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glicylowanych struktur weglowodanowych”
wykonane] pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Gamiana

Duze zainteresowanie badaczy poszukiwaniem wspdlnych elementow strukturalnych
w obrebie czasteczki LPS dla bakterii Gram-ujemnych wiaze si¢ z ich potencjalnym
wykorzystaniem do otrzymania przeciwcial o szerokiej swoisto$ci i wykorzystanie ich do
leczenia zakazen bakteryjnych i diagnostyki. Dlatego tez temat, ktérym zajeta sie doktorantka
nalezy uzna¢ za bardzo wazny i aktualny, o duzych walorach poznawczych i praktycznych.
Praca doktorska, napisana zgodnie z ogdlnie przyjetymi zasadami, liczy 222 strony w ktore;j
doktorantka zacytowata 268 pozycji aktualnego pismiennictwa i przedstawita 73 ryciny i 17
tabel. Umiescita rowniez w pracy streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis tabel
1 rycin oraz spis publikacji doktorantki zwiazanych z tematykg rozprawy.

Wstep rozprawy jest obszerny i sktada sie z trzech rozdziatow i kilku podrozdziatow.
W pierwszej czgSci Doktorantka przedstawia aktualng wiedze o budowie lipopolisacharydu
bakterii Gram-ujemnych 1 jego roli w rozwoju ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej oraxz
o udziale glicylowanych struktur weglowodanowych w tworzeniu epitopu. W nastgpnych
rozdziatach omawia rodzaje szczepionek glikokoniugatowych 1 wplyw elementow
niecukrowych i niebiatkowych na wilasciwosci tych szczepionek oraz zastosowanie metod
bioinformatyczych w projektowaniu szczepionek glikokoniugatowych. Catos¢ wstgpu
napisana jest jasno 1 czytelnie 1 stanowi w pelni wyczerpujace wprowadzenie do badan
wilasnych Doktorantki.

Gléwnym celem pracy doktorskiej byto otrzymanie koniugatow biatkowo- cukrowych
zawierajacych fragment cukrowy odpowiadajacy cze$ci oligosacharydu rdzeniowego
lipopolisacharydu zawierajacego podstawnik glicylowy i uzyskanie anty-glikokoniugatowych

przeciwcial monoklonalnych rozpoznajacych rézne odmiany epitopu glicylowego.



Do realizacji zadan pracy doktorskiej Doktorantka zastosowata réznorodne metody
badawcze: metody syntezy chemicznej zwiazkéw N-acetyloglicylowanych mono
1 disacharydéw, metody spektroskopii NMR do potwierdzenia prawidlowej budowy
otrzymanych zwiazkoéw; metody ekstrakcji 1 oczyszczania LPS, modyfikacji i oczyszczania
biatek nosnikowych; wykrywania, rozdziatow i analizy biatek i LPS (elektroforeza w zelu
poliakryloamidowym, immunobloting, dot bloting); metody pracy z komorkami i bakteriami
oraz metody bioinformatyczne. Wigkszo$é metod opisano doktadnie podajac pochodzenie
odczynnikdéw 1 wyszczegolniajac stosowang aparature. Do tej czeSci rozprawy mam drobne
uwagi a mianowicie anglojezyczny skrét ,,h” oznaczajacy godzine, powinien by¢ zastapiony
skrotem godz., brak jest rOwniez wyja$nienia skrotow HT i RPMI, a takze informacji w jaki
sposOb zamrazano komorki w ciektym azocie i jaki byt sktad medium hodowlanego oraz
opisu metod bioinformatycznych, ktdre szerzej opisano w Rozdziale Wyniki.

W pierwszej czgéci wynikdw autorka opisuje syntez¢ modelowych N-
acetyloglicylowanych pochodnych mono- i disacharydéow i ich charakterystyke oraz
oczyszczanie biatek nosnikowych albuminy surowicy wotowej (BSA) i konskiej mioglobiny,
ktore postuzyty do przygotowania preparatow biatkowo-cukrowych. W nastepnym etapie
badan sprawdzano wigzanie otrzymanych glikokoniugatéw z krdliczymi surowicami
odpornosciowymi skierowanymi przeciwko koniugatom BSA z N-acetylowanym
oligosacharydem rdzeniowym E. coli K-12 C600 syntezowanym w roznych warunkach.
Glikokoniugaty mioglobinowe reagujace z surowicami kréliczymi uzyto do immunizacji
myszy w celu otrzymania przeciwcial monoklonalnych a glikokoniugaty z albuming wotowg
wykorzystano do screeningu przeciwciat monoklonalnych. Ze 144 supernatantow
zawierajacych przeciwciala monoklonalne wyselekcjonowano 7, ktére poddano doktadnej
charakterystyce. Przeciwciala te charakteryzowano poprzez badanie wiazania do
zsyntetzowanych glikokonigatow 1 LPS wyizolowanego z S. sonnei, H. alvei 1 E. coli w dot
blotingu, immunoblotingu 1 teScie ELISA. Doktorantka wykonata olbrzymig pracg nie
ustrzegta si¢ jednak pewnych biedéw lub niescistosci, zbyt duza ilos¢ tabel 1 rycin nie zawsze
zawierajacych istotne dane powoduje ze wyniki sa przedstawione zbyt szczegoétowo
1 w zwigzku z tym staja si¢ one mniej przejrzyste.

Uwagi do tej czgSci pracy sa nastgpujace:
Str. 92, -93 ryc 5.11- 5,13 w podpisach pod rysunkami odwotuje si¢ Pani do Ryc.5.5 zamiast
do Ryc. 5.10; na stronic 155 do metody 4.7.5, ktorej nie ma w czgSci metodycznej a na str.

158. do tabeli 5.15, ktorej brak jest w tekscie rozprawy doktorskiej.



Str. 93. ,Najwigksza czystos¢ (ponad 90%) preparatu BSA uzyskiwano we frakcjach
oznaczonych jako 70-72 (kolor czerwony i zielony na Rys 5.14 co koresponduje z najwyzsza
warto$cig absorbancji ” z ryciny 5.14 wynika, Ze absorbancja wymienionych frakcji weale nie
jest najwyzsza

Str. 97 ryc.5.16 czy na zel nanoszona byta taka sama ilo$¢ preparatow obraz elektroforetyczny
wskazuje, ze preparaty te mogty sie r6znic iloScig nanoszonych probek?

Str. 99 w tabeli 5.2 podano objetos¢ eluentu poszczegdlnych koniugatow biatkowo—
cukrowych 1 zawartoé¢ w nich biatka w mg co utrudnia poréwnanie preparatow,
przedstawienie procentowej zawartosci biatka w tych preparatach byloby bardziej czytelne.
Str. 115 w zdaniu zaczynajacym si¢ od ,Niektore aminokwasy tworza epitop
konformacyjny”....wystgpuje brak zgodno$ci pomiedzy tekstem i odwotaniem w tabeli 5.4
jak rowniez brak tabeli 4.5 do ktérej rowniez jest odwotanie w tekscie, podobna rozbieznosé
pomiegdzy tekstem i tabelg wystepuje na stronie 123.

Str. 148 w tabeli 5.8 podano stgzenie przeciwcial w supernatantach, ktére doktorantka
oznaczata spektrofotometrycznie, supernatant jest medium zebranym znad hodowli komorek
hybrydoma w skfad ktérego wchodzi zazwyczaj ptodowa surowica bydleca, kolumna ta
oznacza wigc stezenie biatek w supernatancie a nie przeciwciat

Str. 158 ,,st¢zenie biatka byto zblizone w supernatantch zawierajacych pozadane przeciwciata
monoklonalne (tabela 5.15)” —brak tabeli 5.15

Prosz¢ o wyjasnienie nastepujacych okreslen: ,stezenie poczatkowe antygenu” i ,stezenie
poczatkowe supernatantu”  wystgpujace w  tabelach 5.9-5.11. oraz ,wzgledna
immunoreaktywno$¢ A492nm” (0§ y) na rycinach 5.24-5.26 i , immunoreaktywno$¢ 492nm”
(0$ y) na rycinach 5.63-5.67. Dlaczego podanc sa rozne wartosci dtugosci fali przy ktorej
odczytywana byla absorbancja w tescie ELISA (492nm i 490nm na ryc 5.34-5.57)?
Doktorantka porownuje wigzanie 5 otrzymanych monoklonalnych przeciwciat do preparatéw
LPS bakterii S.sonnei, H. alvei i E. coli i mioglobiny w trzech rozcienczeniach w tescie
ELISA 1 przedstawia to w postaci stupkow na rycinach 5.63 -5.67. Wigcej informacji na temat
swoistoScl 1 sity wigzania tych przeciwciat dostarczytoby przedstawienie wynikow w postaci
krzywych wiazania, z ktérych mozna by réwniez odczytaé miano przeciwciat.

Jaki cel mialo poréwnanie wiazania przeciwcial do badanych preparatow z udzialem
drugorzedowych przeciwciat anty-IgM 1 anty-1gG?

Jgzyk pracy nie jest najtadniejszy bardzo czgsto doktorantka uzywa sformutowania, ze klony
wykazywaty immunoreaktywnos¢ lub specyficznosé jest to niepoprawne sformutowanie, to

nic klony reagowaty z odpowiednimi antygenami ale przeciwciala monoklonalne przez nie



wytworzone np. .str 137, 139, 142, 144, 146. W opisie wynikow doktorantka nie unikneta
powtorzen opisu metod np. str. 1411 152
Mimo wymienionych dotad uwag krytycznych, praca posiada niewatpliwe zalety.

Jedna z nich jest zaprojektowanie i synteza zwigzkow cukrowych zawierajacych
podstawione reszta N-acetyloglicyny pochodne 1-tioglikozydow, ktérych budowa zostata
potwierdzona analizami NMR. Na uwage zastuguje rowniez wykorzystanie techniki
dynamicznego rozpraszania $wiatla (DSL) do okre$lenia jednorodno$ci i czysto$ci biatek
nosnikowych. Synteza stabilnego zwigzku zawierajacego reszty glicyny jako analogu
potencjalnego epitopu umozliwita przygotowanie koniugatow biatkowo-cukrowych, ktore
uzyto do immunizacji myszy w celu uzyskania przeciwcial monoklonalnych. Do osiagnie¢
doktorantki nalezy zaliczy¢ otrzymanie, w wyniku zmudnej selekcji, kilku przeciwciat
monoklonalnych swoistych wobec struktur wystepujacych w lipopolisacharydach.

Otrzymane wyniki doktorantka poddata krytycznej i wieloptaszczyznowej dyskus;ji
w odniesieniu do wynikow wlasnych oraz uzyskanych przez innych autoréw. Wykazata sie
przy tym bardzo dobrg znajomo$cig piSmiennictwa i szeroka wiedza w zakresie
prowadzonych badan oraz umiej¢tnoscig obiektywnej oceny wartosci wiasnych badan.
Whioski konczace pracg wynikaja z przeprowadzonych badan i odpowiadaja postawionym
celom.

Whniosek koncowy

Podsumowujgc oceng rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze stanowi ona oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, jest solidnie wykonana i zawiera istotne elementy nowosci
naukowej, a krytyczne uwagi nie dotycza istoty badan naukowych, a tylko sposobu ich
omawiania. Doktorantka wykazata wszechstronng znajomo$¢ omawianych zagadnien,
samodzielnos¢ myslenia oraz bardzo dobre opanowanie warsztatu badawczego.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Dierzby spelnia warunki okre§lone
w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.Nr 65, poz. 595, z p6zn.zm.)
i wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im.
Piastow Slaskich we Wroclawiu o przyje¢cie tej pracy doktorskiej i dopuszczenie

doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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