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P. Juszczyk, AS. Kotodziejczyk, Z. Grzonka (2005) Circular dichroism and
aggregation studies of amyloid beta (11-28) fragment and its variants. Acta
Biochimica Polonica. (IFyg04 = 1.032, IF3_etni = 0.754, Punkty MNiSW 15, Lc = 14)

Indywidualny wklad w powstanie tej pracy szacuje na 50%: jestem pierwszym
autorem manuskryptu, przeprowadzilam wszystkie eksperymenty prezentowane
w pracy, bralam udzial w analizie danych, przygotowalam wszystkie tabele i
rysunki oraz bratam udzial w przygotowaniu tekstu manuskryptu.

Sumaryczny IF publikacji, wchodzacych w sktad pracy doktorskiej = 1.032
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Sumaryczna wartos$¢ punktow MNiSW publikacji pracy doktorskiej = 15

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:
2016 - obecnie Nauczyciel akademicki (adiunkt), Laboratorium Spektrometrii
Mas, Zespot Laboratoridow Specjalistycznych,



Miedzyuczelniany  Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet
Gdanski i Gdanski Uniwersytet Medyczny

Staz podoktorski (Post-doc), specjalista w zakresie
spektrometrii mas w ramach projektu miedzynarodowego FP
7 REGPOT "MOBI4Health-Centre of Molecular Biotechnology
for healthy life and environment" Laboratorium Spektrometrii
Mas, Zespot Laboratoridow Specjalistycznych,
Miedzyuczelniany  Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet
Gdanski i Gdanski Uniwersytet Medyczny

2013-2016

Nauczyciel akademicki (adiunkt), Katedra  Chemii
Biomedycznej, Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski

2007-2013

Staz podoktorski (Post-doc) w Laboratory of Analytical
Chemistry and Biopolymer Structure Analysis, University of
Konstanz - Department of Chemistry, Niemcy

2006-2007

Staz podoktorski (Post-doc) w Department of Molecular
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6. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) Tytut osiggniecia naukowego:

Mapowanie oddziatywan ludzkiej cystatyny C z biologicznie aktywnymi ligandami

Osiggniecie naukowe (cykl monotematyczny) obejmuje cykl dziesieciu prac
eksperymentalnych, zebranych pod wspélnym tytutem jak przedstawiono w Punkcie
6a. (* - oznacza autora korespondencyjnego)

Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego:

Wartos¢ IF pobrana ze strony Web of Science (WoS), przy braku IF dla danego roku,
podano wartos¢ IF roku poprzedniego, Punkty Ministerialne zgodnie z Wykazem
Czasopism Punktowanych MINISW obowiqzujqcych dla danego roku publikacji, liczba
cytowan (L.) zgodnie z bazq danych Web of Science Core Collection)

1. M. Rafalik, M. Spodzieja, A.S. Kofodziejczyk, S. Rodziewicz-Motowidto,
A. Szymanska, A. Grubb, P. Czaplewska* (2018) The identification of discontinuous
epitope in the human cystatin C — monoclonal antibody hCC3 complex. Journal of
Proteomics, (DOI: doi.org/10.1016/j.jprot.2018.04.020), praca w druku
IF3017 3.914, IF5 jetni = 3.926, Punkty MNiSW =35,L.=0
Indywidualny wktad w powstanie tej pracy szacuje na 40%: jestem autorem
korespondencyjnym manuskryptu, miatam wiodqcy udziat w planowaniu wszystkich



doswiadczenn i analizie wszystkich otrzymanych wynikdéw, przeprowadzitam
rejestracje wszystkich widm MALDI TOF dla analizowanych probek, napisatam
manuskrypt, przygotowatam i opracowatam ryciny i tabele oraz przygotowatam
prace do druku. Ponadto zapewnitam finansowanie badarn z wtasnego projektu
badawczego.

M. Spodzieja, K. Kalejta, A.S. Kotodziejczyk, M. Maszota-Zieleniak, S. Rodziewicz-
Motowidto, W. Zmudzinska, P. Czaplewska* (2017) Characteristics of C-terminal, 8-
amyloid peptide binding fragment of neuroprotective protease inhibitor, cystatin
C. Journal of Molecular Recognition, 30(2): 1-13 (DOI 10.1002/jmr.2581)

IF015 = 2.091, IFs etni = 2.051, Punkty MNiSW =20, L. =2

Indywidualny wktad w powstanie tej pracy szacuje na 35%: jestem autorem
korespondencyjnym manuskryptu, miatam wiodqcy udziat w planowaniu wszystkich
doswiadczern i analizie wszystkich otrzymanych wynikdw, przeprowadzitam
rejestracje wszystkich widm masowych dla analizowanych prébek, napisatam
manuskrypt, przygotowatam i opracowatam ryciny i tabele oraz przygotowatam
prace do druku. Ponadto zapewnitam finansowanie badan z wtasnego projektu
badawczego.

M. Pradzinska, |. Behrendt, J. Astorga-Wells, A. Manoilov, R. Zubarev, A.S.
Kotodziejczyk, S. Rodziewicz-Motowidio, P_Czaplewska* (2016) Application of
amide hydrogen/deuterium exchange mass spectrometry for epitope mapping in
human cystatin C. Amino Acids, 48(12): 2809-2820, (DOI: 10.1007/s00726-016-
2316-y)

IF2015 3.29, IF5 etni = 3.241, Punkty MNiSW 30, L. =6

Indywidualny wktad w powstanie tej pracy szacuje na 40%: jestem autorem
korespondencyjnym manuskryptu, miatam wiodqcy udziat w analizie wszystkich
otrzymanych wynikéw, napisatam manuskrypt, przygotowatam i opracowatam
ryciny i tabele oraz przygotowatam prace do druku. Ponadto zapewnitam
finansowanie badan z wtasnego projektu badawczego.

M. Pradzinska, |. Behrendt, M. Spodzieja, A.S. Kotodziejczyk, S. Rodziewicz-
Motowidto, A. Szymanska, S.L. Lundstrém, R.A. Zubarev, K. Macur, P. Czaplewska*
(2016) Isolation and characterization of autoantibodies against human cystatin C.
Amino Acids, 48(11): 2501-2518, (DOI 10.1007/s00726-016-2271-7)

IF3015 3.29, IFs5 jetni = 3.241, Punkty MINiSW 30, Lc=1

Indywidualny wktad w powstanie tej pracy szacuje na 40%: jestem autorem
korespondencyjnym manuskryptu, miatam wiodqcy udziat w planowaniu wszystkich
doswiadczern i analizie wszystkich otrzymanych wynikéw, przeprowadzitam
rejestracje wszystkich widm masowych dla analizowanych probek, napisatam
manuskrypt, przygotowatam i opracowatam ryciny i tabele oraz przygotowatam
prace do druku. Ponadto zapewnitam finansowanie badarn z wtasnego projektu
badawczego.

I. Behrendt, M. Pradzinska, M. Spodzieja, A.S. Kotodziejczyk, S. Rodziewicz-
Motowidto, A. Szymanska, P. Czaplewska* (2016) Epitope location for two
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monoclonal antibodies against human cystatin C, representing opposite
aggregation inhibitory properties. Amino Acids, 48(7): 1717-1729, (DOl
10.1007/s00726-016-2242-z)

IF2015 3.29, IFs.jetni = 3.241, Punkty MNiSW,q;6 30, Lc = 2)

Indywidualny wktad w powstanie tej pracy szacuje na 40%: jestem autorem
korespondencyjnym, miatam wiodqcy udziat w planowaniu wszystkich doswiadczen
i analizie wszystkich otrzymanych wynikdw, przeprowadzitam rejestracje wszystkich
widm masowych dla analizowanych probek, napisatam  manuskrypt,
przygotowatam i opracowatam ryciny i tabele oraz przygotowatam prace do druku.
Ponadto zapewnitam finansowanie badar z wtasnego projektu badawczego.

M. Maszota, N. Karska, M. Spodzieja, J. Ciarkowski, A.S. Kolodziejczyk,
S. Rodziewicz-Motowidlo, P. Czaplewska* (2015) Structural studies of the C-
terminal 19-peptide of serum amyloid A and its Pro -> Ala variants interacting with
human cystatin C. Journal of Molecular Recognition, 28(7), 413-426; (DOI:
10.1002/jmr.2457) (IF3014 2.091, IFs jetni = 2.051, Punkty MNiSW 20, Lc = 1)
Indywidualny wktad w powstanie tej pracy szacuje na 30%: jestem autorem
korespondencyjnym manuskryptu, miatam wiodgqcy udziat w planowaniu wszystkich
doswiadczen i analizie wszystkich otrzymanych wynikéw, napisatam manuskrypt
oraz przygotowatam prace do druku. Ponadto zapewnitam finansowanie badan
Z wtasnego projektu badawczego.

M. Spodzieja, M. Rafalik, A. Szymanska, A.S. Kotodziejczyk, P. Czaplewska*. (2013)
Interaction of serum amyloid A with human cystatin C — assessment of amino acid
residues crucial for hCC-SAA formation (part Il). Journal of Molecular Recognition,
26(9): 415-425, (DOI: 10.1002/jmr.2283)

IF2012=3.31, IF5 jetni = 2.051 Punkty MNiSW 20, Lc = 8

Indywidualny wktad w powstanie tej pracy szacuje na 40%: jestem autorem
korespondencyjnym manuskryptu, miatam wiodgcy udziat w planowaniu wszystkich
doswiadczenn i analizie wszystkich otrzymanych wynikdw, przeprowadzitam
rejestracje wszystkich widm masowych dla analizowanych probek, napisatam
manuskrypt, przygotowatam i opracowatam ryciny i tabele oraz przygotowatam
prace do druku. Ponadto zapewnitam finansowanie badarn z wtasnego projektu
badawczego.

M. Spodzieja, A. Szymanska, A. Kofodziejczyk, M. Pradzinska, M. Maszota,
P. Stefanowicz, Z. Szewczuk, A. Grubb, P. Czaplewska*. (2012) Interaction of serum
amyloid A with human cystatin C—identification of binding sites. Journal of
Molecular Recognition, 25(10):513-524, (DOI: 10.1002/jmr.2220)

IF011=3.31 IF5 jetni = 2.051, Punkty MINiSW 20, Lc =9

Indywidualny wktad w powstanie tej pracy szacuje na 40%: jestem autorem
korespondencyjnym manuskryptu, miatam wiodqcy udziat w planowaniu wszystkich
doswiadczenn i analizie wszystkich otrzymanych wynikdw, przeprowadzitam
rejestracje wszystkich widm masowych dla analizowanych probek, napisatam
manuskrypt, przygotowatam i opracowatam ryciny i tabele oraz przygotowatam
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10.

prace do druku. Ponadto zapewnitam finansowanie badan z wtasnego projektu
badawczego.

A. Sladewska, A. Szymanska, M. Kordalska, A. Lewandowska, A.S. Kotodziejczyk,
A. Grubb, G. Paraschiv, M. Przybylski, P. Czaplewska* (2011) Identification of the
epitope for anti-cystatin C antibodies (Cyst-13). Journal of Molecular Recognition,
24(4):687-99, (DOI: 10.1002/jmr.1100)

IF011=2.286, IFs5.jetni = 2.051, Punkty MNiSW 20, Lc = 13

Indywidualny wktad w powstanie tej pracy szacuje na 40%: jestem
korespondencyjnym autorem manuskryptu, miatam wiodqcy udziat w planowaniu
wszystkich doswiadczen i analizie wszystkich otrzymanych wynikdw, wykonatam
wszystkie pomiary widm masowych, napisatam manuskrypt, przygotowatam
i opracowatam ryciny i tabele oraz przygotowatam prace do druku. Ponadto
zapewnitam finansowanie badan z wtasnego projektu.

P. Juszczyk, G. Paraschiv, A. Szymanska, A.S. Kolodziejczyk, S. Rodziewicz-
Motowidlo, Z. Grzonka, M. Przybylski*. (2009) Binding epitopes and interaction
structure of the neuroprotective protease inhibitor cystatin C with beta-amyloid
revealed by proteolytic excision mass spectrometry and molecular docking
simulation. Journal of Medicinal Chemistry, 52(8): 2420-2428, (DOI
10.1021/jm801115¢)

IF 2008 = 4.898, IF5 etni = 5.896, Punkty MNiSW 45, Lc = 28

Indywidualny wktad w powstanie tej pracy szacuje na 40%: jestem pierwszym
autorem manuskryptu, miatam wiodqcy udziat w planowaniu wszystkich
doswiadczen i analizie wszystkich otrzymanych wynikdw, wykonatam nastepujgce
eksperymenty laboratoryjne: oznaczanie miejsc wigzania cystatyny C i peptydu beta
amyloidowego z wykorzystaniem wycinania i ekstrakcji epitopu w oparciu o analize
widm masowych, testy powinowactwa z wykorzystaniem kolumn i techniki ELISA,
zsyntetyzowatam czesc peptydow prezentowanych w pracy, napisatam manuskrypt,
przygotowatam i opracowatam ryciny i tabele.

Sumaryczny IF publikacji, wchodzacych w sktad cyklu monotematycznego = 31.770

Sumaryczny IFs_ e publikacji, wchodzgcych w sktad cyklu monotematycznego = 29.800

Sumaryczna wartos$¢ punktow MNISW publikacji cyklu monotematycznego = 270

b)

Omowienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i otrzymanych wynikéow
wraz z omoéwieniem ich potencjalnego wykorzystania:
1. Wstep

Oddziatywania biatko-biatko, jak i peptyd-biatko s3 w organizmach zywych podstawg

wiekszosci proceséw fizjologicznych. Lezg one réwniez u podstaw wielu proceséw

patologicznych, ktére, jak np. choroby neurodegeneracyjne, stanowig narastajgcy

problem w wysokorozwinietych i starzejgcych sie spoteczenstwach. Badania naukowe
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skupiajagce sie na zgtebieniu molekularnych mechanizméw tworzenia kompleksow
biatkowych oraz poznanie czynnikéw wptywajgcych na ich stabilno$¢ pozwalajg na
coraz lepsze rozumienie dynamiki tych uktadéw. Otwiera to droge do wykorzystania
ligandéw czy fragmentéw peptydowych do kontroli zaréwno procesow fizjologicznych,
jak i patologicznych, zachodzacych w naszym organizmie. Celem prowadzonych przeze
mnie badan byta identyfikacja fragmentdéw ludzkiej cystatyny C, ktdre istotne s3g dla
oddziatywania z peptydami i biatkami.

Ludzka cystatyna C (hCC, Rysunek 1 A) jest niewielkim biatkiem (120 Aa), ktére
wzbudza state zainteresowanie naukowcéw. Przede wszystkim ze wzgledu na gtéwna
role jaka petni, czyli regulowanie aktywnosci proteaz cysteinowych®. Jako powszechnie
wystepujgcy w ludzkim organizmie inhibitor, hCC moze wptywac zaréwno na procesy
wewnatrzkomérkowe, takie jak apoptoza czy prezentacja antygenu, jak
i zewnatrzkomérkowe, do ktérych zaliczy¢é mozna m.in. miazdzyce tetnic, przerzuty
nowotworéw oraz inwazje patogenéw’. Coraz czeiciej wzmiankowane jest
zaangazowanie cystatyny w procesy niezalezne od jej wtasciwosci inhibicyjnych. W tym
przypadku gtownie wymienia sie role modulatorowg cystatyny C zwigzang Sscisle
z oddziatywaniem z innymi biatkami: np. modulowanie aktywnosci receptora
transformujgcego czynnika wzrostu beta (TGF-B)3; blokowanie Sciezek sygnatowych
w komérkach zdrowych i nowotworowych 4 wpltyw na nadprodukcje biatek np.
promotora kwasnego biatka witdékienkowego GFAP w hodowlach komoérek
nerwowych)s; udziat w procesie amyloidogenezy (hCC, a w szczegdlnosci jej naturalnie
wystepujgcy wariant L68Q, jako gtowny czynnik patologiczny w dziedzicznej
amyloidowej angiopatii mézgowej HCCAA)® czy funkcje neuroochronna zwiazana
z hamowaniem agregacji amyloidu beta (AB)7; ochrong komérek nerwowych przed
toksycznoscia amyloidéw oraz zwiekszeniem przezywalnosci komérek nerwowych
w hodowlach w obecnosci oligomerycznych czy fibrylarnych form A[38.

Dzieki obecnosci wewnatrz- i zewnatrzkomérkowej hCC ma mozliwosé oddziatywania
z wieloma biatkami, przez co moze wptywaé na rdzne sciezki sygnatowe, a poprzez
oddziatywanie z elementami komdrek - na ich funkcje biologiczne. Cystatyna C stanowi
tez doskonaty punkt wyjscia do projektowania nowych zwigzkéw, ktére swoja
aktywnos¢ zawdzieczajag miejscom wigzacym hCC z innymi biatkami. W ten sposéb
udato sie do tej pory, w oparciu o strukture miejsca aktywnego w stosunku do proteaz
cysteinowych oraz N-koniec hCC, zaproponowaé zaréwno nowe inhibitory, jak
i peptydomimetyki o silnym dziataniu antybakteryjnym i antywirusowym®'*, ktére
wkrotce zostang wprowadzone na rynek.
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Rysunek 1 Pierwszo-, drugo-, i trzeciorzedowa struktura ludzkiej cystatyny C.

a) sekwencja aminokwasowa z zaznaczonymi elementami struktury drugorzedowej, na
niebiesko oznaczono fragment niewidoczny w strukturze krystalicznej, na czerwono strukture
a-helisy, na zielono struktury [kartek; b) kurza cystatyna C (PDB 1CEW), L1 petla 1, L2 petla 2;
AS fragment nazywany Appendix Structure; c) dimer cystatyny C przedstawiony w dwdch
orientacjach’.

Ludzka cystatyna C i peptyd beta amyloidowy (A()
W odréznieniu od endemicznego charakteru amyloidozy zwigzanej z agregacja

cystatyny C, choroba Alzheimera (AD), zwigzana z agregacja peptydu 3 amyloidowego
(AB), jest coraz czesciej uznawana za chorobe cywilizacyjna. Z roku na rok przybywa
0sOb starszych cierpigcych z powodu postepujacych probleméw z pamiecia
powigzanych ze sporadyczng lub dziedziczng forma tej choroby, co zdecydowanie
zmienia jako$¢ zycia tak chorych jak i ich otoczenia.

Gtéwnym sktadnikiem powstajacych w procesie neurodegeneracyjnym ztogéw
amyloidowych jest peptyd AP zbudowany z 39 do 42 reszt aminokwasowych, ktére
powstaja na skutek niewtasciwej obrébki enzymatycznej biatka prekursorowego [
amyloidu (APP) w czasie jego szlaku komérkowego™. W wyniku dziatania - ivy-sekretaz
z APP uwalniane sg podatne na agregacje peptydy, z ktérych forma 42-aminokwasowa
agreguje najszybciej. Mimo iz wiele grup badawczych zajmuje sie badaniem
mechanizmu agregacji AP, wcigz nie ma konsensusu co do mechanizmu tworzenia
ptytek amyloidowych czy stopnia toksycznosci form oligomerycznych peptydu®™***.
Wiadomo natomiast, ze oprécz gtéwnego sktadnika ztogow, czyli peptydu AB,
w tworzonych agregatach mozna zidentyfikowac¢ wiele innych biatek. Ich obecnosc
moze byc¢ zaréwno przypadkowq kodepozycja, jak i by¢ spowodowana specyficznymi
oddziatywaniami peptydu AP lub jego form oligomerycznych z innymi biatkami. .
Oddziatywania takie moga prowadzi¢ do obnizenia stezenia peptydu AB w celu
ochrony organizmu przed patologicznym procesem™®. Wéréd biatek zidentyfikowanych
w ztogach mozna wyrdznié: apolipoproteine E, klasteryne, transtyretyne, gelsoline
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i ludzka cystatyne c'’®

na jej wptyw na modulacje aktywnosci neuropeptydéw i proliferacje neurytéow

. Szczegodlnie interesujace jest wystepowanie hCC, ze wzgledu
19,20
Wystepowanie cystatyny w ztogach potwierdzono w naczyniach krwionosnych i tkance
mozgowej 0séb cierpigcych na AD. Rola biologiczna i mechanizm oddziatywania miedzy
cystatyng i peptydem AP pozostajg nadal nieznane. W celu okreslenia roli jakqg hCC
moze petni¢ w procesie agregacji peptydu beta amyloidowego i hamowaniu jego
agregacji w swojej pracy naukowej zajetam sie okresleniem miejsc odpowiedzialnych
za tworzenie kompleksu biatko-peptyd i okresleniem wplywu zidentyfikowanych
sekwencji na ich agregacje.

Ludzka cystatyna i biatko amyloidowe A (SAA)

Wykazano, iz cystatyna C moze tworzyé kompleks z biatkami ostrej fazy i surowiczym
biatkiem amyloidu A (SAA)*.. Naturalnie wystepujace biatko SAA jest odpowiedzialne
za odktadanie sie nierozpuszczalnych fibryli amyloidowych (AA), charakterystycznych
dla reumatoidalnego zapalenia stawdéw (RA). Ten chroniczny stan zapalny prowadzi do
niszczenia kosci konczacego sie powaznymi zaburzeniami organu ruchu. W efekcie
tworzenia kompleksu SAA-hCC zmianie ulega funkcja SAA, nie obserwuje sie natomiast
wptywu na fizjologiczng funkcje hcc? Oddziatywanie miedzy wymienionymi biatkami
powoduje utrate zdolnosci SAA do indukowania produkcji cytokin pro-zapalnych®.
Poniewaz tworzenie tego kompleksu biatkowego nie wptywa na funkcje inhibicyjng
cystatyny C, mozna przypuszczac, ze miejsce wigzania sie amyloidu A jest rézne od
miejsca wigzgcego proteazy cysteinowe. Zewnatrzkomérkowe odktadanie sie amyloidu
A powoduje ciezkie komplikacje w przebiegu RA, a poznanie miejsc wigzacych
kompleksu SAA-hCC moze pomdc w rozwigzaniu probleméw pacjentéw z chorobg
reumatoidalng. Nie zbadano do tej pory wptywu wigzania sie SAA do hCC na proces
dimeryzacji i oligomeryzacji cystatyny. W swojej pracy zajetam sie oznaczeniem miejsc
wigzania sie obu biatek, a takze sprawdzeniem czy fragment amyloidu A zawierajqgcy
sekwencje wigzqgcq moze wptywac na proces dimeryzacji i oligomeryzacji ludzkiej
cystatyny C.

Ludzka cystatyna C i przeciwciata

Obecnie, ze wzgledu na wzrastajgca mobilno$¢ ludzi i zacieranie sie granic
panstwowych, nie mozna bagatelizowa¢ endemicznych choréb neurodegeneracyjnych.
Przyktadem takiego schorzenia jest dziedziczna amyloidowa angiopatia mdzgowa typu
Islandzkiego, ktdrej przyczyng jest wystepowanie punktowej mutacji L68Q w ludzkiej
cystatynie C*. Poczatkowo mutacja ta byta charakterystyczna dla populacji Islandii,
obecnie wystepuje w krajach skandynawskich, ale nie mozna wykluczy¢ czestszego
wystepowania na catym $wiecie®. Amyloidoza ta zastuguje na szczegdlng uwage ze

224 Obecnie nie

wzgledu na fakt, iz dotyka mtodych ludzi miedzy 20 a 30 rokiem zycia
istnieje zadna terapia, nie ma mozliwosci hamowania czy zapobiegania agregacji
patologicznej formy cystatyny. Mozna jedynie tagodzi¢ objawy schorzenia. Dla mtodych

ludzi dotknietych tg mutacjg, kazda mozliwos¢ opracowania skutecznego inhibitora
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agregacji hCC, lub tez mozliwos¢ zastosowania spersonalizowanej immunoterapii, jest
na wage ztota.

Prof. Anders Grubb wraz ze swojg grupg badawczg z Uniwersytetu w Lund wykazat, ze
nawet niewielka ilo$¢ przeciwciat skierowanych przeciwko ludzkiej cystatynie C jest
w stanie znaczgco wptywac na proces dimeryzacji, a w domysle agregaciji, tego biatka®.
W doswiadczeniach stosowali monoklonalne przeciwciata otrzymane w ich
laboratorium (IgG2b(k)). Inkubujgc roztwdr cystatyny C w obecnosci czynnikow
sprzyjajacych agregaciji (chlorowodorek guanidyny, temp. 37°C) badacze uzyskali dimer
natywnej formy biatka oraz dimer wariantu L68Q, ktdry agreguje réwniez samoistnie.
Dodatek przeciwciat w stosunku 1:10 i 1:5 (przeciwciato : hCC) spowodowat
zahamowanie patologicznego procesu”. Pokazato to jednoznacznie, ze przeciwciata
mogy by¢ skuteczng formg walki z agregacjg ludzkiej cystatyny C. Poczatkowo
komercyjnie dostepne byty jedynie monoklonalne przeciwciata otrzymane poprzez
immunizacje zwierzat catg czasteczkg hCC, nazwane Cyst13. Aktualnie na rynku
dostepny jest caly zestaw przeciwciat otrzymanych dla cystatyny. Wszystkie one
zostaty przetestowane przez grupe prof. Grubba, a ich potencjat antyagregacyjny jest
rézny w zaleznoéci od testowanego klonu®®. Poréwnane one zostaty z przeciwciatami
produkowanymi w zespole prof. Grubba, a oznaczonymi obecnie jako HCC3. Nie jest
jednak znany dokfadny mechanizm hamowania patologicznego procesu ani sekwencje
epitopdw i paratopdéw zaangazowanych w tworzenie immunokomplekséw. W swojej
pracy postanowitam zajg¢ sie identyfikacjq epitopow dla wytypowanych
monoklonalnych przeciwciat i okreslenie sekwencji hCC kluczowych dla hamowania
procesu agregacji. W przysztosci mogq one zosta¢ wykorzystane jako cele dla
projektowania inhibitoréw dimeryzacji i agregacji cystatyny.

Coraz czesciej w poszukiwaniu terapii przeciwko chorobom neurodegeneracyjnym
naukowcy zwracajg swojg uwage w kierunku autoprzeciwciat produkowanych przez
ludzki organizm. Naturalne autoprzeciwciata to specjalny typ immunoglobulin
produkowany przez organizm niezaleznie od obecnosci antygenu czy stymulacji
zewnetrznej *’. Ich rola fizjologiczna nie zostata jeszcze doktadnie okre$lona. Mogg one
by¢ zaréwno czynnikiem patologicznym dla organizmu, powodujac wystepowanie
choréb autoimmunologicznych; jednak mogg réwniez petni¢ funkcje ochronne, co jest
obecnie gtéwnym obiektem zainteresowania naukowcéw z wielu grup badawczych.
W literaturze nie ma informacji na temat autoprzeciwciat produkowanych
w odpowiedzi na powszechng obecnos¢ w organizmie ludzkiej cystatyny C. Ostatnim
celem prezentowanego cyklu prac byto wykrycie i charakterystyka molekularna
kompleksu/ow ludzkiej cystatyny C (hCC) z naturalnymi przeciwciatami skierowanymi
przeciwko temu biatku (autoprzeciwciata, NAbs), wystepujgcymi w puli
immunoglobulin produkowanych przez ludzki organizm.

Cystatyna C jest obecna we wszystkich ptynach fizjologicznych?®® i, oprécz ewidentnej
funkcji inhibicyjnej w stosunku do proteaz cysteinowych, moze oddziatywac z réznymi
komponentami ptynéw fizjologicznych. Moze to mie¢ wptyw na wiele procesow
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zachodzacych w ludzkim organizmie. Szczegdlnie interesujace jest oddziatywanie
z biatkami odpowiedzialnymi za procesy zwigzane z agregacjg biatek ludzkich, jak
i samej cystatyny. Identyfikacja fragmentéw hCC odpowiedzialnych za tworzenie
komplekséw moze wiec w przysztosci postuzy¢ jako szablon do projektowania
skutecznych terapeutykdw. Z drugiej strony nalezy okredli¢ mape oddziatywan
cystatyny w jej sekwencji, aby przy projektowaniu inhibitorow jej agregacji zachowac
funkcje inhibitora proteaz.

Cel osiggniecia naukowego (cyklu monotematycznego)

Gtéwnym celem przedstawionej jako osiggniecie pracy byfa identyfikacja fragmentéw
sekwencji ludzkiej cystatyny C odpowiedzialnych za oddziatywanie z biologicznie
aktywnymi ligandami takimi jak peptydy i biatka. Podstawa osiggniecia jest dziesiec¢
prac doswiadczalnych sktadajacych sie na cykl pod wspdlnym tytutem: ,,Mapowanie
oddziatywan ludzkiej cystatyny C z biologicznie aktywnymi biatkami i peptydami”.
Prace badawcze wchodzace w sktad osiggniecia naukowego byly finansowane ze
srodkdw przyznanych mi przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyizszego
(1264/B/H03/2009/37) oraz Narodowego Centrum Nauki Sonata Bis 1
(2012/05/E/ST5/03796). Prace badawcze prowadzone byty w latach 2006 — 2017
w Katedrze Chemii Biomedycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego,
Laboratorium Spektrometrii Mas Miedzyuczelnianego Woydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w Gdansku oraz
Department of Medical Biochemistry and Biophysics Karolinska Institutet, Szwecja oraz
University of Konstanz, Niemcy.

3. Szczegétowy opis prac wchodzacych w skiad cyklu monotematycznego
(osiggniecia naukowego)

Ludzka cystatyna Ci peptyd beta amyloidowy (AB)

e P. Juszczyk i inni . (2009) Binding epitopes and interaction structure of the
neuroprotective protease inhibitor cystatin C with beta-amyloid revealed by
proteolytic excision mass spectrometry and molecular docking simulation. Journal
of Medicinal Chemistry (DOl 10.1021/jm801115e)

e M. Spodzieja i inni (2016) Characteristics of C-terminal, 8-amyloid peptide binding
fragment of neuroprotective protease inhibitor, cystatin C. Journal of Molecular
Recognition (DOI 10.1002/jmr.2581)

Cel naukowy:

Pojawiajgce sie wzmianki literaturowe o obecnosci hCC w ztogach amyloidowych oraz
o hamowaniu agregacji AP przez cystatyne C wskazywaty, ze zasadne jest
zidentyfikowanie fragmentow obu molekut zaangazowanych w oddziatywanie i dalsza
charakterystyka tego oddziatywania. Szczegétowe cele obejmowaty okreslenie
stechiometrii kompleksu, identyfikacje miejsc wigzgcych w sekwencji peptydu i biatka
oraz okreslenie wzajemnego wptywu na agregacje.
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Syntetyczne omdwienie wynikow:

Do identyfikacji miejsc wigzacych zastosowatam technike wycinania i ekstrakcji epitopu
potaczona z analiza widm masowych otrzymanych frakcji”. Metoda ta opiera sie na
chromatografii powinowactwa, gdzie jeden z partneréw biatkowych/peptydowych
kompleksu przytgczony jest do matrycy statej. Utworzony kompleks poddaje sie
trawieniu enzymatycznemu (za pomoca takich enzyméw jak np. trypsyna, AspN, GluC,
chymotrypsyna, LysC, pronaza) i, po odptukaniu uwolnionych fragmentéw
proteolitycznych, ktére, nie biorgc udziatu w tworzeniu kompleksu, byty dostepne dla
wybranego enzymu, przeprowadza sie dysocjacje kompleksu. Uzyskane frakcje poddaje
sie analizie za pomocg spektrometrii mas, ktéra pozwala na szybkay identyfikacje
fragmentow istotnych dla oddziatywania. Jest to technika tzw. wycinania epitopu.
W przypadku ekstrakcji epitopu, pierwszym etapem jest trawienie biatka/peptydu
w roztworze za pomoca racjonalnie dobranego enzymu / enzyméw, po ktérym
nastepuje tworzenie kompleksu miedzy biatkiem osadzonym na ztozu a mieszaning po
proteolizie. Dalsze etapy (usuwanie niezwigzanych fragmentéw i dysocjacja
kompleksu) sg identyczne jak w przypadku wycinania epitopu. Co istotne, w tym
przypadku istnieje mozliwos$¢ przeciecia sekwencji wigzacej, co w rezultacie moze dac
fatszywie negatywny wynik. Zbiorcza analiza obu podejs¢ daje jednak dobre rezultaty
i pozwala szybko, precyzyjnie okresli¢ miejsca oddziatywania.

Zastosowanie omowionego powyzej podejscia umozliwito scharakteryzowanie
oddziatywania w kompleksie hCC-AB. W przypadku peptydu B-amyloidowego miejsce
oddziatywania z cystatyng znajduje sie w centralnej czesci peptydu i obejmuje reszty
17-28. Jest to fragment istotny dla struktury i agregacji AP, zawierajacy
charakterystyczny hydrofobowy rdzen YLVFFA? oraz reszty odpowiedzialne za
tworzenie [ zgiecia (25-35) powstajacego przy tworzeniu fibryli amyloidowych.
W przypadku ludzkiej cystatyny C, domena wigzaca Ap zlokalizowana jest
w C-koncowej czesci biatka i obejmuje reszty 101-117 z drugiej petli (L2) i pigtej nici
B (B5) B-kartki, ktore s eksponowane do srodowiska i dostepne dla ligandu.

Oddziatywanie zidentyfikowanych fragmentéw w roztworze zostato potwierdzone
poprzez zarejestrowanie wysokorozdzielczego widma masowego (nanoESI FTICR). Oba
peptydy wigzg sie w stosunku 1:1. Badania agregacyjne peptydu beta amyloidowego
AB40 dodatkiem C-koricowego fragmentu cystatyny hCC(93-120) i najkrétszej
zidentyfikowanej sekwencji wigzacej sie do peptydu, hCC(101-117) potwierdzity
potencjat antyagregacyjny ludzkiej cystatyny C.

Badania strukturalne z zastosowaniem nuklearnego rezonansu magnetycznego (NMR),
dichroizmu kotowego (CD) oraz technik teoretycznych takich jak modelowanie
molekularne (MD) kompleksu pozwolity na zaproponowanie mozliwych struktur
przestrzennych tworzacych sie komplekséw.

Moizliwosci wykorzystania wynikéw:

Charakterystyka molekularna kompleksu hCC-AP pozwolita na okreslenie miejsc
oddziatywania ~w  kompleksie  peptyd-biatko. Potwierdzenie  potencjatu
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antyagregacyjnego dla zidentyfikowanego C-koncowego fragmentu ludzkiej cystatyny
C pozwala na rozpoczecie prac nad projektowaniem inhibitordw procesu agregacji
(peptyddéw i peptydomimetykdw) w oparciu o sekwencje i strukture wyznaczonego
peptydu. Moze miec to istotne znaczenie w poszukiwaniu skutecznych terapeutykéw w
leczeniu choroby Alzheimera lub stanéw patologicznych wywotanych odktadaniem sie
ztogéw amyloidowych.

Ludzka cystatyna i biatko amyloidowe A (SAA)

e M. Spodziejaiinni. (2012) Interaction of serum amyloid A with human cystatin C—
identification of binding sites. Journal of Molecular Recognition (DOI:
10.1002/jmr.2220)

e M. Spodziejaiinni. (2013) Interaction of serum amyloid A with human cystatin C —
asessment of amino acid residues crucial for hCC-SAA formation (part Il). Journal
of Molecular Recognition (DOI: 10.1002/jmr.2283)

e M. Maszota i inni . (2015) Structural studies of the C-terminal 19-peptide of serum
amyloid A and its Pro -> Ala variants interacting with human cystatin C. Journal of
Molecular Recognition (DOI: 10.1002/jmr.2457)

Cel naukowy:

Gtéwnym celem drugiej czesci cyklu byta charakterystyka molekularna kompleksu
ludzkiej cystatyny C z surowiczym biatkiem amyloidu A (SAA). Szczegétowe cele
obejmowaty  okreslenie  stechiometrii kompleksu, identyfikacje miejsc
odpowiedzialnych za tworzenie kompleksu, okreslenie reszt aminokwasowych
kluczowych dla oddziatywania obu biatek, badania strukturalne fragmentow biatek
istotnych dla procesu tworzenia kompleksu oraz okreslenie wptywu zidentyfikowanych
fragmentow na procesy agregacji zaréwno hCC jak i SAA.

Syntetyczne omdwienie wynikow:

Zastosowanie jako podstawowej techniki chromatografii powinowactwa potaczonej z
trawieniem enzymatycznym kompleksu hCC-SAA i analiza frakcji z wykorzystaniem
spektrometrii mas pozwolito na okreslenie fragmentéw obu biatek odpowiedzialnych
za ich wzajemne oddziatywanie. W tym przypadku biatka zamiennie byty wigzane do
ztoza agarozowego (Sepharose), a trawieniu podlegat drugi partner kompleksu.
W przypadku trawienia ludzkiej cystatyny C (w roztworze i w kompleksie z SAA)
otrzymane wyniki wskazaty na C-koncowy fragment hCC jako odpowiedzialny za
oddziatywanie z surowiczym biatkiem amyloidu A. Na podstawie przeprowadzonych
badan ustalitam reszty aminokwasowe krytyczne dla oddziatywania fragmentu hCC(96-
102) z SAA. S3 nimi seryna w pozycji 98 i tyrozyna w pozycji 102. Oba te aminokwasy
posiadajg grupe hydroksylowg w tancuchu bocznym, moga wiec peti¢ funkcje
zaréwno donora, jak i akceptora wigzania wodorowego podczas formowania
kompleksu biatkowego.
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W przypadku biatka SAA, w tworzenie kompleksu z ludzka cystatyng zaangazowany jest
rowniez C-koncowy fragment biatka, a mianowicie reszty od 86 do 104. Tu réwniez
ustalitam, ze resztami aminokwasowymi krytycznymi dla oddziatywania SAA(86-104)-
hCC sga: arginina w pozycji 96, lizyna w pozycji 90 i lizyna w pozycji 103. Wszystkie one
majg charakter zasadowy i w warunkach prowadzenia eksperymentu niosg tadunek
dodatni na tancuchu bocznym. Zastgpienie jednej z tych reszt reszta alaniny
powodowato zanik zdolnosci fragmentu SAA(86-104) do formowania kompleksu
z ludzka cystatyng C. W celu potwierdzenia oddziatywania fragmentéw obu biatek
zarejestrowatam widma ESI-FTICR MS oraz MS/MS dla zmieszanych ze sobg
syntetycznych fragmentéw SAA(86-104) i hCC(93-102). Potwierdzity one tworzenie
kompleksu peptydowego w roztworze i wykazaly, ze peptydy oddziatujg ze sobg
w stosunku stechiometrycznym 1:1.

Przy wykorzystaniu takich technik jak elektroforeza i saczenie molekularne podjetam
probe okreslenia wzajemnego wptywu obu biatek na procesy ich agregacji. Na
podstawie otrzymanych wynikéw ustalitam, ze SAA w buforze fosforanowym,
w temperaturze 37 °C, wykazuje tendencje do agregacji i asocjacji. Surowicze biatko
amyloidu A, podobnie jak jego fragment SAA(86-104), odpowiedzialny za
oddziatywanie z hCC, nie hamuje procesu dimeryzacji/oligomeryzacji ludzkiej cystatyny
C. Wptywu hCC na wiasciwosci agregacyjne SAA nie udato mi sie jednoznacznie
okreslic.

Badania strukturalne fragmentu hCC(96-102), ktéry w natywnym biatku znajduje sie
w czwartej B-nici wykazaty, ze charakteryzuje sie on strukturg nieuporzadkowana
z niewielkim udziatem struktur (3 kartki. Peptyd ten nalezy do trudno rozpuszczalnych
w roztworach wodnych, rozpuszczalnosci nie poprawia dodatek trifluoroetanolu (TFE).
Ze wzgledu na obecnosé reszty cysteiny w pozycji 97 tworzy kowalencyjne dimery.
Fragment SAA(86-104) posiada w swojej sekwencji trzy reszty proliny (pozycje 92, 95
i 101), ktore wptywaja na jego strukture. W roztworach wodnych dominuje struktura
nieuporzgdkowana, a strukture o-helikalng mozna wymusi¢ jedynie przez zamiane
jednej z trzech reszt proliny na reszte alaniny. Krytyczna w tym przypadku jest pozycja
97. Peptyd ten nie wykazuje tendencji do asocjacji czy agregacji. Bardzo ciekawg
obserwacjg okazat sie fakt, ze zwigzek ten ulega spontanicznej, zaleznej od pH
roztworu, autohydrolizie. W srodowisku o pH 7,4 lub lekko kwasnym (pH 6) dochodzi
do hydrolizy reszt aminokwasowych zaréwno od N- jaki i C-konca, a proces ten nie jest
obserwowany w przypadku roztwordéw zasadowych. Szczegdlnie podatne na ten proces
jest wigzanie pomiedzy resztg Asp91 a Pro92. Znaczenie biologiczne tego procesu
i ewentualna rola ludzkiej cystatyny C w procesie hydrolizy C-koncowego fragmentu
SAA nie zostata jeszcze wyjasniona.

Mozliwosci wykorzystania wynikéw:
Z naszych prac wynika, iz miejsce wigzania amyloidu A, podobnie jak dla peptydu

amyloidowego AP, jest zlokalizowane w czesci C-konicowej cystatyny C. Pozwala to

20



przypuszczaé, ze C-koncowy fragment cystatyny C odgrywa wazing role w jej
oddziatywaniach z peptydami i biatkami ustrojowymi. Poréwnanie sekwencji miejsc
wigzacych w cystatynie C dla wiekszej liczby badanych biatek da nam mozliwosc
dalszego sprecyzowania hipotezy o szczegdlnej roli tego fragmentu biatka.

Ludzka cystatyna Ci przeciwciata

e A. Sladewska i inni . (2011) Identification of the epitope for anti-cystatin C
antibodies (Cyst-13). Journal of Molecular Recognition (DOI: 10.1002/jmr.1100)

e |. Behrendt i inni. (2016). Epitope location for two monoclonal antibodies against
human cystatin C, representing opposite aggregation inhibitory properties. Amino
Acids (DOI: 10.1007/s00726-016-2242-z)

e M. Pradzinska i inni . (2016). Application of amide hydrogen/deuterium exchange
mass spectrometry for epitope mapping in human cystatin C. Amino Acids (DOI:
10.1007/s00726-016-2316-y),

e M. Rafalik i inni . (2018) The identification of discontinuous epitope in the human
cystatin ¢ — monoclonal antibody hCC3 complex. Journal of Proteomics, (DOI:
doi.org/10.1016/j.jprot.2018.04.020)

Cel naukowy:

Celem prac zebranych w przedstawionych powyzej publikacjach byta molekularna
charakterystyka kompleksow ludzkiej cystatyny C z monoklonalnymi przeciwciatami.
Trzy z nich to komercyjnie dostepne (producent firma HyTest) przeciwciata oznaczone
jako Cyst10, Cystl3 i Cyst28. Czwarte badane przeciwciato HCC3, zostato mi
udostepnione przez prof. Andersa Grubba, University of Lund, Szwecja30 w ramach
wspotpracy naukowej. Wszystkie z przeciwciat zostaty przebadane wczesniej pod
katem hamowania procesu dimeryzacji ludzkiej cystatyny C. Klon 10 najstabiej wptywa
na dimeryzacje hCC (5%), natomiast dla pozostatych trzech przeciwciat potencjat
w hamowaniu tego procesu jest zréznicowany i wynosi od 22% (Cyst13), przez 60%
(HCC3) do 75% (Cyst28)%.

Syntetyczne omdéwienie wynikow:

Identyfikacje epitopu przeprowadzitam z zastosowaniem techniki wycinania i ekstrakgji
epitopu sprzezonej ze spektrometrig mas. Pozwolita ona na jednoznaczne okreslenie
epitopu dla klonu Cyst13 jako liniowego i zlokalizowanego w C-koricowej czesci biatka
(reszty hCC(107-114)). W przypadku pozostatych przeciwciat technika ta wskazata na
nieciggly charakter epitopédw i pozwolita na wytypowanie ich kilku potencjalnych
lokalizacji. Dlatego tez, jako metoda weryfikujgca uzyskane wyniki, zastosowana
zostata dodatkowo technika wymiany proton/deuter potaczona ze spektrometrig mas
(HDX).

Eksperymenty HDX prowadzone bylty w dwdch niezaleznych laboratoriach. Klony
Cyst10 i Cyst28 badane byly w Instytucie Karolinska, Szwecja a przeciwciato HCC3
w Instytucie Biochemii i Biofizyki PANw Warszawie. W obu przypadkach udato sie
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potwierdzi¢ czes¢ ze zidentyfikowanych fragmentow epitopowych, ale tez pojawity sie
rozbieznosci, ktére prezentuje Tabela 1.

Tabela 1. Poréwnanie epitopow ludzkiej cystatyny C wyznaczonych dla monoklonalnych
przeciwciat technikami wycinania i ekstrakcji oraz technikq HDX.

mAb WIE-MS HDX-MS Fragment struktury hCC
- 17-28 a-helisa
HCC3 54-64 52-62 L1
93-103 100-105 34
- 53-61 L1
60-70 - B3
Cyst10 96-102 - B4
101-111 101-112 B4-L2-B5
41-48 B2
53-62 53-61 L1
Cyst28 - 65-73 B3
85-91/92-99 81-99 B4
101-111 - B4-L2-B5

WIE-MS — wycinanie i ekstrakcja epitopu sprzezone ze spektrometriq mas
HDX-MS — wymiana proton/deuter sprzezona ze spektrometriq mas

W przypadku przeciwciat Cystl0 i Cyst28 przeprowadzona zostata charakterystyka
samych przeciwciat poprzez rejestracje widm masowych w formie intact ukazujacych
réznice w masie obu klonéw oraz doktadna analiza reszt cukrowych przytgczonych do
przeciwciat. Okreslony zostat podtyp IgG: Cyst28 nalezg do podklasy 1gG1, a Cyst10 do
IgG3. Zastosowanie termoforezy mikroskalowej pozwolito na wyznaczenie
i poréownanie statych dysocjacji dla obu klonéw. Dla kompleksu hCC-Cyst28 stata
dysocjacji wynosi 20,2 £ 1,85 nM, a dla hCC-Cyst10 - 141 + 13,2 nM.

Mozliwosci wykorzystania wynikow:

Zidentyfikowane sekwencje epitopow wskazujg lokalizacje elementéw strukturalnych
ludzkiej cystatyny C, ktére mogg stac sie celami dla projektowania inhibitoréw procesu
dimeryzacji i agregacji hCC.

e M. Pradziiska i inni . (2016). Isolation and characterization of autoantibodies
against human cystatin C. Amino Acids (DOl 10.1007/s00726-016-2271-7)

Cel naukowy pracy:

Gtéwnym celem ostatniej pracy z prezentowanego cyklu bylo wykrycie
i charakterystyka kompleksu/ow ludzkiej cystatyny C (hCC) z naturalnymi
przeciwciatami skierowanymi przeciwko temu biatku (autoprzeciwciata, NAbs),
wystepujgcymi w puli immunoglobulin produkowanych przez ludzki organizm. Prace
prowadzone przez prof. Grubba z zastosowaniem monoklonalnych przeciwciat
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przeciwko ludzkiej cystatynie C daty bardzo obiecujace wyniki co do mozliwosci
hamowania in vitro procesu dimeryzacji hCC. Przed przystgpieniem do projektowania
immunoterapii istotne jest sprawdzenie czy ludzki organizm jest w stanie produkowac
autoprzeciwciata przeciwko hCC, okresli¢ - jesli to mozliwe - epitop i paratop dla
autoprzeciwciat i hCC, a co istotne, sprawdzi¢ potencjat NAbs do hamowania
dimeryzacji i agregacji cystatyny C. Dodatkowo, uzyskane wyniki badan moga
w przysztosci przyczyni¢c sie do poszerzenia wiedzy na temat oddziatywan
(auto)przeciwciat z ludzka cystatyng C.

Syntetyczne omdéwienie wynikow:

Do sprawdzenia obecnodci, a nastepnie izolacji autoprzeciwciat przeciwko ludzkiej
cystatynie C z frakcji immunoglobulin 1gG, wykorzystana zostata chromatografia
powinowactwa. Przygotowana kolumna z osadzong na ztozu sefarozowym hCC
pozwolita na izolacje NAbs anty-hCC, ktdre stanowity 0,2-0,3% badanej frakc;i
przeciwciat. Czystosc¢ izolatu zostata sprawdzona chromatograficznie (HPLC i SEC) oraz
z wykorzystaniem jedno i dwuwymiarowej elektroforezy zelowej. Dzieki temu
stwierdzitam, ze otrzymana proébka zawiera tylko przeciwciata, ktére majg charakter
poliklonalny i sktadajg sie z kilku podklas 1gG: 78% stanowia przeciwciata 1gG1, 15% -
18G2, 6% - 1gG3 a 1% - 1gG4. Zastosowanie spektrometrii mas pozwolito na identyfikacje
reszt cukrowych przytaczonych do autoprzeciwciat z podklas 1gG1 i IgG2. Byty to
gtéwnie dwu-sialylowe, dwu-antenowe kompleksy N-glikandéw z jedng resztg galaktozy
przytaczong do obu koncow FA2G1; dwu-sialylowe, dwu-antenowe kompleksy
N-glikandw FA2, dwu-sialylowe, dwu-antenowe kompleksy N-glikanow z dwoma
resztami galaktozy przytgczony do obu koricéw FA2G2.

Przed przystgpieniem do eksperymentalnej identyfikacji epitopdw, przeprowadzona
zostata analiza bioinformatyczna sekwencji ludzkiej cystatyny C pod katem fragmentéw
prezentujgcych charakter antygenowy. Wykorzystane zostaty ogdlnodostepne serwisy,
w tym strony IEDB (http://www.iedb.org/) z dostepnymi tam algorytmami: EliiPro,
Bepipred i algorytmem Kolaskara i Tongaonkara. Uzyskane wyniki wskazaty, ze cata
sekwencja hCC zawiera fragmenty o réznej dtugosci, ktére moga stanowic potencjalne
epitopy, zaréwno liniowe jak i nieciggte.

Do eksperymentalnej identyfikacji epitopéw dla wyizolowanych autoprzeciwciat
wykorzystalismy, tak jak w przypadku przeciwciat monoklonalnych, technike wycinania
i ekstrakcji epitopu sprzezong ze spektrometriag mas, technike badania oddziatywan
opartg na wymianie proton/deuter sprzezong ze spektrometria mas oraz techniki
dodatkowe takie jak chromatografia powinowactwa i ptytkowe testy
immunoenzymatyczne. W przypadku wycinania i ekstrakcji epitopu, autoprzeciwciata
zostaly osadzone na statej matrycy, a trawieniu poddawana byta cystatyna C.
Immunokompleks tworzony byt z cata molekutg, a nastepnie poddawany trawieniu
(tryspyna, AspN, pronaza; wycinanie epitopu) lub tez prowadzone byto trawienie biatka
w roztworze, a kompleks tworzony byt miedzy autoprzeciwciatami a fragmentami
proteolitycznymi hCC. Przeprowadzone eksperymenty wskazaty na 3 fragmenty hCC,

23



ktore stanowig epitopy dla anty-hCC NAbs. Dwa z nich zlokalizowane sg w petlach L1
(fragment 53-62) i L2 (fragment 101-115), a jeden znajduje sie w nici B3 (fragment 92-
99). Analiza HDX, gdzie immunokompleks tworzony jest w roztworze, wskazata na
reszty 41-48 oraz 65-73. Poprawnie zostaty przewidziane jako epitopy: fragment
znajdujacy sie w srodkowej czesci cystatyny C (53-62) oraz fragmenty z C-koncowej
czesci (92-99, 96-102 i 101-115). Nie potwierdzito sie natomiast oddziatywanie
z autoprzeciwciatami fragmentu z N-korica hCC oraz fragmentu zlokalizowanego w a-
helisie, wykazujgcych nieco stabsze powinowactwo do immobilizowanych przeciwciat
w testach wycinania/ekstrakcji epitopu.

Préba okreslenia wptywu wyizolowanych autoprzeciwciat na dimeryzacje hCC nie data
jednoznacznego wyniku i wymaga przeprowadzenia kolejnych eksperymentéw. Anty-
hCC NAbs powodowaty dimeryzacje hCC od razu po zmieszaniu, ale po 3 dniach
inkubaciji ilos¢ dimeru w kontroli i probce byta taka sama.

Mozliwosci wykorzystania wynikéw:

Jest to pierwsza i jedyna do tej pory praca poswiecona autoprzeciwciatom przeciwko
ludzkiej cystatynie C. Poznanie sekwencji oraz struktury drugorzedowej epitopu
i paratopu bedzie w przysztosci bazg do dalszej pracy nad zaprojektowaniem
efektywnych inhibitorow procesu agregacji ludzkiej cystatyny C. Bazujac na
dotychczasowych badaniach zaproponowano, ze naturalnie wystepujace przeciwciata,
poprzez oddziatywanie z istotnym fizjologicznie, a jednoczesnie neurotoksycznym
biatkiem, eliminujg je z krgzenia ustrojowego zanim zacznie ono ujawniaé swojg druga
— toksyczng nature. Jednakze sposdb, w jaki przeciwciata hamujg tworzenie samych
agregatow, nie jest znany. NAbs mogg rowniez zosta¢ wykorzystane w diagnostyce
wczesnych stadiéw choroby. Tego rodzaju diagnostyka moze by¢ zastosowana
w przypadku chordb autoimmunologicznych, takich jak reumatoidalne zapalenie
stawdw, toczen rumieniowaty czy cukrzyca typu pierwszego31. Schorzenia te
charakteryzujg sie dtugg faza przedkliniczng, podczas ktérej rozwijajgca sie choroba
moze by¢ zdiagnozowana na podstawie poziomu odpowiednich autoprzeciwciat.
Podobne  podejscie  moze by¢é  wykorzystane w  przypadku  chordb
neurodegeneracyjnych, ktérych postep zalezy od czasu trwania choroby.
Zaobserwowano rdéznice w poziomie autoprzeciwcial u osobnikdw zdrowych

32,33
h

i choryc . Obiecujace wyniki terapii z zastosowaniem autoprzeciwciat i ich potencjat

diagnostycznya"’3‘r”36

, w potaczeniu z nie do koniAca wyjasnionym mechanizmem
dziatania, sktaniajg do rozszerzenia zbioru biatek amyloidogennych oraz wywotywanych
przez nie choréb neurodegeneracyjnych zbadanych w tym kontekscie. Dlatego tez
chcemy wyizolowaé kompleksy NAb-hCC, poddaé je charakterystyce molekularnej
i zbadac ich wptyw na proces autoasocjacji cystatyny C. Dzieki temu mozliwe bedzie nie
tylko poznanie mechanizmu ich dziatania, ale tez jego odniesienie do innych choréb

neurodegeneracyjnych. Opracowanie nowych metod terapeutycznych i testow
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diagnostycznych dla HCCAA, opartych na obecnych w serum autoprzeciwciatach
przeciwko hCC, to kolejny plus realizacji naszego projektu.

Podsumowanie zaprezentowanego cyklu publikacji:

Analizujac otrzymane wyniki identyfikacji miejsc wigzacych dla kompleksu cystatyny C
z:

e Peptydem AB40,

e Osoczowym biatkiem amyloidu A,

e Przeciwciatami monoklonalnymi: Cyst10, Cyst28, Cyst13 oraz HCC3,
e Autoprzeciwciatami wyizolowanymi z frakcji 1gG,

mozna stwierdzi¢, ze wtasciwie cata sekwencja hCC moze byé zaangazowana
w oddziatywania z ligandami (Tabela 2). Z tego oddziatywania wytgczone sg krétkie
fragmenty z N- i C-konca (reszty 1-16 oraz 118-120), a takie fragment 70-80, co
obrazuje Rysunek 2. N-koricowy fragment odznacza sie sporg ruchomoscia oraz
brakiem okreslonej struktury, moze ulega¢ odcinaniu in vivo od natywnego biatka
(pierwsze 10-11 reszt) w wyniku dziatania elastazy neutrofilowej*”*®. Fragment 70-80
moze by¢ wykluczony ze wzgledu na usztywnienie wprowadzane przez mostek
disulfidowy utworzony przez reszty cysteiny 73 i 83.

petla 2

.

a-helisa

struktura AS

Rysunek 2 Struktura ludzkiej cystatyny C (PDB 3GAX) z zaznaczonymi kolorem niebieskim
fragmentami niezaangazowanymi w oddziatywania z ligandami, kolor zielony oznacza
fragmenty cystatyny zdolne do oddziatywania z do tej pory przebadanymi biatkami i
peptydami.
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Tabela 2. Fragmenty ludzkiej cystatyny C zidentyfikowane w toku pracy jako
odpowiedzialne za tworzenie kompleksow z przebadanymi biatkami i peptydami.

Fragment cystatyny C Ligand Metoda eksperymentalna
1-16 - -

17-28 HCC3 HDX-MS

41-48 Cyst28 HD- MS

52-64 HCC3, Cyst28 WIE-MS, HDX-MS

60-70 Cyst10 WIE-MS

70-80 - -

81-99 Cyst28 WiE-MS, HDX-MS
93-103 HCC3 WIE-MS, HDX-MS
96-102 SAA WIE-MS
101-111 Cyst10 WIE-MS, HDX-MS

Cyst28 WIE-MS
101-117 AB WIE-MS
107-114 Cyst13 WIE-MS
117-120 - -

WIE-MS — wycinanie i ekstrakcja epitopu sprzezone ze spektrometriq mas
HDX-MS — wymiana proton/deuter sprzezona ze spektrometrig mas

4. Najwainiejsze dokonania osiggniecia naukowego (cyklu monotematycznego)

Do najwazniejszych osiggniec zaprezentowanego cyklu monotematycznego zaliczam:

Wprowadzenie nowej tematyki badawczej i nowego warsztatu naukowego
do Katedry Chemii Biomedycznej Wydziatu Chemii UG

Prace prowadzone dotychczas w Katedrze Chemii Biomedycznej dotyczace
ludzkiej cystatyny C byly zwigzane z badaniami strukturalnymi

i opracowywaniem mechanizmu dimeryzacji i agregacji hCC oraz
poszukiwaniem inhibitorow tego procesu. Do czasu ztozenia przeze mnie
projektu grantowego do Ministerstwa Nauki i szkolnictwa Wyiszego

dotyczacego poszukiwania biologicznie aktywnych ligandéw ludzkiej cystatyny
C, nie zajmowano sie badaniem kompleksow biatkowych.

Technika wycinania i ekstrakcji epitopu oraz spektrometria mas, ktéra byta
podstawg pracy podczas mojego stazu podoktorskiego na Uniwersytecie
w Konstancji zostata przeze mnie wprowadzona na state do warsztatu pracy
Katedry.

Charakterystyka molekularna kompleksu ludzkiej cystatyny C z peptydem [
amyloidowym oraz osoczowym biatkiem amyloidu A

Jest to pierwsza charakterystyka oddziatywan ludzkiej cystatyny C z peptydem
oraz biatkiem amyloidogennym. Potwierdza ona, iz hCC, oprdcz petnienia
niezwykle istotnej funkcji inhibitora proteaz, moze réwniez uczestniczy¢
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w procesach zwigzanych z agregacjg innych molekut co, jak w przypadku
oddziatywan z AB, moze miec charakter neuroochronny.

e Identyfikacja epitopow dla przeciwciat monoklonalnych skierowanych
przeciwko ludzkiej cystatynie C
W ramach badan nad immunokompleksami ludzkiej cystatyny C
przeprowadzono identyfikacje epitopéw dla trzech  komercyjnych
monoklonalnych przeciwciat Cyst10, Cyst13 i Cyst28 oraz mAb HCC3 uzyskanych
do badan dzieki wspotpracy z Uniwersytetem w Lund.

e Wyizolowanie z frakcji IgG, charakterystyka oraz identyfikacja epitopow
autoprzeciwciat skierowanych przeciwko ludzkiej cystatynie C
Realizowane prace pozwolity po raz pierwszy wyizolowac i scharakteryzowaéd
autoprzeciwciata skierowane przeciwko ludzkiej cystatynie C. W literaturze nie
byto wczesniej wzmianki o zdolnosci ludzkiego uktadu immunologicznego do
produkcji immunoglobulin przeciwko temu biatku. Badania prowadzitam
w ramach otrzymanego grantu NCN Sonata Bis.

5. Nowe plany badawcze bezposrednio powigzane z tematyky zaprezentowanego
osiggniecia naukowego

W dalszej pracy badawczej zamierzam zajmowac sie badaniem kompleksow ludzkiej
cystatyny C z gtdwnymi skfadnikami ptynéw biologicznych. W tym celu zamierzam
wykorzysta¢ doswiadczenie jakie zdobytam w zakresie spektrometrii mas oraz wiedze
uzyskang z dotychczasowych prac.

W toku prac zwigzanych z identyfikacjg epitopéw zauwazono, ze jeden z fragmentéw
cystatyny prezentuje bardzo interesujgce witasciwosci, a mianowicie wysokie
powinowactwo i jednoczesnie niskg selektywnosé w stosunku do wielu ligandéw
o charakterze polipeptydowym. Aktualnie kontynuuje prace zmierzajace do okreslenia
jego potencjatu w tworzeniu komplekséw z biatkami oraz ustalenia potencjatu
aplikacyjnego dla tego peptydu.

W 2014 roku zostatam kierownikiem Laboratorium Spektrometrii Mas utworzonym
w ramach Zespotu Laboratoridw Specjalistycznych Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Pozwolito mi to na rozwijanie swoich zainteresowan zwigzanych ze spektrometrig mas,
doskonalenie warsztatu pracy oraz rozwijanie wtasnej tematyki badawczej w oparciu o
te technike. Znaczna czes¢ mojej pracy naukowej bedzie réwniez zwigzana
z uczestnictwem w projektach prowadzonych na MWB oraz wspotpracy z naukowcami
z kraju i zagranicy prowadzacymi badania wymagajace zastosowania analiz
proteomicznych. Réwnie istotnym zadaniem w mojej dalszej karierze naukowej bedzie
réwniez rozbudowa Laboratorium Spektrometrii Mas, zdobywanie funduszy na nowe
instrumenty oraz utrzymanie dotychczasowej aparatury.
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6. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

(Szczegotowy wykaz wszystkich publikacji (IF, Punkty MNiSW, cytowania), znajduje sie w
Zataczniku 4 razem z opisem moich innych osiggniec)

Swoja naukowq droge rozpoczetam w 1996 roku, kiedy to zostatam studentkg | roku
chemii na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Na trzecim roku studiéw, po
ukonczeniu kursu chemii organicznej, zgtositam sie do kierownika Katedry Chemii
Organicznej, prof. Zbigniewa Grzonki, ktéry przyjat mnie do grupy badawczej. Prace
magisterska wykonywatam pod kierunkiem dr hab. Aleksandry S. Kotodziejczyk, ktéra
zarazita mnie mitoscig do nauki, a w szczegdlnosci chemii organicznej. Pierwsze prace
wykonywane w ramach pracowni specjalizacyjnej dotyczyty otrzymywania pochodnych
aminokwasowych wykorzystywanych w syntezie peptyddéw i peptydomimetykow.
W tym czasie zapoznatam sie z tajnikami chromatografii cieczowej, ktérej uczytam sie
od prof. Franciszka Kasprzykowskiego. Tematem mojej pracy magisterskiej byta
»Synteza chiralnych 1,2-diamin o szkielecie aminokwasowym z wykorzystaniem reakcji
Mitsunobu”. Polega ona na reakcji miedzy grupa hydroksylowg substratu
z odpowiednim czynnikiem nukleofilowym w obecnosci trifenylofosfiny oraz estru
etylowego (DEAD) lub izopropylowego (DIAD) kwasu azodikarboksylowego. Moim
zadaniem jako magistrantki byto otrzymanie substratow, chiralnych chronionych
diamin, ktére zostaty z sukcesem wykorzystane do przeprowadzenia koicowej reakcji,
a wyniki prac zostaty przedstawione w postaci publikacji 2,

e P. Juszczyk, L. tankiewicz, AS. Kotodziejczyk. Synthesis of orthogonally
protected vicinal diamines with amino acid-based skeleton. Lett Pept Sci.
2002;9(4-5):187-192. doi:10.1007/BF02538381

Dodatkowo zajetam sie sprawdzeniem mozliwosci zastosowania odczynnika Vitride do
otrzymywania aminoalkoholi z aminokwasow, a wyniki opisane zostaty w publikacji4°:

e P. Juszczyk, R. Kasprzykowska, AS. Kotodziejczyk. Simple and efficient synthesis
of chiral amino alcohols with an amino acid-based skeleton. Lett Pept Sci.
2003;10(2):79-82. d0i:10.1023/B:LIPS.0000032366.28662.1d

W 2001 roku zostatam stuchaczky studium doktoranckiego przy Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego. Promotorem mojej pracy doktorskiej byt prof. Zbigniew
Grzonka, a bezposrednig opieke naukowg sprawowata dr hab. Aleksandra S.
Kotodziejczyk. Przez cztery lata zajmowatam sie badaniem agregacji peptydu beta-
amyloidowego, ktory jest odpowiedzialny za tworzenie ztogéw amyloidowych u oséb
dotknietych chorobg Alzheimera. Szczegdlne zainteresowanie stanowily warianty
dziedziczne tej choroby, ktére zwigzane sg z wystepowaniem punktowych mutacji
w sekwencji genu kodujgcego AP. Mutacje te wptywajg na proces agregacji, gtdwnie
przez przyspieszenie tworzenia fibryli amyloidowych. W toku mojej pracy udato mi sie
okreslic dla modelowego peptydu AB(11-28) potencjalny mechanizm agregacji,
w  ktorym kluczowe jest tworzenie sie przejsciowego stanu helikalnego.
Przeprowadzitam badania strukturalne i badania agregacji peptydu modelowego oraz
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jego wariantow, a wyniki prac opublikowane zostaty w postaci dwéch publikacji, jednej
w trakcie doktoratu druga zostata opublikowana po ukorczeniu studium™**:

e P. Juszczyk, AS> Kotodziejczyk, Z. Grzonka. FTIR spectroscopic studies on
aggregation process of the 8-amyloid 11-28 fragment and its variants. J Pept
Sci. 2009;15(1):23-29. doi:10.1002/psc.1085

Oprdcz realizacji gtdownego tematu, bratam réwniez udziat w badaniach w ramach
wspotpracy naukowej z krajowymi i zagranicznymi osrodkami badawczymi, ktére
realizowane byly przez prof. Grzonke od wielu lat. Obejmowaty one wspoétprace z prof.
Henrykiem Koztowskim z Uniwersytetu Wroctawskiego, prof. Romanem Kaliszanem
i prof. Tomaszem Baczkiem z Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz prof. Falkiem
Fahrenholzem z Uniwersytetu w Moguncji. Moja rola skupiata sie gtéwnie na syntezie
i oczyszczaniu peptyddéw, ktore stuzyty do dalszych badan naukowych. Bratam réwniez
udziat w przygotowaniu manuskryptéw, ktére byty wynikiem badan prowadzonych
z wyzej wymienionymi osrodkami naukowymi.

W 2005 roku odbytam swdj pierwszy staz podoktorski u dr Marii Gaczyniskiej
z University of Texas Health Science Center w San Antonio w Texasie. Grupa dr
Gaczynskiej od wielu lat zajmuje sie badaniem proteasomu. W ciggu 12 miesiecy stazu
zajmowatam sie projektowaniem, syntezg, oczyszczaniem i badaniami strukturalnymi
inhibitorow proteasomu opartych na strukturze peptydu PR11. W 2006 roku odbytam
kolejny staz podoktorski u prof. Michaela Przybylskiego, ktéry prowadzit laboratorium
analityczne w Uniwersytecie w Konstancji w Niemczech. Jest on swiatowej klasy
specjalista w dziedzinie spektrometrii mas, a jego zainteresowania naukowe skupiajg
sie rowniez wokot choroby Alzheimera. Byta to dla mnie doskonata szansa na zdobycie
doswiadczenia w zastosowaniu spektrometrii mas w badaniach proteomicznych oraz
ewentualng kontynuacje tematyki realizowanej podczas pracy doktorskiej. Przez
pierwsze trzy miesigce pracowatam z dr Gabrielg Parashiv, ktéra zajmowata sie
identyfikacja epitopéw i paratopéw dla immunokomplekséw peptydu AP
z nanoprzeciwciatami otrzymanymi w organizmie lamy, a skierowanym przeciwko
peptydowi APB40. Pozwolito mi to na uzyskanie biegtosci w stosowaniu techniki
wycinania i ekstrakcji epitopu oraz opanowanie obstugi spektrometréw masowych.

Po znalezieniu w literaturze pierwszych informacji na temat wptywu ludzkiej cystatyny
C na agregacje peptydu AP, postanowitam wykorzysta¢ nowo zdobyte doswiadczenie
do pracy nad identyfikacjg miejsc wigzacych w kompleksie AB-hCC. Prace prowadzitam
we wspotpracy z prof. Grzonkg i dr Anetg Szymanska z Katedry Chemii Medycznej UG
oraz prof. Przybylskim i dr Parashiv. Efektem kilku miesiecy wytezonej pracy byty
wyniki, ktére zostaty zaakceptowane do publikacji w Journal of Medicinal Chemistry.
Dodatkowo, uzyskane wyniki zostaty wigczone do zgtoszenia patentowego: Zgtoszenie
patentowe nr 08002878.0-2405: , Neuroprotective peptides and paratopes recognizing
a sequence-specific 8-amyloid epitope for diagnosis and therapy of neurodegenerative
diseases” (patent europejski).
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Po zakonczeniu stazu w Konstancji, w 2007 roku wrdécitam do Gdanska i uzyskatam
zatrudnienie na Wydziale Chemii UG na stanowisku adiunkta. Dalszg prace naukowa
kontynuowatam w grupie prof. Zbigniewa Grzonki. Zajetam sie poszukiwaniem
biologicznie aktywnych ligandéw dla ludzkiej cystatyny C. W roku 2009 uzyskatam
pierwszy grant MNiSW na realizacje badan wtasnych. Pozwolito mi to na prowadzenie
badan nad kompleksami ludzkiej cystatyny C z biatkiem osoczowym amyloidu A oraz
pierwszym dostepnym komercyjnie przeciwciatem skierowanym przeciwko hCC, tj.
klonem Cystl13. W realizacji badan wspieraty mnie wéwczas doktorantki mgr Anna
Sladewska (promotor dr hab. Sylwia Rodziewicz-Motowidto prof. UG) i mgr Marta
Spodzieja (promotor prof. Zbigniew Grzonka), ktére pod mojg opiekg naukowa
realizowaty swoje prace doktorskie. Sg to pierwsze doktorantki, ktére pod mojg opieka
zdobywaty doswiadczenie naukowe, a aktualnie obie kontynuuja swoje indywidualne
prace naukowe: dr Anna Sladewska na Uniwersytecie w Konstancji, a dr Marta
Spodzieja na Wydziale Chemii UG. Wyniki naszych wspdlnych badan zostaty
opublikowane w postaci czterech prac eksperymentalnych wchodzacych w sktad
osiggniecia habilitacyjnego.

W toku moich prac pojawito sie wiecej komercyjnie dostepnych przeciwciat przeciwko
hCC, a wspotpracujacy z prof. Grzonka prof. Anders Grubb z Uniwersytetu w Lund,
opublikowat prace poréwnujacg potencjat inhibicyjny dla serii przeciwciat
monoklonalnych anty-hCC*. Postanowitam kontynuowaé ten kierunek badan
i zidentyfikowad fragmenty cystatyny C, ktére poprzez tworzenie immunokomplekséow
sg blokowane i nie mogg zainicjowa¢ bgdZ wspomagac procesu dimeryzacji. W pracach
tych uczestniczyly trzy doktorantki z Katedry Chemii Medycznej Wydziatu Chemii UG :
mgr Martyna Pradziiska, mgr lzabela Behrendt i mgr Monika Rafalik. Po zmianie
przepisbw zostatam oficjalnie promotorem pomocniczym wszystkich trzech
doktorantek.

W 2012 roku uzyskatam finansowanie badan w ramach grantu NCN Sonata Bis na prace
zwigzane z izolacjg i charakterystyka autoprzeciwciat przeciwko ludzkiej cystatynie C,
ktéry realizowatam wraz z mgr Martyng Pradzinskg. Udato nam sie po raz pierwszy
wyizolowac i scharakteryzowaé autoprzeciwciata przeciwko hCC. Dzieki zastosowaniu
techniki wycinania i ekstrakcji epitopu sprzezonej ze spektrometrig mas udato sie nam
wyznaczy¢ epitopy hCC dla wyizolowanych poliklonalnych autoprzeciwciat.

W 2013 roku rozpoczetam trzeci staz podoktorski na Miedzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
W tym czasie prof. Krzysztof Bielawski poszukiwat specjalisty w dziedzinie
spektrometrii mas w ramach realizowanego projektu Mobi4Health (7PR). W wyniku
rekrutacji uzyskatam zatrudnienie jako Post-doc oraz kierownik nowego Laboratorium
Spektrometrii Mas. W ramach projektu zakupione zostaty trzy spektrometry masowe,
a moim zadaniem byfa organizacja nowego laboratorium od podstaw. Dato mi to
mozliwos¢ realizacji moich zainteresowan zwigzanych bezposrednio z technika MS oraz
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wykazanie sie na nowym stanowisku jako kierownik laboratorium. Uczestnictwo
w programie Mobi4Health dato mi mozliwos¢ odbycia szkolern w siedzibie firmy Sciex
(Darmstadt, Niemcy) w zakresie obstugi i prowadzenia badan proteomicznych na
spektrometrach QTrap6500, TripleTof5600+ oraz Maldi TOF/TOF 5800. Bratam udziat
w organizacji czterech szkolen MS prowadzonych przez firme Sciex na
Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii UG-GUMed. Wspdlnie z dr Katarzyna
Macur w 2016 roku przygotowaty$Smy i poprowadzitySmy warsztaty z podstawowych
technik proteomicznych dla naukowcdéw z Tréjmiasta.

W roku 2016, po zakorniczeniu realizacji projektu Mobid4Health uzyskatam dalsze
zatrudnienie na Woydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, gdzie pracuje do dnia dzisiejszego. Wraz z dr Katarzyna
Macur prowadze, w ramach Zespotu Laboratoridw Specjalistycznych, Laboratorium
Spektrometrii Mas, w ktérym, oprécz realizacji wtasnych projektéw, prowadzimy
badania wspierajgce naukowcéw z Uniwersytetu Gdanskiego oraz pozostatych
gdanskich uczelni. Laboratorium uzyskuje réwniez zlecenia analiz z uczelni z catego
kraju, co pozwala mi na staty rozwdj naukowy. Nawigzujemy réwniez nowe wspotprace
ze specjalistami z zakresu spektrometrii mas. Jednym z najnowszych naszych
wspotpracownikow jest prof. Ciborowski z Uniwersytetu w Nebrasce, z ktérym w maju
2018 roku przeprowadzilismy kolejne warsztaty poswiecone podstawowym technikom
proteomicznym, ktére przewidujg zaréwno czes¢ wyktadowsq jaki i zajecia praktyczne.

Podczas swojej pracy naukowej prowadzitam rowniez zajecia dydaktyczne. Od czasow
studium doktoranckiego prowadzitam zajecia laboratoryjne z chemii organicznej
i analizy organicznej. Po uzyskaniu zatrudnienia na Wydziale Chemii UG kontynuowatam
prowadzenie zaje¢ laboratoryjnych z chemii organicznej, analizy zwigzkdw biologicznie
czynnych oraz realizowatam zajecia w ramach pracowni specjalizacyjnej i magisterskie;j.
W dalszym etapie mojego rozwoju naukowego opracowatam wyktad monograficzny dla
studentéw Il stopnia zatytutowany ,Wybrane zagadnienia z chemii peptydéw cz. I”.
Bratam rdéwniez udziat w opracowaniu zaje¢ laboratoryjnych z Laboratorium
Zaawansowanej Chemii dla studentéw studiéw Il stopnia (kierunk chemia). Wspdlnie z
dr hab. Anetg Szymanskg realizowatam zajecia dydaktyczne w formie ¢wiczen
laboratoryjnych z Chemii Organicznej: "Podstawowe techniki laboratoryjne" Projekt
»Ksztatcenie kadr dla innowacyjnej gospodarki opartej na wiedzy w zakresie agrochemii,
chemii i ochrony srodowiska (Inno’AgroChemQOs)". Opracowatam autorskie zajecia
dydaktyczne zatytutowane , Dlaczego biegng reakcje chemiczne”.

Obecnie zamierzam zajac¢ sie przygotowaniem zaje¢ praktycznych skupiajacych sie na
spektrometrii mas oraz podstawowych technikach proteomicznych, ktére sg obecnie
podstawg w moich pracach badawczych.

Za swdj duzy sukces uwazam réwniez pogodzenie pracy naukowej z macierzynstwem.
W 2010 roku zostatam po raz pierwszy mamg cérki Marii, a w 2012 roku syna Adama.
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Nie jest tatwe godzenie dwdch tak réznych swiatow, ale dzieki wsparciu rodziny udato

mi sie nie rezygnowac z czesci naukowej mojego zycia.
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