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Ocena rozprawy doktorskiej Mgr Aleksandry Urban

Mutations of early proteins of the complement cascade- functional characteristics, potential applications

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma charakter spojnego tematycznie zbioru artykuléw w jezyku
angielskim, w skiad ktérego wchodzg dwie prace oryginalne — w tym jedna opublikowana w Journal of
Allergy and Clinical Immunology ocenianego jako najlepsze czasopismo w kategorii Allergy. Uzyskane
wyniki zaprezentowano takze w postaci dwoch manuskryptéw — w tym jednym w trakcie recenzji. We
wszystkich tych pracach Pani mgr Aleksandra Urban jest pierwszym autorem. Na uwagg zastuguje tez bogaty
dorobek naukowy doktorantki niezwigzany bezposrednio z rozprawa doktorska, obejmujacy wedlug bazy
PubMed kolejne trzy prace doswiadczalne, réwniez opublikowane w czasopismach o wysokim wspéiczynniku
oddziatywania IF.

Rozprawa obejmujgca opublikowane prace jak i przygotowane manuskrypty poprzedzona zostala
przygotowanymi w jezyku angielskim typowymi rozdziatami, jak Streszczenie, Cele ogolne, Wprowadzenie
i Dyskusja. Rozdzial Wprowadzenie zawiera syntetyczny opis przedmiotu pracy — konwertaz drogi
alternatywnej i klasycznej/lektynowej. Autorka wskazala na podobienistwa migdzy wehodzacym w ich sklad
czynnikiem B oraz czynnikiem C2 dopeiacza, wyjasnita wplyw mutacji typu nabycia funkeji (..gain of
function”, GOF) genéw czynnika B i C2 na aktywnos$¢/stabilno$¢ konwertaz. Autorka opisata réwniez
znaczenie autoprzeciwciala C3NeF w stabilizacji konwertazy C3 i zwrocila uwage na mozliwo$¢ nabycia
podobnej aktywnosci przez inne czynniki dopetniacza w wyniku mutacji ich genow.

Na tle tych informacji Autorka przedstawila szczegblowe cele swej pracy w postaci trzech obszaréw

badawczych:
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e poszukiwanie i analiza zaleznosci genotyp-fenotyp wariantéw genetycznych typu ,,gain of function”
czynnika C2 dopelniacza i wyjasnienie ich znaczenia w zwigzanych z ukladem dopelniacza chorobach
o podlozu autoimmunologicznym

e weryfikacja mozliwosci zastosowania wariantoéw czynnika C2 tworzacych konwertazy o wydiuzonej
stabilnoéci w celu zwickszenia efektywnosci opartych na immunoterapiach chor6b nowotworowych
wykorzystujacych przeciwciala cytotoksyczne

e analiza mozliwosci wykorzystania wariantu czynnika B tworzacego konwertaz¢ o zwigkszonej
trwalosci jako wzorca w bazujacych na ocenie stabilizacji konwertazy C3 testach funkcjonalnych do
detekeji C3NeF

Realizacja tych celéw szczegbtowych zostato udokumentowana zwigztym opisem uzyskanych wynikéw juz
opublikowanych lub zawartych w przygotowanych manuskryptach. Biorge pod uwage ograniczona wiedzg na
temat genetycznych podstaw syntezy bialka C2 dopelniacza, nalezy podkresli¢ nowatorski charakter

prezentowanej pracy a takze przejrzystos¢, spojnosc i logicznos¢ realizowanych etapow badan.
Do najwazniejszych osiggnieé uzyskanych w trakeie pracy nalezy zaliczy¢:

1. identyfikacje u pacjentéw z atypowym zespolem hemolityczno-mocznicowym (aHUS) lub
glomerulopatia C3G mutacji zmiany sensu typu ,.gain of function” genu C2, prowadzacych do
powstania wariantéw S250C i R249C w domenie von Willenbranda fragmentu C2a i warunkujacych
zwickszona aktywno$é konwertazy drogi klasycznej, co wynika prawdopodobnie ze zwigkszonej
opornoéci na inhibicyjne dziatanie CD55. Nalezy réwniez podkresli¢ wykonanie modelowania

molekularnego bialka C2 i C2b z umiejscowieniem regionu 243-250 i zaznaczeniem reszt 249 i 250.

W tym miejscu chcialabym zapytaé Doktorantke czy sq dostgpne dane literaturowe na temat
moZliwego mechanizmu oddziatlywari CD55 z domeng von Willebranda bialtka C2? Mojg uwage
gwrdcil tez wariant R243C, kiory jako jedyny nie byl trawiony przez Cls i nie tworzyl aktywnej
konwertazy. Czy sq jakies wskazéwki mogqce wytlumaczy¢ ten przypadek?

2. wykazanie nasilenia indukowanej biatkiem C-reaktywnym depozycji C3b na komdrkach srédbtonka
kigbuszkow nerkowych w obecnosci wariantow S250C 1 R249C (ale nie formy dzikiej biatka C2), co

sugeruje ich wspoldzialanie w rozwoju reakcji zapalnej w wyniku np. infekcji
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Ze wigledu na moje zainteresowania naukowe, chcialabym zapytad Doktorantke, czy w badaniach
rozwazano zastosowanie fikoliny-3 — silnego aktywatora lektynowej drogi dopelniacza, kidrego
niemal 100% koekspresje 7 C4d wykryto w okolokanalikowych naczyniach wlosowatych w
przeszezepach nerek, wigigeego sie do komorek apoptotycznych , o podwyiszonym poziomie w
chorobach 7z autoimmunizacii i chorobach nowotworowych, indukujgcego powstanie

autoprzeciwcial i moggcego tworzy¢ kompleksy z naturalnymi Ab?

3. wykazanie in vitro (w tym na komoérkach izolowanych od pacjentow z przewlekla biataczka
limfocytowa), iz w obecnosci wariantéw GOF biatka C2 dochodzi do wzmocnienia cytotoksycznego

dzialania przeciwciat anty-CD20 co sugeruje mozliwos¢ ich zastosowania w immunoterapii biataczek.

W badaniach cytotoksycznosci uzywano surowicy normalnej lub surowic pozbawionych skladnika
C2 czy C5. Chcialabym zapytad, czy w trakcie badari porownano aktywnos¢ wariantow w Srodowisku
osocza?

Doktorantka, w zadaniu 2 wskazuje na plany weryfikacji preydatnosci otrzymanych wariantow
pojedynczych i Zlotonych do zwigkszania skutecznosci terapeutycznej prreciwcial anty-CD20 w
badaniach in vive. W zalgczonym manuskrypcie nie ma jednak wynikéw tego typu badar. Bardzo

prosze o ustosunkowanie si¢ do tej kwestii.

4. wykazanie, iz wariant K323E czynnika B tworzy konwertazg o wyzszej aktywnosci niz konwertaza
C3 formowana w obecnodci autoprzeciwciala C3NeF i potwierdzenie, ze tego typu warianty moga

znalez¢é zastosowanie jako kontrola pozytywna/standard w testach stuzacych detekeji C3NeF.

Rozdzial Dyskusja jest formg podsumowania i interpretacji otrzymanych wynikéw w kontekscie dobrze
dobranych danych literaturowych. Jest on napisany umiejgtnie, co potwierdza duza wiedze¢ Autorki w zakresie
tematyki prowadzonych badan.

Nalezy podkreslié, ze kierowany przez Prof. Marcina Okroja Zesp6t, w ktorym praca byla realizowana
reprezentuje bardzo wysoki poziom naukowy i warsztatowy. To niewatpliwie pomoglo Doktorantce. Niemniej
jednak nalezy doceni¢ Jej umiejetnos¢ planowania doswiadczen, krytycznej analizy i interpretacji wynikow

oraz tatwo$¢ operowania réznorodnymi technikami laboratoryjnymi.
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Podsumowujac:

Rozprawa zatytulowana “Mutations of early proteins of the complement cascade- functional
characteristics, potential applications” stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i spelnia
wymagania dotyczace rozpraw doktorskich zawarte w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwiazku z powyzszym, z prawdziwg przyjemnoscia, zwracam
sig do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne przy Uniwersytecie Gdaniskim z wnioskiem o dopuszczenie Pani
mgr Aleksandry Urban do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Z uwagi na bardzo szeroki zakres
przeprowadzonych badan i warto$¢ uzyskanych wynikéw, potwierdzong ranga publikacji wlaczonych do

rozprawy, zwracam si¢ takze z wnioskiem o jej wyréznienie.

Z wyrazami szacunku,
A i jr{"hi el =
Anna Swierzko



