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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Kingi Gostomskiej-Pampuch
pt. ,, Identyfikacja i wlasciwosci niekonwencjonalnych produktéw zaawansowanej

glikacji wystepujgcych w surowicy krwi”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani mgr. inz. Kingi Gostomskiej-Pampuch
zostata wykonana pod kierunkiem Dr hab. Magdaleny Staniszewskiej prof. KUL, w
Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu oraz w Zakladzie Biochemii
Lekarskiej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Badania byly realizowane w ramach
dwoch grantow NCN: (i) projektu OPUS 2017/25/B/NZ4/01198 ,,Udzial glikacji i szlaku
kinureninowego w modulowaniu $rodowiska nowotworowego” oraz (ii) projektu ETIUDA
2019/32/T/NZ4/00492 ,Identyfikacja 1 wiadciwosci niekonwencjonalnych produktéw
zaawansowanej glikacji wystepujacych w surowicy ludzkiej”, ktérego kierownikiem byta
Doktorantka.

Generowanie konicowych produktéw zaawansowanej glikacji (AGEs) to proces
nieenzymatycznej modyfikacji biatek przez reszty cukréw czy aldehydéow. W warunkach in
vivo moze prowadzi¢ do zaostrzefi choréb autoimmunologicznych, metabolicznych, innych
przewleklych chor6b zapalnych oraz choréb neurodegeneracyjnych. Ze wzgledu na ogromng
roéznorodno$¢ substratéw wykorzystywanych w procesie glikacji poczgwszy od cukréw,
poprzez metabolity utlenienia lipidow, a takze ztozono$¢ szlakéw tych modyfikacji, powstajgce
AGEs sg wysoce heterogenng grupg zwigzkéw, charakteryzujgcg sie réznorodng strukturg oraz
wilasciwosciami fizykochemicznymi i biologicznymi. Zalezne od AGE modyfikacje biatek
mogg znaczgco wplywac na ich strukture i funkcje, a powstajgce agregaty na niewlasciwg
depozycj¢ w tkankach. Poniewaz efekty biologiczne zwigzane z nadprodukcja AGEs sg

szkodliwe i przyczyniajg si¢ do licznych patologii jak choéby insulinoopornoéci czy silnego
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stanu zapalnego, badania nad AGEs wraz poznaniem i charakterystyka nowych produktow

glikacji sa wielce istotne i pozadane.

Ocena formalna

Rozprawa doktorska pani mgr inz. Kingi Gostomskiej-Pampuch posiada uktad i sposob
prezentacji typowy dla prac o charakterze eksperymentalnym. Dysertacja obejmuje 122 strony,
zawiera 30 rycin i 6 tabel oraz 204 pozycje piémiennictwa dobrze korespondujacego z tematyka
rozprawy. Zawiera wykaz skrotow, wykaz rysunkéw i tabel oraz streszezenia w jezyku polskim
i angielskim. Na koncu znajduje si¢ spis pozostatych osiggni¢¢ naukowych. Praca jest
praWidlowo zorganizowana w rozdziaty i podrozdzialy adekwatne do prezentowanych tresci.
step nakresla problem badawczy, wprowadzajac czytelnika w tematyke zwigzang z
koncowymi produktami zaawansowanej glikacji, w tym z ich powstawaniem, struktura,
metodami oznaczania i syntezy oraz konsekwencjami dziatania na organizm ludzki. Metody sa
napisane poprawnie cho¢ znacznie czytelniej byloby opisanie ich w formie protokotéw. Na
uznanie zashuguje bogaty warsztat metodyczny Doktorantki obejmujacy réznorodne metody i
techniki poczawszy od metod instrumentalnych (chromatograficznych, spektroskopowych,
spektrometrii mas) poprzez immunochemiczne, do zlozonych technik komdrkowych jak
cho¢by generowanie hybrydom i uzyskiwanie przeciwcial monoklonalnych. Wyniki zebrane
w sposOb syntetyczny sa prezentowane w sposob logiczny i spdjny. Przedstawione sg na
licznych wykresach i rycinach, ktérych opisy jednakze bywajg niekiedy nieprecyzyjne, co
bedzie wyszezegolnione w dalszej czgsei recenzji. Dyskusja jest prowadzona prawidiowo i
przejrzyscie. Obejmuje nie tylko interpretacje wynikow w §wietle opublikowanych prac innych
autoréw ale podejmuje tez proby wyjasnienia, jakie implikacje mogg mie¢ zaobserwowane
zjawiska w kontekscie patofizjologii. Wnioski zebrane w 4 punkty stanowig odpowiedzi na
postawione cele. Praca napisana jest jezykiem poprawnym i zrozumialym. Podsumowujgc
praca jest spdjna tematycznie z wyraznie nakre$lonym celem i obszernym materialem

doswiadczalnym.

Ocena merytoryczna
Tematyka badawcza zawarta w pracy doktorskiej skupia si¢ wokét poszukiwania nowych,

nietypowych produktéw zaawansowanej glikacji i jako glowny cel zaklada wyizolowanie 1
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szczegotowa charakterystyke tych wystepujacych w warunkach naturalnych, a pochodzacych

od melibiozy stad ich umowna nazwa MAGE. W pracy dokonano takze charakterystyki

syntetycznych analogdéw MAGE na tle innych produktéw AGEs.

Chcac zrealizowa¢ powyzsze cele wykonano kilka dobrze przemyslanych zadan badawczych,

ktore byly mozliwe do przeprowadzenia dzicki wygenerowaniu wilasnych narzedzi

(odczynnikow) badawczych. Do najwazniejszych wynikow przeprowadzonych badan mozna

zaliczy¢ :

1. Uzyskanie i scharakteryzowanie pod wzgledem fizykochemicznym oraz z udziatem dwoch
metod (klasycznej i bezwodnej w $rodowisku mikrofal) szeregu modelowych biatkowych
produktow zaawansowanej glikacji AGE uzywajac mioglobiny jako biatka modelowego
oraz r6znych mono- i dwucukrow, a takze aldehydow jako czynnikow glikujacych.

2. Wykazanie, ze produkt MAGE, bedacy efektem glikacji mioglobiny przez melibioze,
utworzony w warunkach bezwodnych wykazuje odmienng strukture i wtasciwosci od AGEs
dotad opisywanych w literaturze oraz ze inne AGEs, rowniez wykorzystujace jako biatko
nosnikowe mioglobing, nie posiadajg epitopéw krzyzowo-reagujacych z przeciwciatami
monoklonalnymi swoistymi wzgledem MAGE

3. Uzyskanie i oczyszczenie, przy pomocy metod instrumentalnych i immunochemicznych,
niskoczasteczkowego antygenu MAGE (LMW-MAGE), ktérego struktura i wlasciwosci
fluorescencyjnie odpowiadaly modyfikacjom obecnym na modelowym biatkowym
produkcie MAGE (HMW-MAGE).

4. Wykazanie obecnosci antygenu MAGE na biatkach krwi ludzkiej u 0s6b z cukrzycg i u

zdrowych oraz stwierdzenie pomiedzy nimi réznic w sktadzie zmodyfikowanych biatek.

Autorka pracy w pelni zrealizowata postawiony cel udowadniajgc, ze endogenny antygen
MAGE, jest obecny na kluczowych biatkach wystepujgcych w krwi ludzkiej, a mianowicie na
albuminie oraz tancuchach cigzkich immunoglobulin IgG i IgA. Ponadto wykazafa, 7e WzOor
glikacji wydaje si¢ by¢ czgéciowo odmienny u 0s6b z cukrzycy (glikacja dotyczyta albuminy i
IgG) oraz u zdrowych (glikacja dotyczyta IgG i IgA). Doktorantka potwierdzita, Ze antygen
MAGE modyfikuje 5 reszt aminokwasowych modelowej mioglobiny w tym 3 reszty lizyny,
reszt¢ argininy i reszt¢ histydyny oraz ze uczestniczy on w glikacji tez innych niz mioglobina

biatek tj. albuminy i immunoglobuliny. Potwierdzita, ze jako$¢ oraz ilo$¢ otrzymywanych
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modelowych produktéw zaawansowanej glikacji jest determinowana przez konkretng metode
ich pozyskiwania, co nalezy mie¢ na uwadze w badaniach nad rolg tych produktéw. Dodatkowa
warto$cia pracy jest dokladne opracowanie i zoptymalizowanie metody produkeji i
oczyszczania przeciwcial monoklonalnych anty-MAGE wraz z ich charakterystyka, dzigki
czemu mozliwa byla identyfikacja nowego produktu glikacji. Przeciwciala te, o najmnie;j
licznie reprezentowanym izotypie IgE poza MAGE, nie wykazywaly reaktywnosci z
nieglikowanymi biatkami nosnikowymi ani z innymi uzyskanymi produktami glikacji. Ze
wzgledu zatem na wysokg specyficznos¢ przeciwcial anty-MAGE nie obarczong reakcjami
krzyzowymi, jak réwniez dysponowanie wzorcowym syntetycznym LMW-MAGE, ta czg$¢
pracy moze mie¢ charakter aplikacyjny. Ukltad bazujacy na kompleksie immunologicznym
MAGE-anty-MAGE z powodzeniem bowiem moze zosta¢ wykorzystany w testach
immunoenzymatycznych czy immunochromatograficznych, stuzacych identyfikacji nowych

produktow glikacji typu MAGE w materiale biologicznym.

W tym miejscu, chciatabym prosi¢ Doktorantke o podzielenie si¢ wiedzg na ponizsze kwestie

i zwigzane z nimi pytania, ktore nasunety mi si¢ w trakcie czytania tej rozprawy.

1. Dlaczego w trakcie porownawczej identyfikacji epitopu MAGE na biatkach krwi ludzkiej
Doktorantka postuzyta si¢ odmiennym w kontekscie skladu bialkowego materialem
biologicznym — surowicg od 0s6b z cukrzycg ale osoczem od 0séb zdrowych?

2. Czy MAGE z uwagi na fakt, ze jest rozpoznawany przez przeciwciata monoklonalne o
izotypie IgE, mozna hipotetycznie zaliczy¢é do czynnikow alergogennych oraz czy
Doktorantka uwaza, ze jakie$ badania w tym zakresie bytyby wskazane?

3. Jaka zdaniem Doktorantki bedzie przydatnos¢ w klinice produktow AGEs jako
biomarkeréw? Czy z przyczyn ich ogromnej heterogennosci w ogéle mozemy mowic o
takiej przydatnosci? Czy znane sa AGEs uzywane powszechnie w diagnostyce?.
Prositabym o rozwazenie problemu pod katem tego czym powinny si¢ charakteryzowac
AGEs aby mozna je uzna¢ za warto$ciowe biomarkery w diagnostyce, a moze raczej jako
biomarkery prognostyczne czy predykcyjne? Czy badany produkt MAGE ma szanse

zaistnie¢ jako biomarker?
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Uwagi krytyczne

Z formalnego obowigzku recenzenta musz¢ zwroci¢ uwage na pewne zauwazone uchybienia

czy niedociggnigcia recenzowanej pracy:

Uzywane czesto przez Doktorantke sformulowanie aktywnosé przeciwcial jest moim
zdaniem niefortunne i nie stosowane w immunologii w kontekscie okreslenia zdolnosci
przeciwcial do wigzania antygenu. Sugerowatabym zastgpi¢ je wyrazeniem reaktywnosé
przeciwcial, ktore ta wiasciwos$é definiuje. Termin aktywnosé biologiczna czy innymi
stowy powszechny termin funkcjonalnosé przeciwcial jest uzywany w przypadku oceny
funkcji efektorowych zaleznych od przeciwciat, jak choéby opsonofagocytoza, aktywacja
dopelniacza, cytotoksyczno$¢ komorkowa zalezna od przeciwcial czy zdolno$é do
neutralizacji.

W pracy zabraklo niektoérych analiz statystycznych, ktéore w przypadku poréwnan
zmiennych o charakterze danych ilosciowych sg niezb¢dne aby wnioskowaé o rdéznicach
lub ich braku pomiedzy tymi zmiennymi. np. na Rys. 17A podano, ze najmnicjsza liczba
komorek wystgpuje w hodowlach z obecnoscia 2% i 4% FBS, tymczasem zgodnie z Rys.
17A liczebno$¢ komorek hodowanych w obecnosci 4%, 6% i 8% wydaje si¢ by¢
poréwnywalna, a ta dla 2% surowicy cho¢ wizualnie mniejsza, bez potwierdzenia
statystycznego uwzgledniajgcego miare rozrzutu wynikoéw, weale taka by¢ nie musi.

W opisie kilku rycin brakuje informacji na temat tego ile razy dany eksperyment byt
powtarzany, w ilu powtdrzeniach roboczych wykonywany i/lub czego dotyczg zaznaczone
na wykresie miary zmiennosci wynikéw (SD czy SEM) — dotyczy Rys: 16, 17,' 18, 20, 25,
265.

Opis wynikow SDS-PAGE dla produktu glikacji z udzialem aldehydu T>N-trans-2-
nonenalu wydaje si¢ by¢ nieadekwatny z Rys. 7. Analogiczna uwaga niekompatybilnosci
pomigdzy opisem wynikéw a ich prezentacja dotyczy widma fluorescencji dla mioglobiny
przedstawionego na Rys. 9, gdzie mioglobina wydaje si¢ mie¢ jedno maksimum
fluorescencji, a nie dwa jak zostato podane.

Charakteryzujac epitop MAGE rozpoznawany przez swoiste przeciwciala w oparciu o
krzywe hamowania w kompetycyjnym tescie ELISA, w podsumowaniu rozdziatu na str. 66

znalazlo si¢ zdanie o charakterze stwierdzenia zamiast domniemania ,,...wykazano, ze
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struktura epitopu dla przeciwciat anty-MAGE obejmuje czasteczke cukru i co najmniej
lizyny , ale na bialku epitop jest liczniej prezentowany.....” — poniewaz np. analizy
mapowania epitopéw Doktorantka nie wykonywata, w mojej ocenie moze to by¢ jedynie
hipoteza, ktorej weryfikacja wymaga dalszych badan.

e Autorka nie ustrzegla si¢ ,niezgrabnosci” jezykowych jak chocby: potwierdzenie
aktywnosci adsorpcji zamiast potwierdzenie efektywnosci adsorpcji (Materiaty i Metody,

str. 41); we krwi cukrzykéw zamiast chorych na cukrzycg (Wnioski, str. 90).

Podsumowanie

W mojej ocenie, przedstawiona do oceny rozprawa stanowi wazny wkitad w poznanie roli
nowych produktéw zaawansowanej glikacji MAGE, a zastosowane metody badawcze swiadczg
o dobrze opanowanym warsztacie technicznym i umiejetnosciach wykorzystywania
réznorodnych metod z zakresu biochemii, immunologii, czy biologii komorki. W moim
przekonaniu zaprezentowane przez Autorke wyniki, stanowigce nowosé naukowg oraz
oryginalne rozwigzanie problemu badawczego, sg ciekawe i majg duzg wartos¢ poznawcza.
Cechujg si¢ takze potencjalnym charakterem aplikacyjnym, co otwiera szerokie perspektywy
badawcze na przysztosé. Wiasciwie wyciggane wnioski oraz prawidlowo i przejrzyscie
prowadzona dyskusja §wiadczg o duzej znajomosci tematyki badawczej oraz umiejetnosei
krytycznego spojrzenia na wyniki badafh wiasnych. Wszystko to s$wiadezy o dobrym
przygotowaniu Doktorantki do pracy naukowej wymagajgcej najpierw umiejetnosci
zdefiniowania problemu badawczego, a nastepnie jego analizy i interpretacji. Duza wartos¢
prowadzonych badan zostala znakomicie potwierdzona przez publikacj¢ wynikow w
renomowanym czasopi$mie Scientific Reports (IF 4,379). Na przysztosc sugerowatabym
jednak Doktorantce wigkszg dbatos¢ o graficzng prezentacje wynikow.

Wszystkie przedstawione tutaj pytania i uwagi w zadnym stopniu nie umniejszaja wartosci
naukowej rozprawy i nie wptywaja na mojg jak najbardziej pozytywna jej oceng. Chciatabym
podkresli¢, ze oprocz wynikow, przedstawionych w pracy doktorskiej, Pani Kinga Gostomska-

Pampuch jest autorka 8 publikacji i kilkunastu doniesieni konferencyjnych. Warto réwniez
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dodéé, ze Doktorantka byta juz kierownikiem i wykonawcg projektow naﬁkoWych oraz
stypendystka projektow krajowych i zagranicznych.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Kingi
Gostomskiej-Pampuch spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w ustawie
z dnia 14 marca 2003 roku (z podzniejszymi zmianami i uzupelnieniami) ,,0 stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki”. Wnosze¢ zatem o
dopuszczenie Doktorantki przez Wysokg Rade Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalne;j

im. Ludwika Hirszfelda, PAN we Wroctawiu do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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