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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Kingi Gostomskiej-Pampuch pt.:
~Identyfikacja i wlasciwoséci niekonwencjonalnych produktow zaawansowanej
glikacji wystepujacych w surowicy ludzkiej.”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Magdaleny Staniszewskiej

w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Kingi Gostomskiej-
Pampuch dotyczy badan nad koncowymi produktami zaawansowanej glikacji tzw. AGE (ang.
Advanced Glycation End-products). Produkty glikacji moga powstawaé endogennie w
organizmie w wyniku reakcji rozmaitych metabolitéw, mogg by¢ rowniez pobierane z zewnatrz,
chociazby z termicznie przetwarzanej zywnosci. Trwate agregaty mogg kumulowac sie w
organizmie i zaburzajg jego homeostaze. Nasilona glikacja towarzyszy réwniez chorobom
metabolicznym np. cukrzycy czy miazdzycy. Zatem pogtebienie wiedzy w tym zakresie ma nie
tylko warto$¢ poznawcza, ale i potencjat aplikacyjny, poniewaz moze przyczyni¢ sie do
opracowania testéw diagnostycznych.

Recenzowana rozprawa liczy 122 strony maszynopisu, w tym: wstep, cel pracy,
materiaty i metody, wyniki, dyskusje wynikéw, wnioski, literature (liczacgq 204 pozycje,
obejmujgce najnowsze doniesienia), streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz
stosowanych skrotow, spis rysunkéw i tabel oraz osiggniecia naukowe. Napisana jest w uktadzie
typowym dla rozpraw doktorskich, poprawnym jezykiem naukowym, rzeczowo przedstawione
sq zagadnienia teoretyczne oraz wyniki badan. We wstepie Doktorantka zwiezle, ale
wyczerpujaco wprowadza czytelnika w tematyke powstawania koncowych produktéw
zaawansowanej glikacji, ich klasyfikacji oraz implikacji zwigzanych z ich akumulacjg w
organizmie. Wstep prowadzi do sformutowania celu pracy, w ktérym Doktorantka jasno
precyzuje zatozenia badawcze. Rozdziat ,Materiaty i metody” przedstawia procedury badawcze
opisane w sposob rzetelny i wyczerpujacy. Nastepujace po sobie rozdziaty ,Wyniki” i ,Dyskusja
wynikdéw” stanowig gtéwnag czes¢ pracy, w ktérej Doktorantka przedstawita rezultaty
przeprowadzonych eksperymentéow, a nastepnie dyskutuje je w oparciu o dostepne dane
literaturowe. Czes¢ merytoryczng pracy podsumowujg cztery wnioski, poparte wynikami
przeprowadzonych doswiadczen. Rozprawe konczy rozdziat ,Osiggnigcia naukowe”, w ktérym
Doktorantka przedstawita liste publikacji wiasnych obejmujgca az osiem prac oryginalnych (w
jednej Doktorantka jest pierwszym autorem) oraz dwa patenty.
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Na uwage zastuguje ponadto fakt, ze doktorantka byta laureatkq projektu ETIUDA
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.

Podsumowujgc ocene formalng pracy - rozprawa zostata przygotowana starannie i
rzetelnie, z duzg dbatoscig edytorska i w petni umozliwia zapoznanie sig z warsztatem oraz
dorobkiem naukowym Doktorantki.

Celem pracy podjetej przez Doktorantke byto zbadanie nowoodkrytych, nietypowych
produktéw glikacji nazywanych MAGE (produkt glikacji pochodzacy od melibiozy), a w
szczegdlnoéci wyizolowanie naturalnie wystepujacego MAGE z krwi ludzkiej, identyfikacje
rodzaju biatka nosnikowego oraz ich analizg metodami immunochemicznymi i
spektrometrycznymi. Geneza podjetych badan byly wczesniejsze obserwacje zespotu
wskazujace na obecno$¢ w organizmie nowego antygenu AGE, ktérego modelowy analog
otrzymano technikg glikacji biatek z melibioza w warunkach bezwodnych.

Wykorzystujagc mioglobine oraz rézne cukry i aldehydy, doktorantka rozpoczeta prace
eksperymentalne od zoptymalizowania metod syntezy mikrofalowej oraz standardowej glikacji
w roztworze. Nastepnie scharakteryzowata witasciwosci fizykochemiczne otrzymanych
produktéw poprzez analize ich widm absorpcyjnych i fluorescencyjnych identyfikujac, struktury
odmienne od konwencjonalnych AGE opisanych w literaturze. Zidentyfikowata
niskoczgsteczkowy MAGE (LMW-MAGE), ktérego wiasciwosci fizykochemiczne i strukturalne
odpowiadaty wysokoczgsteczkowemu HMW-MAGE.

W kolejnym etapie Doktorantka rozpoczeta eksperymenty prowadzace do wyprowadzenia linii
komdrek hybrydoma produkujacych przeciwciata monoklonalne anty-MAGE. Do selekcji klonow
wykorzystata otrzymane HMW-MAGE i LMW-MAGE. Przeciwciata wyprodukowane przez
wyselekcjonowany klon zostaty oczyszczone metodq chromatografii powinowactwa i
wykorzystane do wigzania z surowicy ludzkiej endogennych epitopéw. Nastepnie Doktorantka
metodq spektrometrii mas analizowata wyizolowane biatka surowicy zawierajace epitop MAGE,
identyfikujac albumine oraz przeciwciata klas: IgG oraz IgA.

Reasumujac wyniki badan otrzymane przez Doktorantke, uwazam, ze cele badan wytyczone na
wstepie pracy zostaty w petni zrealizowane a identyfikacja endogennych biatek surowicy, z
potwierdzonym antygenem MAGE dostarcza nowej wiedzy na temat glikacji biatek w organizmie
cztowieka.

Wyniki zaprezentowane w pracy sg przekonujace, wyczerpujgco opisane i Swiadczg o rzetelnym
i doktadnym prowadzeniu zaplanowanych badan, ktére umozliwity realizacje postawionego w
pracy celu. Nasunely mi sie jednak dwie sugestie:

1. W opisie dotyczacym produkcji przeciwciat (rozdziat Materiaty i metody) znajduje sie jedynie
lakoniczny opis immunizacji myszy: ,..uzyskany po immunizacji myszy Balb/c produktami
MAGEs” Prosze o doprecyzowanie tych informacji (sposéb, czestotliwos¢ podania antygenu,
wykorzystany adiuwant). Biorac pod uwage fakt, ze Doktorantka otrzymata przeciwciato klasy
(IgE), co nie jest typowe, informacje te (szczegdlnie o adiuwancie) wydajq sie¢ wazne.

2. Sugeruje przeredagowanie punktu 4. z rozdziatu 6. Wnioski.
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Whniosek o wystepowaniu epitopu MAGE na odmiennych biatkach u os6b zdrowych i chorych
zostat sformutowany w oparciu o analize surowicy jednego pacjenta z cukrzycqg i jednego
zdrowego dawcy, co jest niewystarczajgce by taka konkluzja byta wiarygodna.

W mojej ocenie, praca doktorska Pani mgr inz. Kingi Gostomskiej-Pampuch spetnia

wszystkie kryteria okreslane w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.595,
z poézn. zm.).
Zwracam sie zatem do Wysokiej Rady Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr inz. Kingi
Gostomskiej-Pampuch do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Rdwnoczesnie, majac na
uwadze jej znaczenie aplikacyjne, oraz fakt, ze czes¢ wynikédw zostata opublikowana w
recenzowanym czasopismie o IF 4,38 zwracam sie do Wysokiej Rady Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda o wyrdznienie ocenianej pracy stosowng
nagroda.

=G

dr hab. inz. Jakub Siednienko
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