58 - czy sprawdzono jaki jest status cystein, czy w 100 % tworzg one
wewnatrzczasteczkowy mostek dwusiarczkowy, a nie miedzyczasteczkowy, obserwowany w
krétszym peptydzie?

Wytknigete z obowigzku recenzenta niedostatki rozprawy nie zmieniajg faktu, ze mgr Anna
Sladewska uzyskata w toku studiéw doktorskich istotne rezultaty, ktére moga przyczyni¢ sie do
uzyskania w przysztosci nowego leku. Prawie wszystkie zatozone w pracy cele zostaty osiggniete, a
badania p. mgr Sladewskiej beda niewatpliwie kontynuowane przez jej nastepcéw. Praca spetnia
wymogi stawiane pracom doktorskim, co pozwala wnioskowaé¢ o dopuszczenie mgr Anny

prof. dr hab. Michat Dadlez

Sladewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



