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Rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Wezner-Ptasinskiej
pt. ,,Konstrukcja i selekcja bibliotek fagowych opartych o powtérzenia bogate w leucyne”

Podstawowym celem przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej byta proba uzyskania
biatek o wysokim powinowactwie do konkretnych antygenéw w oparciu zragb biatkowy biatek
VLR i przy wykorzystaniu techniki selekeji bibliotek fagowych (techniki ,,phage display™).
Immunoglobuliny krggowcow od okolo czterdziestu lat sg powszechnie wykorzystywane w
wielu technikach biologii molekularnej i diagnostyce medycznej, a ostatnimi laty sa coraz
szerzej stosowane w terapiach medycznych. Metody wytwarzania odpowiednich przeciwciat,
o wysokim powinowactwie wobec konkretnego antygenu, sa jednak kosztowne i
czasochtonne.

Biatka VLR (zmienne receptory limfocytow) wystepujg u prymitywnych kregowcow —
Agnatha (np. minogi, $luzice) i pelnig funkcje analogiczne do przeciwcial wspotezesnych
krggoweow szezgkowych (Gnatosthomata). Wyniki przeprowadzonych do tej pory badan
pokazuja, ze biatka te wigza specyficzne antygeny ze stalymi dysocjacji w zakresie nano- i
pikomolarnym i mogg by¢ interesujaca alternatywag dla immunoglobulin kregowcéw

szczgkowych (Tasumi et al. 2009; PMID:19625627).

Doktorantka, w trakcie realizacji pracy doktorskiej zaprojektowata, uzyskata nadprodukcje w
systemach bakteryjnych, a takze oczydcila bialko i scharakteryzowata fizyko-chemicznie
biatko o sekwencji konsensusowej do biatek VLR. Wyniki te zostaly opublikowane w
renomowanym czasopiSmie naukowym Biochimica et Biophysica Acta — Proteins and
Proteomics (Wezner-Ptasinska M, Krowarsch D, Otlewski J. (2011) Design and
characteristics of a stable protein scaffold for specific binding based on variable lymphocyte
receptor sequences. BBA 1814(9):1140-5). Publikacja ta potwierdza zaréwno istotno$é badan
przeprowadzonych przez mgr Magdaleng Wezner-Ptasinska, jak i opanowanie przez nia

zaawansowanych technik inzynierii biatka.




Drugi etap pracy Doktorantki mial na celu skonstruowanie i selekcje bibliotek fagowych
zawierajgcych warianty bialek VLR oddzialujgce z wysokim powinowactwem z kilkoma
antygenami majgcymi, lub mogacymi mie¢, istotne znaczenie w diagnostyce i terapiach
medycznych, z biatkami: S100A7 (kérych nadekspresja jest charakterystyczna dla
keratynocytéw o0sob cierpigcych na luszczyce oraz choroby nowotworowe: pecherza
moczowego, gruczotu piersiowego, skory), antygenu grupowego Lewis y (ktory to jest
nadprodukowany w wielu chorobach nowotworowych), naskérkowego czynnika wzrostu
(HER2) oraz lizozymu. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz Doktorantka sama przygotowata
(przeprowadzita ekspresj¢ i oczyszczanie) biatko S100A7.
Selekeja bibliotek fagowych jest znacznie bardziej niewdzigcznym zadaniem od konstrukc;i,
izolacji i charakterystyki biatka, jako ze uzyskanie pozytywnych wynikéw selekcji jest w
duzej mierze niezalezne od opanowania technik biologii molekularnej/biochemii. Niestety
Doktorantka ,,padla ofiarg” nieobliczalnoéci tej techniki i nie uzyskata pozytywnych
wynikow, tzn. nie wyselekcjonowata klonéw oddzialujacych z antygenem Lewis y i HER2.
Brak powodzenia w selekcji fagow wzgledem powyzszych antygenoéw nie umniejsza jakosci
pracy Pani mgr Magdaleny Wezner-Ptasiniskiej. Wydaje mi si¢ jednak, ze dyskusja owych
negatywnych wynikéw jest zbyt skromna. Doktorantka co prawda podaje potencjalng
przyczyng braku oddziatywania pomigdzy dVLR a antygenem Lewis y, ale jej wyjasnienia
sugeruja, iz uktad odporno$ciowy bezszczekowcéw nie jest w stanie w ogdle rozpoznawaé
struktur cukrowych. Czy zjawisko takie naprawde ma miejsce?
Powodzeniem zakoficzyla si¢ natomiast selekcja fagow w kierunku bialka S100A7.
Doktorantka uzyskata wariant VLR oddzialujagcy z S100A7 ze stalg wigzania WYnoszacg
okolo 1*10° M, co daje nadziej¢ na dalsze kilkudziesigciokrotne zwigkszenie wartosci stalej
oddzialywania po przeprowadzeniu procedury tzw. dojrzewania powinowactwa.

Pomimo nieuzyskania przez Doktorantke koficowego produktu tematu badawczego —
bialek oddzialujgcych z wysoka stala wigzania z badanymi antygenami - czgse
eksperymentalng rozprawy oceniam bardzo wysoko. Swiadczy ona bowiem bardzo dobrze o

profesjonalizmie oraz znajomosci na poziomie eksperckim technik inzynierii biatka.

Zadaniem recenzenta jest jednakze nie tylko podkreslanie zalet rozprawy doktorskiej
(to uczynili juz w stosunku do czgsci wynikéw Pani mgr Magdaleny Wezner-Ptasinskiej
recenzenci renomowanego czasopisma naukowego), ale takze wskazanie jej brakow.

Moje nieliczne uwagi dotycza gléwnie redakcyjnej strony tekstu. I tak:




- wydaje mi si¢, ze korzystnym byloby pokazanie modelu dVLR z zaznaczonymi
resztami aminokwasowymi poddanymi randomizacji;

- dodatkiem znacznie ulatwiajacym czytanie rozprawy byloby umieszczenie skrotow
stosowanych w pracy;

- w tabeli na stronie 56 nie moge znalez¢é procentowego udziatu konkretnych reszt
aminokwasowych wystepujacych w danej pozycji w puli 368 sekwencji;

- wopisie Rys. 5.9 (str. 59) jest blad: frakcje E1-E15 powinny byé zastapione E1-ES5;

- yreszty tyrozynowe”, to termin dosyé powszechnie uzywany, acz nie do konca
prawidtowy — powinno by¢ ,,reszty tyrozylowe”;

- stgzenie molowe wyrazone jest z definicji w mol/dm’, nie ma wigc potrzeby pisac

,Stezenie molowe wyrazone w mol/dm®” (str. 38);

- pewng niezrgcznoscia, acz powszechnie praktykowana, jest pisanie ,,wigzat sie do...ze

stata dysocjacji” (np. str. 64);

- na stronie 71 Doktorantka opisujgc tworzenie bibliotek zauwaza, podajac rozsadne
uzasadnienie, ze w randomizacji celowo unikano reszt prolilowych i cysteilowych.

Ale, reszty cysteilowe wystepuja w dzikich typach biatek VLR w pozycji 61 i 62. Czy

nie warto wigc byto zaryzykowac¢ i sprobowaé¢ mutagenezy w kierunku zaréwno reszt

prolilowych jak i cysteilowych? Fragment poddawany randomizacji posiada bardzo
zmienny skiad aminokwasowy, a wiec destabilizacja struktury dVLR moze w wielu
przypadkach nie nastgpié.
Jak wspomniatem juz wczesniej z radoscia powitatbym takze odrobing bardziej rozbudowana
dyskusj¢ przyczyn niepowodzenia w uzyskaniu wariantéw VLR oddziatujacych z antygenem
Lewis y i HER2.

Tekst rozprawy napisany jest dosy¢ czytelnym jezykiem, a Wstep oraz Dyskusja
swiadczg o gruntownej znajomosci zagadnienia i doglebnym rozumieniu badanego zjawiska.
Drobne potknigcia jezykowe sa nieuniknione w tak obszernej pracy. Metody badan zostaly
dobrane wlasciwie, ich opis jest poprawny i pozwala na odtworzenie doswiadezen, wyniki sa
napisane dosy¢ przejrzyscie, a kontekst biologiczny uzytych bialek i antygenéw zostal
zarysowany w stopniu wystarczajacym do zrozumienia koncepcji pracy.

Wartym pokreslenia jest takze fakt, ze podczas wykonywania pracy doktorantka
zastosowala liczne i nowoczesne techniki badawcze zar6wno biologii molekularnej, jak i

analizy fizyko-chemicznej.




Podsumowujac, oceniam rozprawe doktorska Pani mgr Magdaleny Wezner-Ptasinskiej
jako bardzo dobrg. Z calg pewnoscia wnosi ona nowe istotne informacje do wiedzy o
mechanizmach konstruowania i oddziatywania bialek VLR z antygenami, a potwierdzeniem
waftoéci naukowej pracy Pani mgr Magdaleny Wezner-Ptasinskiej jest publikacja w
renomowanym czasopismie naukowym. Trudno jest w tej chwili ocenié, czy to wlasnie zrab
biatkowy VLR bedzie wykorzystywany w przyszlosci do konstruowania bialek
oddziatujgcych z konkretnymi antygenami; niemniej jednak badania wykonane przez
Doktorantk¢ byly niezbednym i wartosciowym elementem duzego projektu poszukiwania
bialek alternatywnych dla przeciwciat kregowcéw prowadzonego przez zespél prof., Jacka
Otlewskiego.
Wspomniane przeze mnie powyzej nieliczne krytyczne uwagi nie obnizaja oceny catosci
rozprawy. Na tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm. oraz stawiam
wniosek o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Wezner-Ptasifiskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego oraz o wyréznienie i nagrodzenie rozprawy.
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