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zatytutowanej
,Fukozylacja biatek mleka ludzkiego w odniesieniu do etapéw dojrzewania mleka"

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze
i Zakladzie Chemii i Immunochemii Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu pod opieka Pani prof. dr hab. Marii Iwony
Katnik-Prastowskiej jako promotora oraz Pani dr hab. Magdaleny Orczyk-Pawitowicz jako
promotora pomocniczego. Zesp6t ten od wielu lat specjalizuje sig¢ w analizie glikozylacji
biatek w materiale biologicznym pozyskanym od dawcéw w réznych stanach fizjologicznych
oraz jednostkach chorobowych. Praca doktorska mgr inz. Jolanty Lis-Kuberka jest czgscig
prowadzonych w Katedrze i Zaktadzie Chemii i Immunochemii badan, majacych na celu

ocene glikozylacji biatek mleka ludzkiego.

Znaczenie oligosacharydéw zawartych w mleku matek w rozwoju odpornosci
niemowlat znane byto od dawna. Ludzkie mleko jest bogate w glikany, ktére wystepujg
zarébwno w postaci wolnej (HMO), jak rowniez zwigzanej z biatkami i lipidami, tworzac
odpowiednio glikoproteiny i glikolipidy. Glikany mleka blokujac bakteryjne receptory
adhezyjne o charakterze lektynowym hamuja adhezje bakterii do komérek gospodarza
i w efekcie zapobiegajg infekcjom bakteryjnym u noworodkéw. Nabyciu odpornosci przez
noworodki sprzyja réwniez obecnos¢ w mleku matek przeciwciat klasy G (IgG), ktére nalezg
do najwazniejszych glikoprotein uktadu odpornosciowego. Wiele badan poswigcono
identyfikacji i charakterystyce biatek obecnych w ludzkim mleku, natomiast glikozylacja tych
biatek pozostaje ciagle tematem stabo poznanym. Wynika to z duzej réznorodnosci
tancuchow cukrowych dotgczonych do biatek oraz stopnia skomplikowania ich budowy.
Uzyskanie petnej informacji o strukturze glikanéw wymaga zastosowania z reguty kilku
réznych technik badawczych, co sprawia, ze analizy glikozylacji sg czasochfonne
i pracochtonne. Dlatego ilo$¢ danych o budowie glikanéw jest czesto znaczaco mniejsza niz
wynikow analiz biatek, do ktérych sg zwigzane.

Wsrod glikanéw mleka na szczeg6ing uwage zastuguje ich frakcja fukozylowana,
ktorej analizy w odniesieniu do etapow dojrzewania mleka podjeta sig Pani mgr inz. Jolanta
Lis-Kuberka. Fukoza obecna w pozycjach terminalnych glikanéw odgrywa wazng role
w oddzialywaniach miedzykomérkowych. Obecnosé fukozy w glikanie fragmentu Fc IgG
modyfikuje funkcje efektorowe przeciwciat i wplywa istotnie na przebieg odpowiedzi
immunologicznej. Dlatego podjecie badan majacych na celu oceng zawartoSci
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fukozylowanych oligosacharydow w biatkach mleka ludzkiego, w tym IgG na
poszczegélnych etapach dojrzewania mleka oraz analizg poziomu fukozylacji 1I9G zalezng
od infekcji matki, jest w petni uzasadnione zaréwno na poziomie badan podstawowych, jak
réwniez budzi nadzieje na wykorzystanie uzyskanych wynikéw w produkcji mieszanek
mlecznych oraz uwzglednieniu poziomu fukozylacji HMO i glikokoniugatow mleka jako
dodatkowego kryterium w kontroli jako$ci mleka deponowanego w Bankach Mieka.

Tytut precyzyjnie oddaje zawarto$¢ pracy doktorskiej. Rozprawa sktada sie
z rozdziatébw: Omowienie (str. 4-13), Piémiennictwo (str. 14-15), Whnioski (str. 16),
Streszczenie w jezyku polskim (str. 17-19), Streszczenie w jezyku angielskim (str. 20-21),
kopii 3 prac naukowych stanowigcych monotematyczny cykl (str. 22-60), Curriculum Vitae
(str. 61) oraz O$wiadczenh Wspdtautorow (str. 62-73). Spéjny tematycznie cykl publikaciji,
stanowiacy zasadniczg czes$¢ rozprawy doktorskiej, obejmuje dwie prace eksperymentalne
opublikowane w 2015 i 2018 roku oraz jeden artykut przegladowy z 2015 roku. We
wszystkich publikacjach Pani mgr inz. Jolanta Lis-Kuberka jest pierwszym autorem i wniosta
najwiekszy wktad w ich przygotowane, biorac udziat w planowaniu doswiadczen, wykonaniu
eksperymentéw, analizie i opracowaniu wynikéw badan, przygotowaniu manuskryptu, rycin
i tabel oraz korekcie manuskryptu.

Badania zostaty wykonane na prébkach mleka pozyskanego od matek na réznych
etapach laktacji oraz probach ich osocza. W odréznieniu od badan na materiale
pochodzacym z hodowli in vitro, gromadzenie materiatu od dawcéw wymaga petnej
dyspozycyjnosci oraz z reguly diugiego czasu na skompletowanie wystarczajacej liczby
probek, ktéra pozwoli na uzyskanie wynikéw istotnych statystycznie. Dlatego nalezy
doceni¢, ze Doktorantka przeprowadzita badania fukozylacji immunoglobulin G
wykorzystujac tacznie prawie 300 probek mleka i 40 prébek osocza krwi. Glikozylacja biatek
jest procesem wrazliwym na szereg czynnikéw, w tym wiek i pte¢ dawcow, skfadniki diety,
stosowane leki, a nawet naduzywanie alkoholu czy palenie tytoniu. Wobec tego
w badaniach glikozylacji konieczne jest precyzyjne dobranie grupy badanej i kontrolnej pod
wzgledem tych kryteriow. Ten wymog zostat spetniony w przypadku badann wykonanych

przez Panig mgr Jolante Lis-Kuberka.

Analiza zawartosci fukozy w oligosacharydach mleka zostata przeprowadzona
w oparciu 0 metody lektynowe. Lektyny, najczeséciej pochodzenia roslinnego, sg uznanym
narzedziem do analizy sktadu cukrowego glikokoniugatéw, pozwalajgcym na identyfikacje
danej reszty cukrowej oraz typu wigzania glikozydowego. Do badan wykorzystywano dwie
techniki bazujace na cukrowej specyficznosci lektyn: lektynobloting po rozdziale
elektroforetycznym w zelu polialkryloamidowym w obecnosci siarczanu dodecylu sodu
(SDS-PAGE) oraz zmodyfikowany test immunoenzymatyczny ELISA do identyfikacji reszt
cukrowych w czasteczkach IgG. Detekcje fukozy przeprowadzono stosujac trzy lektyny
rézniace sie specyficznoécia wzgledem typu wigzania glikozydowego, ktérym dotaczony jest
ten monosacharyd: UEA izolowanej z Ulex europaeus, ktéra preferencyjnie rozpoznaje
fukoze a1,2-wigzang, LTA z Tetragonolobus purpureus specyficzng dla Fuc a1,3 oraz LCA
z Lens culinaris wigzaca rdzeniowg Fuc a1,6. Wykonanie analiz glikozylacji, szczegolinie
metodg lektynoblotingu, dla tak duzej liczby prébek w dwoch powtorzeniach zastuguje na
uznanie. Uzyskanie powtarzalnych wynikow metodami lektynowymi wymaga duzej

precyzyjnosci, poniewaz wplyw na wigzanie lektyn ma szereg czynnikéw, m.in. pH i sklad
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buforéw, wiasciwy dobor rozcienczenia lektyn, czas reakcji kolorymetrycznej katalizowanej
przez alkaliczng fosfataze a nawet temperatura reakcji. Liczba wykonanych analiz oraz
uzyskane wyniki $wiadczg o bardzo dobrym opanowaniu warsztatu badawczego przez

Doktorantke.

W rozdziale pt. Oméwienie zostaly zebrane najwazniejsze dane dotyczace
metodyki badan oraz uzyskanych wynikéw. Dwa schematy w przejrzysty sposob obrazujg
etapy procedury metod lektynowych uzytych do do$wiadczen oraz zasade detekcji fukozy
w biatkach mleka wykorzystang w tych metodach, trzeci przedstawia specyfike wigzania
lektyn wybranych do analizy fukozylacji biatek mleka w oparciu o dane literaturowe. Na
dwoch kolejnych rycinach tego rozdziatu przedstawiono najwazniejsze wyniki otrzymane dla
fukozylowanych biatek mleka. Wyniki wtasne przedstawiono na tle danych literaturowych
zebranych w rozdziale Piémiennictwo. Klarowny opis oraz starannie przygotowane ryciny
utatwiajg zrozumienie danych opublikowanych w dwéch anglojezycznych artykutach
oryginalnych bedacych czescia monotematycznego cyklu. Nieliczne biedy literowe,
interpunkcyjne i btad pisowni w stowach Llektyno-bloting” oraz ,fukozo-swoistych”
(przymiotniki i rzeczowniki ztozone z czlonéw nieréwnorzednych znaczeniowo piszemy

tgcznie) nie wplywajg na czytelnos¢ tego opisu.

Pierwsza publikacja bedaca czescig monotematycznego cyklu (Lis-Kuberka et al.,
2018) dotyczy fukozylacji przeciwciat klasy G (IgG) stanowigcych gtowng frakcje
glikoproteinowag osocza krwi oraz najwazniejszg immunologicznie glikoproteine ludzkiego
mleka. Badania przeprowadzono na 186 probkach mleka kobiet, ktére urodzity w terminie,
106 probkach mleka pobranego od kobiet, ktére urodzity przedwczesnie oraz 40 probkach
osocza krwi kobiet karmigcych. Stwierdzono, ze zawartos¢ fukozy wigzanej a1,2 oraz a1,3
do glikanéw IgG w przeciwierstwie do stezenia IgG koreluje z etapami laktacji oraz zalezy
od infekcji matki i tego, czy poréd miat miejsce w terminie czy kobiety urodzity
przedwczesnie. Poréwnanie fukozylacji IgG osocza i mleka matek uwzgledniajace stezenie
lgG wskazuje na znaczaco wiekszg zawartos¢ fukozy w IgG obecnym w mieku matek w
poréwnaniu do IgG w osoczu krwi. To bardzo ciekawy wynik, ktéry w mojej opinii stanowi
punkt wyjscia do kolejnych badan strukturalnych oraz funkcjonalnych. Wazne do
interpretaciji funkcjonalnej uzyskanych wynikoéw bytoby okreslenie w kolejnych badaniach,
czy intensywniejsza fukozylacja dotyczy tylko glikanéw fragmentow Fc, czy rowniez

fragmentow Fab.

Celem drugiej pracy (Lis-Kuberka et al., 2015) stanowigcej czg$¢ rozprawy
doktorskiej byla ocena zawartosci fukozy w glikoproteinach mleka zdrowych kobiet
karmigcych pobranego miedzy 2 a 47 dniem laktacji. Stosujac lektyny UEA i LCA wykazano
istotny statystycznie spadek ekspresji fukozy wigzanej a1,2 i a1,6 do glikanéw biatek mleka
w procesie dojrzewania mleka oraz brak korelacji w zawartosci fukozy wigzanej a1,3 do
oligosacharydéw biatek mleka (reakcja z lektyng LTA) z jego dojrzewaniem. Autorzy
interpretujg ten wynik jako zabezpieczenie przed infekcjami bakteryjnymi i wirusowymi
dziecka, ktore rodzi sie z niedojrzatym uktadem odpornosciowym. Wysoki poziom fukozylacji
biatek mleka moze jednoczesnie sprzyja¢ kolonizacji przewodu pokarmowego przez
prawidiowa flore bakteryjna. Stwierdzenie réznic w a1,2- i a1,6-fukozylacii biatek mleka
matki w przebiegu laktacji nasuwa pytanie, ktorych biatek dotyczag zmiany fukozylacji oraz
rodzi potrzebe weryfikacji hipotezy znaczenia funkcjonalnego tych zmian glikozylacii, m.in.
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dla prawidlowego rozwoju dziecka, co zapewne zostanie uwzglednione w kolejnych

projektach badawczych Zespotu.

Whioski w obydwu pracach badawczych zostaty sformutowane poprawnie i sg
adekwatne do uzyskanych wynikéw. Zastosowane metody analizy glikozylacji oraz
narzedzia statystyczne wybrane do analizy danych pozwolity na realizacje celu badan
i uzyskanie wynikéw weryfikujacych postawione hipotezy badawcze. W obydwu publikacjach
eksperymentalnych wyniki wtasne poddano krytycznej analizie w kontekécie dostepnych
danych literaturowych.

Trzecia praca z monotematycznego cyklu stanowigcego podstawe rozprawy
doktorskiej Pani mgr inz. Jolanty Lis-Kuberka to artykut przegladowy opublikowany w 2015
w Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej. Praca powstata w oparciu o 125 pozyciji
literaturowych, jest bogatym zrédtem informacji na temat fukozylowanych biatek mleka. To
bardzo ciekawe opracowanie, napisane w sposob przejrzysty, bogato ilustrowane 5 rycinami
i 5 tabelami. Stanowi bardzo dobre wprowadzenie teoretyczne w tematyke badawcza dwoch
pozostalych prac eksperymentalnych. Mam tylko uwage zwigzang z zaliczeniem wolnych
oligosacharydéw mieka do glikokoniugatow. Do zdan "Oprécz glikoprotein w mleku ludzkim
sq obecne jeszcze inne glikokoniugaty: wolne oligosacharydy (HMOs - human milk
oligosacchaarides) [...]" oraz "Z nielicznych doniesiert wynika jednak, ze glikokoniugaty
mieka ludzkiego, w tym HMOs, [...] (odpowiednio str. 44 i 46 rozprawy doktorskiej) wkradt
sie btad, poniewaz wolne oligosacharydy to nie glikokoniugaty.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Jolanty Lis-Kuberka to wartosciowe
opracowanie naukowe, aktualne tematycznie i dostarczajgce nowych dla wiedzy wynikow,
ktore uzasadniajg kontynuacie badarn w kierunku bardziej szczegdtowych analiz
strukturalnych, identyfikacji biatek mleka o zmienionej fukozylacji oraz analiz funkcjonalnych.
Ponadto, nalezy dodaé, ze rozprawa zostata przygotowana w sposob przejrzysty oraz
wyjatkowo estetyczny.

Watpliwosci i sugestie:
1. Mam watpliwosci co do poprawnosci okreslenia celu badan (Omowienie, str. 5 rozprawy,
Streszczenie w jezyku polskim, str. 17 oraz Streszczenie w jezyku angielskim, str. 20). W
mojej opinii celem byta ocena zawartosci fukozy w glikoproteinach mleka i osocza a nie
okreslenie reaktywnosci lektyn. Reaktywnos¢ lektyn, ktére specyficznie rozpoznajg reszty
cukrowe, umozliwia ocene zawarto$ci tych monosacharydow.

2. Rycina 3 w rozdziale pt. Omowienie przedstawia preferencije trzech fukozospecyficznych
lektyn wykorzystanych do badan wzgledem wigzan glikozydowych, ktorymi dotgczona jest
fukoza. W opisie ryciny podano, ze wybrane lektyny wigza fukoze w N- i O-glikanach,
natomiast rycina przedstawia tylko schemat N-glikanu. Mysle, ze byloby zasadne
przedstawi¢ graficznie réwniez wigzanie lektyn do reszt fukozy w O-glikanach.

3. Wiadomo, ze lektyny mogg wigza¢ sie niespecyficznie do czeéci biatkowej a nie przez
reszte cukrowa. Czy nie byloby zasadne wykonanie dodatkowej kontroli specyficznosci
wigzania lektyn poprzez blokowanie lektyny fukoza przed reakcjg z glikoproteinami
w obydwu zastosowanych technikach? Prace wchodzgce w sktad monotematycznego cyklu
niniejszej rozprawy doktorskiej zostaty poddane wnikliwym recenzjom przed przyjeciem do
druku w czasopismach z listy A MNiSW i jako$¢ badan oraz wiarygodno$¢ uzyskanych
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wynikéw nie budzi watpliwosci. Prosze o potraktowanie tej uwagi jako sugestii przy

planowaniu i realizacji kolejnych badar w trosce o jak najwyzszg jako$¢ badan. UNIWERSYTET

JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Podsumowujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Jolanty
Lis-Kuberka pt. ,Fukozylacja biatek mleka ludzkiego w odniesieniu do etapow dojrzewania
mleka” 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 pozn. zm.) oraz wnioskuj¢ do Rady Wydziatu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr inz. Jolanty Lis-Kuberka
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

. ) = oy . . s Wydziat Biologii
Rownoczesnie uwzgledniajac warto$¢ merytoryczng oraz potencjalng aplikacyjnoscé

uzyskanych wynikéw badan wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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