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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Anny Dzierzby

pt Badanie wtasciwosci biologicznych glicylowanych struktur weglowodanowych

wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Lekarskiej
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu
pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Gamiana

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej zostaty wspoétfinansowane z kilku
projektow badawczych (P0OIG.01.01.02-02-003/08, 2P0OSA 140 30, grant promotorski
Pbmn73).

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy koniugacji syntetycznych pochodnych cukrowych z
czasteczkami biatek nosnikowych. Syntezowane w ramach pracy pochodne cukrowe
zawierajg fragment N-acetyloglicyny w pozycji C-6 fragmentu cukrowego i sg zwigzkami
imitujgcymi epitop lipopolisacharydowy zawierajgcy glicyne. Koniugaty z dwoma biatkami
nosnikowymi: albuming wotowg i mioglobing koriskg zostaty wykorzystane do immunizacji
zwierzat doswiadczalnych, w celu uzyskania przeciwciat swoistych wobec endotoksyn, czyli
komplekséw lipopolisacharydowych. Z racji tego, ze endotoksyny stanowig najwazniejszy
immunologicznie czynny element strukturalny $ciany komérkowej bakterii Gram-ujemnych,
glikokoniugaty takiego typu jakie zaprezentowane w pracy Pani Katarzyny moga okazac sie
uzyteczne do opracowania glikokoniugatowych szczepionek nowej generacji. Obecnie uwaza
sie, ze szczepionki glikokoniugatowe sg jednymi ze skuteczniejszych i bezpieczniejszych.

W ostatnich latach coraz wiecej uwagi S$rodowiska naukowego przyciagga rola
glikokoniugatéw w rozpoznaniu immunologicznym i cho¢ zostata ona juz stosunkowo dobrze
poznana, to nadal wiele kwestii pozostaje do wyjasnienia. Glikokoniugaty odgrywaja duia
role nie tylko jako kandydaci na szczepionki, ale réwniez jako narzedzia biochemiczne do
$ledzenia ich przemian w uktadzie odpornosciowym.

Cho¢ pierwsze szczepionki glikokoniugatowe przeciwko powszechnie wystepujgcym
zakazeniom  bakteryjnym zastosowano na przetomie lat osiemdziesigtych i
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dziewigldziesigtych XX wieku, to dopiero badania ostatnich lat dowodzg, ze nie tylko biatka,
ale takze weglowodany s3 rozpoznawane przez limfocyty T. Fakt ten stymuluje badania nad
produkcja szczepionek zawierajacych réznorodne fragmenty cukrowe. Bowiem im wiecej
czasteczek jest rozpoznawanych i przetwarzanych przez limfocyty T, tym silniejsza
odpowiedZ immunologiczna, a to moze by¢ wykorzystane w zapobieganiu nie tylko infekcjom
bakteryjnym, ale takze chorobom nowotworowym czy wirusowym. Stad bardzo aktualnym
nurtem sa badania interdyscyplinarne nad synteza, izolowaniem, okreslaniem struktury i rolg
rozmaitych reszt oligosacharydowych, w tym réwniez tych, zawartych w bakteryjnych
lipopolisacharydach.

W tej tematyce mieéci sie praca doktorska mgr Katarzyny Dzierzby wykonana pod
kierunkiem profesora Andrzeja Gamiana, ktéry posiada wybitne osiggniecia naukowe w tej
dziedzinie. Miedzy innymi osiagnigciem jego grupy badawczej byto wykazanie obecnoéci
glicyny w endotoksynach bakterii. Kontynuacjg tych badan jest przedstawiona do recenzji
rozprawa, w ktérej Doktorantka podjeta sie oceny biologicznych wiaiciwosci syntetycznych
pochodnych cukrowych, glicylowanych w pozycji C-6. Recenzowanie tej pracy stanowito dla
mnie bardzo ciekawa lekture, gdyz Autorce udato sie przedstawi¢ wyniki badari wiasnych na
tle badan biologicznych i bioinformatycznych prowadzonych w wiodacych grupach, co
poparta bardzo bogatym przegladem literaturowym. Zebrane informacje literaturowe byty
przydatne do opisania wynikéw i przeprowadzenia dyskusji. Na uwage zastuguje szeroki
zakres stosowanej przez Autorke literatury, tacznie 268 pozycji, z czego blisko 160 dotyczy
literatury ostatnich 10 lat.

Tytut pracy: Badanie wiasciwosci biologicznych glicylowanych struktur weglowodanowych
dobrze oddaje zawarto$¢ rozprawy. Przediozona praca zawiera 222 strony, 73 rysunki, 17
tabel, 268 odnosnikéw literaturowych.

Doktorantka podjeta sie bardzo trudnego wyzwania o charakterze interdyscyplinarnym.
Poczawszy od zadan syntetycznych (synteza fragmentéw cukrowych zawierajacych N-
acetyloglicylowe fragmenty, synteza formylowanych biatek, synteza koniugatéw), poprzez
przewidywanie za pomoca narzedzi bioinformatycznych epitopéw konformacyjnych i
liniowych do otrzymywania antykoniugatowych przeciwciat mnoklonainych, a koriczac na
badaniu immunoreaktywnosci tych przeciwciat wobec wybranych lipopolisacharydéw. Caty
plan wyglada bardzo imponujgco i mégtby z powodzeniem byé podstawa nie tylko jednej
rozprawy. Bardzo wysoko oceniam taki zamyst pracy, niemniej jednak chciatam przedstawi¢
kilka uwag w kolejnosci takiej jak zostato opisane w przedtozonej rozprawie.

¢ Autorka nie zastosowata narastajagcego numerowania odsylaczy literaturowych

®* We wprowadzeniu Autorka nawigzuje do faktu, iz w oligosacharydzie rdzeniowym
izolowanym ze szczepéw bakterii Gram-ujemnych czesto obecny jest fragment
glicylowy i to jemu przypisuje si¢ udziat ,w tworzeniu epitopu wspéinego dla wielu
szczepow bakteryjnych” (str. 11). W celu pracy czytamy ,Wybor struktur

2/5



syntetycznych do badan byt podyktowany wczesniejszymi wynikami uzyskiwanymi
przez zespot prof. Gamiana. N-acetylowany oligosacharyd rdzeniowy wykazywat w
koniugacie biatkowym wysokg immunogenno$é, a uzyskana surowica krélicza
przejawiata szerokg reaktywno$¢ z lipopolisacharydami. Dlatego glicyne w dalszych
badaniach uzywano w postaci N-acetylowanej” (str. 46). Rodzi sie pytanie: czy jednak
nie warto byfo sprawdzi¢ takze zachowanie pochodnych z fragmentem glicylowym, z
wolng grupg aminowa. Czy Autorka rozwazata synteze takich pochodnych
cukrowych? Grupa aminowa w fizjologicznym pH wystepuje gtéwnie w formie
sprotonowanej i moze powodowaé zupetnie inne oddzialywania niz grupa N-
acetylowa, ktéra nie ulega protonowaniu i jako neutralna nie uczestniczy w
oddziatywaniach elektrostatycznych.

Rozprawa jest napisana komunikatywnym jezykiem, co sprawia, Ze czyta sie jg z
zainteresowaniem. Pewnym mankamentem w lekturze jest czeste opisywanie zjawisk
W sposob niepetny, aby za chwile powrécié¢ do tej samej kwestii i opisa¢ jg po raz
kolejny, tym razem ze szczegétami. Jako przyktad moze postuzy¢ opis oddziatywania
uktadu immunologicznego z endotoksynami, przedstawiony na stronie 21, paragraf 1
i 3). Ponadto Autorka cytuje inne odniesienia literaturowe do tych samych kwestii.
Inny przyktad powtérzenia/uzupetnienia mozna znale?é na stronie 35/36, gdy
wymieniane sg biatka no$nikowe.

Na stronie 36 Autorka wymienia kilka biatek no$nikowych stosowanych do produkg;ji
licencjonowanych szczepionek glikokoniugatowych. Czy stosuje sie réwniez albumine
wotowg lub mioglobine koriska? Czym kierowano sie podczas doboru tych biatek w
badaniach zrealizowanych w ramach recenzowane;j pracy? Przeprowadzona analiza z
wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych pokazata, ze jednostki glicylowe na
powierzchni  mioglobiny  koriskiefj moga mie¢ znaczenie w reakcjach
immunologicznych (str 181). Czy taka immunoreaktywnosé opisywana jest w
literaturze?

Moim zdaniem synteza pochodnych cukrowych opisana w czesci eksperymentalnej w
rozdziale 4.1 zyskataby, gdyby zostata potaczona z wynikami przedstawionymi w
rozdziale 5.1, ktére dotyczyly szczegétow syntetycznych oraz  danych
fizykochemicznych (skrecalnoéci, temperatury topnienia, opisow widm NMR). Mam
kilka uwag do charakterystyki zwigzkéw: w opisie widma pochodnej 21 na stronie 83
opisane s3 przesunigcia chemiczne czterech singletéw odpowiadajacych trzem
protonom metylowym w grupie acetylowej (6 ~2 ppm), dlaczego? Podobna sytuacja
ma miejsce dla zwigzku 22. Z kolei zwigzek 23 w opisie widma posiada jeden singlet
odpowiadajgcy grupie N-acetylowej, za to przyktadowe widmo przedstawione na rys.
5.8 zawiera kilka sygnatéw przy & ~2 ppm, co $wiadczy o kilku produktach. Jakie to
mogty by¢ zwiazki? Konsekwencja tej sytuacji moze by¢ otrzymanie finalnego zwigzku
26 rowniez zanieczyszczonego. Uwazam tez, ze dla petnej charakterystyki analizy 'H
NMR powinny zosta¢ przeprowadzone dodatkowo w rozpuszczalniku aprotycznym,
np. DMSOp¢, aby potwierdzic liczbe protonéw z grup OH i NH.
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Waznga czescig rozprawy jest synteza koniugatéow pochodnych cukrowych z dwoma
biatkami nosnikowymi. Biatka nosnikowe, zostaty uprzednio odpowiednio
zmodyfikowane w dwuetapowe] procedurze. W pierwszym etapie pierwszorzedowe
grupy aminowe poddano reakcji z glicydolem, aby nastepnie powstaty diol utleni¢ w
reakcji z nadjodanem do aldehydu. Pierwszy etap byt monitorowany poprzez
okreslenie liczby pierwszorzedowych grup aminowych biatka, ktdére nie ulegty reakcji
za pomocy testu z kwasem 2,4,6-tri-nitrobenzenosulfonowym (TNBS). Uwazam, ze
istotne bytoby rowniez przeprowadzenie analizy iloéciowej grup formylowych
powstatych w wyniku utleniania diolu.

Kolejnym etapem pracy badawczej byta synteza glikokoniugatéw. Odpowiednio
formylowane biatka tgczono z pochodnymi cukrowymi, zawierajacymi
pierwszorzedowg grupe aminowa jako podstawnik pierscienia pirydylowego.
Dokonano tego przeksztatcenia w reakcji redukcyjnego aminowania. Reakcja ta
polegata na addycji aminy do aldehydu, a nastepnie redukcji otrzymanej iminy, czyli
zasady Schiffa za pomocg cyjanoborowodorku sodu. Finalnym produktem reakcji byta
nie imina, ale amina drugorzedowa. Na rysunku 2.4 przedstawiona jest imina, brakuje
produktu koricowego, ponadto jedna z grup R; lub R, jest wodorem, gdyz substratem
w reakcji byt aldehyd, a nie keton. Cyjanoborowodorek jest reduktorem, a nie
czynnikiem kondensujagcym. Otrzymane glikokoniugaty oczyszczano metoda
chromatografii zelowej przy wykorzystaniu kolumny HW-55S (Tosoh Bioscience).
Autorka podata profile elucji z pomiarem absorbancji przy dtugosci fali A = 280 nm
oraz zawartoscig cukru ,catkowitego (obojetnego)” w glikokoniugacie (Rys. 5.17-
5.23). Prosze o wyjasnienie czy cukier ,obojetny” to jest cukier nie zwigzany
kowalencyjne z biatkiem? Czym kierowano sie przy wyborze odpowiednich frakcji,
czyli takich, ktore zawieraly cukier zwigzany kowalencyjne? Charakterystyka
spektralna wybranych frakcji jednego z koniugatow BSA-Glc/Gly przedstawiona jest w
tabeli 5.3. Nie znalaztam w niej jednak potwierdzenia czystosci glikokoniugatu.
Autorka nie podaje jaki stosunek wartosci absorbancji Ajeo/Azso nalezy przyjac za
dopuszczalny, tym samym po analizie danych z tabeli 5.3 czytelnik nie moie
wyciggnac¢ wniosku, ktdra z frakcji zawierata najlepiej oczyszczony glikokoniugat BSA-
Glc/Gly. Uwazam, ze cennych informacji na temat struktury otrzymanych
glikokoniugatéw dostarczytyby analizy spektralne, np spektrometria mas lub
dodatkowo *H NMR w przypadku glikokoniugatéw z mniejszym z biatek, mioglobing
konska.

Autorka opisuje zastosowanie glikokoniugatéw z mioglobing do immunizacji myszy
(str. 183). Nie znalaztam informacji dlaczego glikokoniugaty z albuming wotowg
zostaty odrzucone z badan immunologicznych,

Na stronie 172 w pierwszym akapicie prawdopodobnie pomytkowo zacytowano prace
[182]). Na Rys. 6.1 i 6.2 pomytkowo opisano przeciwciato monoklonalne jako BSA-
Gal/Gly.
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Znalaztam w pracy kilka btedow jezykowych i literowych, ale ogdlnie rozprawa jest napisana
czytelnie i stylistycznie poprawnie. W tak obszernej pracy trudno nie popetni¢ btedéw czy
wtracen z zargonu laboratoryjnego.

Jako chemik organik nie potrafie oceni¢ stopnia ztozonosci badan biologicznych, wiem
natomiast, ze cze$¢ syntetyczna dotyczaca syntezy pochodnych cukrowych, modyfikacji
biatek oraz syntezy glikokoniugatéw byta bardzo trudnym, pracochtonnym i wymagajgcym
duzego doswiadczenia zadaniem. Pomimo uwag polemicznych i krytycznych uwazam, ze
Doktorantka zrealizowata postawione przed sobg cele. Autorka wykazata sie niewatpliwie
dobrym przygotowaniem merytorycznym, duzg starannoécia w planowaniu i
przeprowadzeniu eksperymentéw.

W podsumowaniu chciatabym stwierdzié, ze wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej
posiadajg elementy nowosci naukowej i zostaty juz opublikowane w siedmiu publikacjach
naukowych. Na uwage zastuguje fakt, iz Doktorantka jest wspétautorka dziewieciu innych
publikacji niezwigzanych z realizowanym tematem pracy doktorskiej. To bez watpienia
$wiadczy o duiym potencjale naukowym Autorki, za co byta wielokrotnie nagradzana
réznego rodzaju stypendiami i nagrodg zespotowg przyznana przez Rektora Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu.

Uwazam, ze rozprawa doktorska pt Badanie wilasciwosci biologicznych
glicylowanych struktur weglowodanowych spetnia warunki okre$lone 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 p6i. zm.) i z petnym przekonaniem wnioskuje o
dopuszczenie mgr inz. Katarzyny Anny Dzierzby do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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