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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Rafalik pt. ,Badanie oddzialywan
ludzkiej cystatyny C z monoklonalnym przeciwcialem HCC3”, napisanej pod kierunkiem
Pani dr hab. inz. Aleksandry S. Kolodziejczyk, prof. UG oraz promotora pomocniczego
dr Pauliny Czaplewskiej. Recenzja opracowana na zlecenie Rady Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego.

7, duzym zainteresowaniem zapoznalem si¢ z rozprawa doktorska Pani mgr Moniki
Rafalik pt. ,,Badanie oddzialywan ludzkiej cystatyny C z monoklonalnym przeciwciatlem
HCC3”. Praca zostala zrealizowana w Katedrze Chemii Biomedycznej Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem Pani dr hab. inz. Aleksandry S. Kotodziejczyk,
prof. UG oraz promotora pomocniczego dr Pauliny Czaplewskiej. Recenzowana praca stanowi
cze$é badan nad ludzkg cystatyng C, prowadzonych od wielu lat w Katedrze Chemii
Biomedycznej Uniwersytetu Gdanskiego, kierowane] przez dr hab. Sylwi¢ Rodziewicz-
Motowidlo, prof. UG. Praca byla finansowana ze $rodkdéw Narodowego Centrum Nauki (grant
Sonata Bis) oraz ze srodkéw na Badania Naukowe Stuzace Rozwojowi Mlodych Naukowcow

oraz Uczestnikow Studiéw Doktoranckich.

Cystatyna C jest biatkiem wstepujgcym w plynach ustrojowych czlowieka 1 waznym
inhibitorem proteaz cysteinowych, takich jak katepsyna B, H., L, S i papaina. Bialko to, obok
funkcji fizjologicznych zaangazowane jest w patologiczne procesy zachodzace w ludzkim
organizmie podczas ktorych dochodzi do dimeryzacji i tworzenia amyloidow. Sa one
bezposrednio zwigzane z wystepowaniem zaburzen neurodegeneracyjnych, m.in. choroby
Alzheimera oraz dziedzicznej amyloidowej angiopatii mézgowe] (HCCAA). Jednym ze
zwiazkow efektywnie hamujacych dimeryzacje hCC jest przeciwciato monoklonalne HCC3.
Dokladna charakterystyka kompleksu hCC-HCC3 oraz okreslenie miejsc wigzania moze
potencjalnie przyczyni¢ sie do opracowania skutecznej metody leczenia niektdrych chorob
cztowieka. Dobdr tematyki badawczej recenzowanej dysertacji uwazam zatem za tratny

1 uzasadniony.
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klasyczne opracowanie liczace 155 stron, zawierajace 70 rysunkow, 13 tabel, 1 wykres oraz 6
zalacznikdw umieszezonych na koficu pracy. Rozprawa podzielona jest na nastgpujace czgsci:
wprowadzenie, cel pracy, czesé eksperymentalna, oméwienie wynikdw, podsumowanie. Prace
uzupelnia wykaz skrétéw umieszczony na jej poczatku oraz zawarte na koncu dysertacji:
dorobek naukowy Doktorantki, spis rysunkéw, tabel i wykresow oraz bibliografia obejmujgca
199 pozycji. Jednakze, w pracy wystapil blad w numeracji rozdziatéw; rozdziaty ,,Omowienie
wynikéw” i ,Podsumowanie” sa oznaczone tym samym numerem (IV). Nalezy rowniez
zwrécié uwage na brak typowych dla tego typu pracy rozdziatow, tj. dyskusji wynikow oraz
wnioskéw. Doktorantka nie zawarla réwniez streszczenia pracy. Rozprawa doktorska
przygotowana jest jednak starannie i przejrzyscie. Posiada stosunkowo dobrze dopracowang

strone graficzng, w wigkszoscei klarowne ryciny, tabele i wykresy.

Wprowadzenie, zawarte na 37 stronach, stanowi bardzo obszerny i dokladny opis
podjetej tematyki. Napisany jest przejrzyscie i starannie pod wzgledem stylistycznym. W czesci
tej mozna znalez¢ jedynie kilka niewielkich bledéw literowych, jezykowych 1 stylistycznych
(np. strony 17, 18, 36, 37). W pierwszym podrozdziale Doktorantka szczegdlowo
charakteryzuje ludzka cystatyne C (jej strukture, funkcje, rozpowszechnienie w organizmie,
choroby zwiazane ze zmiang poziomu cystatyny C w organizmie, mechanizm dimeryzacji,
oligomeryzacji i agregacji hCC oraz czynniki ograniczajace jej dimeryzacje¢). Nastgpnie opisuje
przeciwciata (ich whasciwosci i funkcje pelnione w organizmie, budowe, biosynteze
i zastosowanic w medycynie). W ostatniej czesci wprowadzenia dokonuje opisu metod
identyfikacji miejsc wigzacych miedzy antygenem a przeciwcialem (wycinanie i ekstrakcja
epitopu oraz wycinanie paratopu, testy immunoenzymatyczne oraz wymiana wodor-deuter
polaczona ze spektrometrig mas). Do opiséw Doktorantka dofaczyta 26 rysunkow. Ta czes¢
pracy nie budzi zastrzezen Recenzenta. Swiadezy o bardzo dobrej znajomosei tematyki
badawcze] oraz umiejetnosei korzystania z pismiennictwa. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz duza
cze$é cytowanych prac zostata opublikowana ponad 10 lat temu. Ponadto cze$¢ rysunkow

zalgczonych do wprowadzenia moglaby by¢ lepszej jakoscei (np. rysunek 1, 14).

Cel pracy oraz krotka charakterystyke jej zatozen Doktorantka przedstawila na jednej

stronie maszynopisu. Podstawowym celem badan Pani mgr Moniki Rafalik byta
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charakterystyka kompleksu hCC-HCC3, ktorg Doktorantka postanowita zrealizowa¢ poprzez

wykonanie 6 zadan badawezych:

e identyfikacje epitopu w kompleksie metoda wycinania i ekstrakeji epitopu,

e sprawdzenie powinowactwa syntetycznych peptydéw otrzymanych w oparciu
o wyniki identyfikacji epitopu metoda wycinania 1 ekstrakcji za pomocg
chromatografii powinowactwa oraz testu immunoenzymatycznego,

e identyfikacje epitopu w kompleksie hCC-HCC3 metoda wymiany wodor- deuter
sprzezonej ze spektrometrig mas,

e charakterystyke przeciwciata HCC3 metodg spektrometrii mas,

e okreslenie struktury pierwszorzedowej przeciwciata HCC3,

e probe identyfikacji paratopu w kompleksie HCC3-hCC z wykorzystaniem
teoretycznego przewidywania Chothia i Kabata, metody wymiany woddr- deuter

sprzezonej ze spektrometrig mas 1 metody Parexprot.

Cel pracy oraz sposoby jego osiggnigcia zostal przedstawione prawidlowo. W tej czesci
zabrakto mi jednak bardziej szczegoétowe] charakterystyki zatozen pracy oraz chociazby

kroétkiej informacji na temat jej potencjalnego praktycznego znaczenia.

W kolejnym rozdziale, zatytutlowanym ,,Czes$¢ eksperymentalna™ Doktorantka z duzg
doktadnoscia opisuje zastosowane metody. W czescei tej znalazly sie bardzo szczegdtowe opisy
syntezy peptydow, wykorzystanych metod chromatograficznych, elektroforetycznych oraz
spektrometrycznych, a takze procedury otrzymywania ludzkiej cystatyny C 1 metod
stosowanych do charakterystyki przeciwcialta HCC3. Do tej czesci rowniez nie mam duzych
zastrzezen. Jednak uwazam, ze cennym uzupetnieniem tego rozdziatu bylby dokladniejszy opis
produkeji przeciwcial monoklonalnych. Opis ten wraz z podaniem charakterystyki komorek
produkujacych przeciwciala moglby by¢ waznym elementem interpretacji wynikow.
Chciatbym takze zwrocié uwage, ze podczas opisywania otrzymywania cystatyny C,
Doktorantka osad powstaly po wirowaniu, niefortunnie nazywa ,,pastylka”. Zdecydowanie
sugeruje uzywanie terminu ,,0sad komadrkowy™. Wartosciowa czescia tego rozdzialu pracy sa
precyzyjne schematy, np. schemat syntezy peptydu na nosniku statym czy schematyczne
przedstawienie wazniejszych etapow charakterystyki przeciwcialta HCC3. Ulatwiaja one

sledzenie kolejnych etapow pracy oraz technik doswiadczalnych.
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przeprowadzonych doswiadczeni. Wyniki sg przedstawione klarownie z podziatem na 4 czgsci:
otrzymywanie ludzkiej cystatyny C, charakterystyka przeciwciata HCC3, identyfikacja epitopu
w kompleksie hCC-HCC3 oraz proby identyfikacji paratopu HCC3. Duzym atutem tej czesci
pracy jest rowniez graficzna prezentacja wynikow. Wszystkie analizy zostaly zaplanowane i
wykonane prawidtowo. Wlasciwie dobrano metody badawcze. Podczas realizacji pracy
Doktorantka wykorzystata szereg metod in. synteze peptyddw na nosniku statym, spektrometrig
mas, elektroforeze SDS-PAGE i metody chromatograficzne. Dokonata réwniez izolacji 1
oczyszezania ludzkiej cystatyny C. Autorka zrealizowala postawione cele badawcze.
Dowiodla, ze oddziatywanie HCC3 nie zalezy bezposrednio od struktury przestrzennej, ale od
sekwencji wigzanego biatka. Dokonata takze charakterystyki przeciwciala HCC3 poprzez
okredlenie jego masy, jakosciowego i ilosciowego profilu oligosacharydéw oraz sekwencji.
Dzieki analizie z wykorzystaniem kilku metod badawczych zidentyfikowata epitop w
kompleksie hCC-HCC3. Okreslita rowniez paratop HCC3. Zwtaszcza czg$¢ pracy poswigcona
identyfikacji epitopu $wiadczy o duze] umiejetnosci poszukiwania kompleksowego
rozwigzania problemu badawczego na podstawie racjonalnego dobierania wlasciwych metod

eksperymentalnych.

W pracy zabraklo mi jednak wiasciwej dyskusji wynikdéw. Co prawda Doktorantka
podczas omawiania rezultatow dokonuje ich interpretacji, ale bardziej szeroka 1 szczegdtowa
dyskusja zdecydowanie podniostaby wartos¢ naukowa dysertacji. Jedynie w podrozdziale 3,
dotyczgcym identyfikacji epitopu w kompleksie hCC-HCC3 zostalo przedstawione
podsumowanie, w ktérym Doktorantka krytycznie poréwnuje rezultaty uzyskane roznymi
metodami, analizujac rozbieznosci w wynikach uzyskanych przy pomocy kazdej z nich.
Podobna analiza bylaby przydatna w pozostatych zadaniach badawczych. W ostatniej czesei
rozprawy Pani mgr Monika Rafalik dokonuje krotkiego podsumowania uzyskanych rezultatow.
Na koncu pracy warto by bylo rowniez przedstawi¢ ogdlne wnioski plyngce z analizy
otrzymanych wynikow, o co prosze Doktorantke w trakcie publicznej obrony pracy.

Czy Autorka widzi jakie$ mozliwosci praktycznego wykorzystania rezultatow swojej pracy?

Na uwage zastuguje stosunkowo wysoki dorobek naukowy Doktorantki. W jego sktad
wchodzg 2 publikacje oryginalne oraz 11 doniesien konferencyjnych (2 prezentacje ustne

i9 posterowych). Co wazne, wszystkie wystgpienia konferencyjne, zaréwno polskie

4
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i zagraniczne, sg zwigzane z tematyka recenzowanej pracy doktorskicj. Dodatkowo czesé
wynikéw niniejszej rozprawy doktorskiej zostata opublikowana w Jowrnal of Proteomics
(IF=3,722), a Pani mgr Monika Rafalik jest pierwszym autorem tej publikacji. Uczestniczyta
takze w realizacji projektéw naukowych, jak rowniez w dwoch kursach dotyczacych
proteomiki oraz spektrometrii mas. Ponadto w ramach programu Erasmus Doktorantka odbyta
trzymiesigezny staz naukowy na Wydziale Biochemii i Biofizyki Medycznej Instytutu
Karolinska, podczas ktorego wykonata czesé eksperymentow, ktorych wyniki zawarla w
niniejszej rozprawic (m.in. identyfikacja paratopu). Wszystko to $wiadczy o duzym

zaangazowaniu i aktywnosci naukowej Doktorantki.

Chciatbym zaznaczyé, ze w realizacje zadan badawczych, Autorka wlozyta ogromy
wktad pracy laboratoryjnej. Dowiodla, ze potrafi samodzielnie prowadzi¢ interesujgce badania
naukowe. Wykazata sie znaczna wiedzg teoretyczng i duzymi umiejetnosciami praktycznymi.
Ponadto rozprawa jest przygotowana starannie pod wzgledem edytorskim i stylistycznym.
W calej pracy mozna znalezé jedynie kilka bledow jezykowych, stylistycznych 1 tzw.
,Jiterowek™. Nie majg one jednak wptywu na ogélnie bardzo dobra oceng recenzowanej

dysertacji.

Podsumowujgc stwierdzam, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
Pani mgr Moniki Rafalik pt. ,Badanie oddzialywan ludzkiej cystatyny C
z monoklonalnym przeciwcialem HCC3” spelnia ustawowe oraz zwyczajowe wymagania
stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z tym wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Wydzialu
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Moniki Rafalik do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na wysoki poziom rozprawy oraz
przedstawione bardzo obszerne wyniki badan wnosze¢ do Wysokiej Rady Wydzialu

Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o wyroznienie pracy.
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