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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgi‘ Magdaleny WEZNER-PTASINSKIE]

wKonstrukcja i selekcja biatek fagowych opartych o powtérzenia bogate w leucyne”

Pani mgr Magdalena Wezner-Ptasinska prace doktorska wykonata w Zespole Inzynierii
Bialek, na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Jak zwykle, w
przypadkach gdy promotorem rozprawy jest Pan prof. Jacek Otlewski dysertacja jest
przyktadem bardzo solidnego i przemyslanego projektu naukowego. Mimo tego, ze nie udato
si¢ osiagna¢ w pelni zaplanowanego celu (stworzenia systemu diagnostycznego do wczesnej

identyfikacji nowotworéw) to i tak wyréznia si¢ ona elegancja wykonania i opisu.

Celem jaki postawila sobie Doktorantka bylo otrzymanie specyficznych biatek zdolnych do
selektywnego wiazania si¢ z wybranymi antygenami, charakterystycznymi dla stanéw
nowotworowych. Wybrata trzy antygeny: receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu
2 (HER2), weglowodorowy antygen Lewisa y, oraz biatko S100-A7 nazywane tez psoriazyna.
Biatka wiazace te antygeny zostaly wyselekcjonowane z bibliotek bazujacych na strukturze
zrgbu biatkowego, ktérego podstawa byly sekwencje zmiennych receptoréw limfocytow
(VLR), biatek powtérzeniowych, bogatych w leucyne, biatek ktére w organizmach minogéw
morskich petnig funkcj¢ immunologiczng. Jako spos6b na otrzymanie tych bibliotek Pani M.
Wezner-Ptasifiska wybralta technike prezentacji biatek i peptydéw na powierzchni fagéw,
ktérej nazwa angielska phage display przyjeta si¢ w polskojezycznej literaturze gdyz jest
krotka.




Aby osiagna¢ zalozony cel nalezato zrealizowa¢ sekwencj¢ badan, z ktérych kazde stanowito
wyzwanie. Pierwszym bylo zaprojektowanie zr¢bu biatkowego (dVLR), pojedynczego
tancucha polipeptydowego zawierajacego rdzen ztozony z biatek bogatych w leucyng i wybor
ten mial podstawowe znaczenie dla realizacji calego projektu. Zostat on dokonany w oparciu
o0 analiz¢ 222 dostgpnych sekwencji oraz struktur kilku krystalicznych zmiennych receptoréw
limfocytéw B minoga morskiego. Ten fragment pracy jest bardzo wartoSciowy i zostal juz
czgsciowo opublikowany w roku 2011 a nawet jest czterokrotnie cytowany w literaturze. O
aktualnosci tych badan swiadczy fakt, ze w roku 2012 ukazata si¢ praca wykorzystujaca
bardzo podobna koncepcj¢. Wyselekcjonowane, monomeryczne i bardzo stabilne biatko
zostalo otrzymane w transformowanej Escherichia coli, oczyszczone i scharakteryzowane..
Bazujac na tej strukturze i wykorzystujac technik¢ prezentacji bialek na powierzchni faga
M13 zaprojektowano dwie biblioteki bialek réznigce si¢ schematem zrandomizowania reszt
aminokwasowych. Pierwsza (nazwang P16) Doktorantka otrzymata sama, ale okazala si¢ ona
niesatysfakcjonujaca i dlatego druga bibliotek¢ zaméwiono w firmie Sloaning BioTechnology
GmbH. Ta biblioteka okazala si¢ lepszg ale jej otrzymanie byto praktycznie niemozliwe w
standardowa metoda, zastosowang do produkcji biblioteki P16. W koncu obie biblioteki uzyto
do selekeji tych ich skiadnikéw, ktére selektywnie wigza pozadane biatka. Pierwszym byl
lizozym, ktéry jest stabo wiazany przez jeden z wariantéw biblioteki. Sposréd biatek
charakterystycznych dla nowotworéw wigzane byto tylko biatko S100-A7- réwniez stabo.
Tak wigc cel gléwny badan nie zostal osiggniety. Mimo tego, praca doktorska Pani mgr
Magdaleny Wezner-Ptasinskiej pokazata, ze zastosowany tryb postgpowania moze
doprowadzi¢ do zaprojektowania metody diagnostycznej wspomagajacej obecng diagnostyke

nowotworow, a pracg te mozna uzna¢ za pierwszy etap takich badan.

Praca jest napisana i zredagowana bardzo dobrze, i co wazne, tadng polszczyzna. Praca ma
uktad klasyczny. Chcialbym pochwali¢ czgs¢ literaturows, ktéra dobrze wprowadza
czytelnika w temat pracy, jest napisana bardzo ciekawie, bardzo logicznie i krétko. Jak wielki
naktad pracy wykonata Doktorantka moze ilustrowac to, ze czg$¢ poswigcona zastosowanym
procedurom (nazwana Metody) liczy ponad 10% obj¢tosci pracy. Bardzo dobrze napisana jest
dyskusja wynikoéw, a krotki rozdzial Podsumowanie pokazuje co jest gtéwnym osiagnigciem
pracy. Jego ostatnie zdanie to wlasciwy wniosek jaki mozna wyciggna¢ na podstawie

wykonanych badan. Reasumujac, jest to dobra praca doktorska.




Strong redakcyjng i estetyczng pracy réwniez nalezy oceni¢ bardzo wysoko. Praca liczy 101
stron i w takim dziele trudno jest unikng¢ omylek. Znalazlem zaledwie kilka bledoéw
redakcyjnych - na stronach 7, 28, 36, 70 i 78. Z nich podniosg, z réznych powodow, trzy:
A na str. 36 znalazl si¢ brzmiacy z rosyjska ,,serwerow Gensilico™;
A na stronie 70 Autorka napisata, ze biatko ...”dVLR przedstawia znacznie lepsze
wiasciwosci biofizyczne..” a ja wolalbym aby byto ,,posiada”;
A na stronie 78 znajduje si¢ stowo ,problematyczne” zastosowane do opisu

pojawiajacych si¢ trudnos$ci — strasznie nie lubi¢ tego stowa.

Podsumowujgc stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Magdaleny Wezner-Ptasinskiej
nalezy do tych, w ktérych Doktorantka nie data mi szansy aby podyskutowa¢ na temat jej
zawarto$ci. Oczywiscie zawsze mozna zaproponowac kilka dodatkowych eksperymentéw lub

modyfikacji tych wykonanych, ale nie o to chodzi w recenzji doktoratu.

Reasumujac stwierdzam, ze praca Pani mgr Magdaleny Wezner-Ptasinskiej spelnia wszystkie
warunki, zaréwno ustawowe jak i zwyczajowe, jakie stawia si¢ pracom doktorskim i dlatego
wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Praca jest bardzo ciekawa,
porusza niezwykle wazny aplikacyjnie problem i tylko brak lutu szcze¢scia sprawil, ze nie

zakonczyta si¢ sukcesem, ktéry nositby znamiona odkrycia naukowego.




