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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Martyny Pradzynskiej
“Charakterystyka molekularna kompleksu ludzkiej cystatyny C z
przeciwciatami”

Ludzka cystatyna C (HCC) jest niewielkim biatkiem, ktére reguluje aktywnosé proteaz
sulfhydrylowych (cysteinowych). Biatko to cechuje sie szeregiem innych wtaéciwosci, dlatego
od okoto 50 lat badana jest z wykorzystaniem szerokiego spektrum metod biochemicznych i
biofizycznych. Badania te skupiajg sie nad rozpoznaniem roli jaka HCC petni w procesach
amyloidogenezy oraz nad wykorzystaniem tego biatka jako markera istotnych proceséow
biochemicznych. Nalezy podkresli¢, ze takze od kilku dziesigecioleci liczna grupa badaczy z
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego zajmuje sie badaniami biochemicznymi i
strukturalnymi szerokiej grupy peptydowych inhibitoréw proteaz cysteinowych w tym ludzkiej
cystatyny C.

Warto takze dodac, ze ludzka cystatyna C, pomimo iz struktura jej formy natywnej oraz
serii mutantow zostata poznana, nadal stanowi atrakcyjny obiekt badan. Jak juz wczesniej
wspomniatem, w ostatnim okresie HCC wykorzystywana jest jako wazny marker dysfunkcji
nerek, indykator powaznych zaburzen filtracji ktebuszkowej, a w szczegdlnosci niedawno
zdefiniowanego przez Prof. Andersa Grubba z Uniwersytetu w Lund tzw. ,syndromu
kurczacych sie porow” (ang. shrunken pore syndrome). Charakterystyczng cechg tego biatka
jest tez jego labilno$¢ konformacyjna, ktdéra objawia sie podatnoscig HCC na dimeryzacje, aw
dalszych etapach takze oligomeryzacje poprzez mechanizm przestrzennego przerzutu domen
(ang. 3D domain swapping). Zjawisko to wigzane jest z predyspozycjami tego biatka do
tworzenia ztogéw amyloidowych. W zwigzku z tym prowadzone s3 intensywne badania
immunologiczne majace na celu opracowanie przeciwciat selektywnych wobec réznych form
oligomerycznych ludzkiej cystatyny C, ktére postuzy¢ moga do wigzania i selektywnego
usuwania oligomerow cystatyny C lub mogg takze stanowi¢ komponenty nanosysteméw do
ich detekcji. W szerszym kontekscie obejmujacym strategie poszukiwar potencjalnych lekow
choréb neurodegeneracyjnych, w tym réwniez amyloidozy typu islandzkiego, znalezienie
mozliwosci spowolnienia lub catkowitego zahamowania procesu dimeryzacji/oligomeryzacji



HCC z wykorzystaniem selektywnych wobec HCC monoklonalnych przeciwciat stanowi
najlepsza perspektywe.

Na tym tle, definiujgcym nieco role i znaczenie HCC, wybor tematyki badan mgr
Martyny Pradzynskiej w ramach jej pracy doktorskiej zatytutowanej ,Charakterystyka
molekularna kompleksu ludzkiej cystatyny C z przeciwciatami”, przygotowanej pod kierunkiem
Prof. UG dr hab. Sylwii Rodziewicz-Motowidto w Pracowni Chemii Medycznej Uniwersytetu
Gdanskiego jest moim zdaniem bardzo trafny i dobrze umotywowany.

Praca doktorska, ktorg otrzymatem do oceny zredagowana zostata w klasycznej formie
manuskryptu o objetosci 129 stron, z podziatem na szes¢ rozdziatéw. Rozprawa zilustrowana
zostata szescdziesiecioma rysunkami oraz siedemnastoma tabelami. W pierwszym rozdziale,
liczacym 38 stron, mgr Pradzynska przedstawita przeglad dotychczasowego stanu badan nad
ludzka cystatyng C i przeciwciatami oraz metodyka identyfikacji epitopdw. Rozdziat ten
Autorka podzielita na trzy logiczne czesci, z ktorych pierwsza obejmuje szczegdtowe
omowienie struktury i funkcji ludzkiej cystatyny C oraz specyficznych zdolnosci do agregaciji,
jakimi cechuje sie to biatko. W kolejnej czesci szeroko scharakteryzowata immunoglobuliny.
Pewien niedosyt budzi tu brak informacji na temat intensywnie badanej w ostatnich latach
grupy przeciwciat jakimi s charakterystyczne dla wielbtgdowatych zredukowane przeciwciata
(pozbawione taricuchéw lekkich), ktére wykorzystuje sie do produkcji zmodyfikowanych
nanoprzeciwciat typu nanobodies. Uktady te stanowig niezwykle atrakcyjne i stabilne
komponenty do wytwarzania nowych lekdw biologicznych. Trzecia cze$¢ tego rozdziatu
zawiera wyczerpujgce omowienie metodyki identyfikacji i izolacji epitopdow, ze szczegdlnym
naciskiem na metody zastosowane w pracy.

W drugim rozdziale dysertacji mgr Pragdzynska sformutowata ogdlny cel prowadzonych
badan, jako ,charakterystyke molekularng kompleksu ludzkiej cystatyny C z
autoprzeciwciatami oraz z monoklonalnym przeciwciatem Cyst10”. Tak sformutowany cel
pracy postanowita osiggng¢ z pomocy serii dobrze zaplanowanych i powigzanych ze sobg
eksperymentow biochemicznych oraz biofizycznych, ktére pozwole sobie w tym miejscu
bezposrednio zacytowac:

»- opracowanie protokotu izolacji naturalnie wystepujgcych autoprzeciwciat skierowanych
przeciwko ludzkiej cystatynie C z komercyjnej frakcji IgG;

- charakterystyka anty-hCC NAbs z wykorzystaniem elektroforezy dwuwymiarowej, sqczenia
molekularnego, wysokosprawnej chromatografii cieczowej i spektrometrii mas;

- identyfikacja epitopow dla anty-hCC NAbs metodq wycinania i ekstrakcji epitopu oraz
sprawdzenie powinowactwa wyznaczonych fragmentow za pomocq testow powinowactwa i
testow immunoenzymatycznych;

- identyfikacja epitopow dla anty-hCC NAbs metodq wymiany proton/deuteron potqczonej z
analizq za pomocq spektrometrii mas;

- zbadanie wplywu wyizolowanych autoprzeciwciat na proces dimeryzacji ludzkiej cystatyny C;
- charakterystyka przeciwciata Cyst10 z wykorzystaniem spektrometrii mas;

- wyznaczenie statej dysocjacji kompleksu hCC-Cyst10 metodq termoforezy mikroskalowej;



- identyfikacja epitopu dla przeciwciata Cyst10 metodq wycinania i ekstrakcji epitopu oraz
sprawdzenie powinowactwa wyznaczonych fragmentow za pomocq testow powinowactwa i
testow immunoenzymatycznych;

- identyfikacja epitopu dla przeciwciata Cyst10 metodg wymiany proton/deuteron potgczonej
z analizq za pomocq spektrometrii mas,

- porownanie oddziatywan ludzkiej cystatyny C z przeciwciatami Cyst10 i Cyst28 w celu
poznania mechanizmu hamowania dimeryzacji hCC przez przeciwciata.”

Trzeci rozdziat rozprawy, liczacy 15 stron i podzielony na 7 czesci, zawiera szczegotowa
metodyke prowadzonych eksperymentdw, poczawszy od ekspresji i oczyszczania probek HCC,
poprzez izolacje autoprzeciwciat oraz ich charakterystyke, identyfikacje epitopow,
skonczywszy na badaniach wptywu autoprzeciwciat na proces dimeryzacji HCC.

Rozdziat czwarty liczgcy 46 stron, obejmuje prezentacje i omowienie wynikéw badan,
zostat logicznie podzielony na dwie czesci. Pierwsza czes¢ obejmuje wyniki badan
autoprzeciwciat przeciw ludzkiej cystatynie C, druga wyniki badan oddziatywan HCC z
monoklonalnym przeciwciatem Cyst10. W pierwszej czesci na szczegdlng uwage zastuguja
metodyczne badania nad identyfikacjg epitopdw rozpoznawanych przez autoprzeciwciato
przeciw ludzkiej cystatynie. Pomimo, ze ostatecznie identyfikacja epitopow wykazata, ze
badane autoprzeciwciata stanowig najprawdopodobniej mieszanine  przeciwciat
poliklonalnych, ktore wigzg rdine epitopy. Zgadzam sie z zaproponowang przez mgr
Pradzynskg interpretacjg, ze brak zbieznosci-wynikow uzyskanych metodg HDX-MS i testow
immunoenzymatycznych zwigzany moze by¢ z rdznicg ruchliwosci analizowanych biatek. W
drugiej czesci dotyczgcej charakterystyki przeciwciata Cyst10, wartym podkreslenia jest
analiza statej dysocjacji kompleksu Cyst10 z ludzkg cystatyng C.

W rozdziale pigtym mgr Pradzyriska zawarta podsumowanie uzyskanych wynikdw oraz
porownanie epitopow dla przeciwciat Cyst10 i Cyst28 zidentyfikowanych dwoma metodami
(metodg wycinania/ekstrakcji oraz metoda HDX-MS). Podsumowanie konczy fragment
zawierajgcy krétki opis dorobku naukowego doktorantki. Warto odnotowac, ze autorka
opublikowata wyniki swoich badan w postaci czterech prac w czasopismach indeksowanych w
bazie Web of Science, a w trzech z nich jest pierwszym autorem.

Ostatni rozdziat zawiera spis zacytowanych w pracy odnosnikow literaturowych, ktory
obejmuje 137 pozycji. Prace zamyka krotki, dwustronicowy aneks, w ktérym zawarte zostaty
wyniki identyfikacji epitopu za pomocg wymiany proton/deuteron.

Ocena strony merytorycznej pracy.

Tematyka badan wybrana zostata bardzo trafnie. Obiekty badan nie nalezaty do
tatwych, warto wiec podkresli¢, ze Doktorantka dobrze przemyslata i zaplanowata wszystkie
eksperymenty. Do identyfikacji i analizy epitopdw rozpoznawanych przez autoprzeciwciata
antyHCC zastosowata szereg metod, zaréwno teoretycznych (przewidywanie epitopdw) jak i
biochemicznych. Pomimo, ze nie udato sie dla tych autoprzeciwciat okresli¢ jednego lub kilku



epitopow, zastosowana przez mgr Pradzyrnska metodyka ich identyfikacji nie budzi moich
zastrzezen. Z refleksjg podeszta do rozbieznosci w wynikach identyfikacji epitopu z pomoca
metod biochemicznych i wymiany proton/deuteron. lzolaty autoprzeciwciat z mieszaniny
immunoglobulin G z surowicy zdrowych ludzi majg niewatpliwie charakter poliklonalny.
Przemawia za tym posrednio takze dos$¢ szerokie spektrum zidentyfikowanych przez
Doktorantke glikanow. Zbyt pobiezne jest moim zdaniem stwierdzenie, zawarte na stronie 98,
ze autoprzeciwciato w poczgtkowej fazie eksperymentu, ktory miat okreslic wptyw
autoprzeciwciat na proces dimeryzacji ludzkiej cystatyny, przyspiesza dimeryzacje HCC, a
nastepnie juz nie dziata w ten sam sposéb. W trakcie publicznej obrony warto bytoby rozwinagé
ten temat. Czy warunki eksperymentu mogty mie¢ wptyw na taki wynik? Docenic nalezy tez
kompleksowqa analize epitopu oraz wtasciwosci kompleksu z HCC, przeprowadzong dla
komercyjnego przeciwciata Cyst10. Jedyna krytyczna uwaga lub raczej sugestia dotyczaca
dalszych badan, ktéra mi sie nasuneta podczas lektury czesci eksperymentalnej manuskryptu
to fakt, ze oprocz pordwnania z Cyst28 warto bytoby tez poréwnac selektywnos¢ z
przeciwciatami selektywnymi wobec kowalencyjnie stabilizowanych form ludzkiej cystatyny C
otrzymanymi w grupie profesora Andersa Grubba. Tym bardziej, ze zespot Prof. Rodziewicz-
Motowidto od wielu lat wspotpracuje z kolegami z Lund i uzyskanie tych przeciwciat do badan
porownawczych nie powinno stanowic problemu.

Przechodzgc natomiast do oceny realizacji postawionego na wstepie przez mgr
Pradzynska celu pracy, w mojej ocenie udato sie jej go w zrealizowaé. Do najwazniejszych
wynikow uzyskanych przez Autorke zaliczam:,

e potwierdzenie poliklonalnosci autoprzeciwciata antyHCC,

e identyfikacje glikanéw w wyizolowanych autoprzeciwciatach dla podklas 1gG1
oraz 1gG2/3,

e okreslenie wtasciwosci kompleksu z HCC z przeciwciatem Cyst10,

e identyfikacja potencjalnego epitopu dla Cyst10.

Uwagi krytyczne

Pomimo wysokiej wartosci pracy mgr Pragdzynska podczas redakcji manuskryptu nie
ustrzegta sie pewnych niescistosci, ktore z obowigzku recenzenta jestem zobligowany
przedstawic.

Strona 52 - Autorka w podrozdziale dotyczacym oczyszczania cystatyny C stosuje
niejednolita konwencje opisu stosowanych kolumn chromatograficznych. W pierwszym
zdaniu opisu podaje tylko nazwe ztoza stosowanego do chromatografii jonowymiennej, brak
parametrow kolumny. Natomiast juz w dalszej czesci, w opisie sgczenia molekularnego, oprécz
ztoza podaje tez szczegotowe parametry kolumny (SuperdexTM 75 10/300 GL). Podobna
sytuacja pojawia sie na kolejnej stronie, gdzie brak szczegétowych informacji na temat
mikrokolumny (Mobitec).

Autorka wtgczyta do manuskryptu kilka rysunkow z opisami w jezyku angielskim. Moim
zdaniem opisy te powinny zostac przettumaczone. Catos¢ pracy jest w jezyku polskim, wiec
konwencja ta winna dotyczy¢ takze rysunkow. Niniejsza uwaga dotyczy miedzy innymi
rysunkow: 34 (str. 75), 47 (str. 95), 50 (str. 100), 52 (str. 103) oraz 59 na stronie 111.



Strony 128-129. Wykresy ilustrujagce eksperymenty wymiany proton/deuteron
potagczonej ze spektrometrig mas zawarte w zataczniku do pracy s3 w mojej ocenie mato
czytelne. Rozumiem, ze autorka chciata przedstawic¢ wyniki w skondensowanej formie, jednak
powiekszenie wykreséw o okoto 100% zwiekszytoby objetos¢ o 2-3 strony, a wykresy bytyby
bardziej czytelne.

Ocena strony edytorskiej rozprawy

Praca napisana jest dobrym jezykiem i zostata bogato zilustrowana rysunkami i
diagramami. Warto podkresli¢, ze uzyskane wyniki zostaty przedstawione starannie, zaréwno
od strony graficznej jak i redakcyjnej. Szczegodlnie uzyteczne w interpretacji wynikow sg rysunki
przedstawiajace lokalizacje epitopow w obrebie struktury przestrzennej HCC. Przedstawione
wczesniej uwagi krytyczne dotyczace prezentacji danych nie umniejszaja ogoélnego dobrego
odbioru pracy. Warto tez podkresli¢, ze Autorka dobrze przeprowadzita korekte manuskryptu,
wiec btedy edytorskie (literowki) pojawiajg sie stosunkowo rzadko.

Podsumowanie

W mojej ocenie podjeta przez mgr Pradzynska tematyka badawcza obejmujgca
charakterystyke oddziatywan ludzkiej cystatyny C z przeciwciatami jest w perspektywie
potencjalnych zastosowan biomedycznych wazna i aktualna. Autorka w petni zrealizowata
zatozone cele badawcze. W mojej ocenie prezentacja uzyskanych wynikéw jest jasna i nie
budzi moich watpliwosci. Wyniki, nawet te negatywne, zostaty wyczerpujgco omodwione i
przedyskutowane. Wartym podkreslenia jest tez fakt, ze wyniki opublikowane zostaty takze w
trzech pracach w uznanym czasopismie naukowym (Amino Acids).

Pomimo przedstawionych wczesniej uwag krytycznych uwazam, ze praca jest na
wysokim poziomie naukowym. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w dobrych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, a w pracach tych mgr Pradzynska jest pierwszym
autorem (lub posiada wktad rownowazny z pierwszym autorem). Biorgc takze pod uwage
szczegotowe wymagania dotyczace wyrdznien prac doktorskich na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego stwierdzam, ze w mojej ocenie mozna uznac prace za wyrdézniajaca.

Reasumujac, praca doktorska mgr Martyny Pradzynskiej spetnia zarowno zwyczajowe
jak i formalne wymagania stawiane kandydatom do stopnia naukowego doktora zawarte w
Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm. Dz. U. z 2005 r. nr 164, poz. 1365). Wobec powyzszego, wnosze
do Rady Naukowej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego wniosek o dopuszczenie mgr
Martyny Pradzynskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



