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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Zabczynskiej
.,Glikozylacja biatek surowicy w chorobie Hashimoto: analiza strukturalna i

funkcjonalna”

Choroba Hashimoto (HT) jest autoimmunizacyjng chorobg tarczycy, a jej rozwdj jest
zwigzany jest z utratg tolerancji immunologiczne. Uwaza sig, Ze przyczyna zniesienia
tolerancji na wiasne antygeny i rozwoju choroby Hashimoto sa czynniki genetyczne oraz
srodowiskowe. HT charakteryzuje si¢ obecnoscia w surowicy przeciwciat skierowanych
przeciw antygenom tarczycy peroksydazie tarczycowej (TPO) i tyreoglobulinie (Tg).
Przeciwciata anty-TPO sg obecne u 90-95% chorych z HT i wystepujg czesciej niz anty-Tg,
ktére stwierdza si¢ u 60-80% pacjentéw. Podwyzszony poziom tych autoprzeciwciat jest
podstawowym markerem diagnostycznym w HT. Jednakze mechanizmy molekularne lezgce u
podtoza chorobowych zmian funkcjonalnych tarczycy nadal wymagaja wyjasnienia.

Jednym z niepoznanych jeszcze proceséw sa zmiany w glikozylacji, dotyczace
komorek tarczycy oraz komérek i biatek uktadu odporno$ciowego. Analiza glikozylacji biatek
surowicy jest istotna dla wyjasnienia mechanizmu autoimmunizacji w chorobie Hashimoto.
Ponadto, zmieniona glikozylacja biatek surowicy jest tez celem w poszukiwaniu markeréw
choréb autoimmunizacyjnych, w tym HT. Dlatego temat pracy doktorskiej mgr Marty

Zabczynskiej uwazam za bardzo interesujgcy i niezwykle aktualny.

Oceniana praca jest ztozeniem trzech publikacji: jednej pracy przeglagdowej i dwéch
prac oryginalnych. Warto podkresli¢, ze ukazaly si¢ one w czasopismach o wysokim
wspétczynniku wptywu (Biomolecules, IF 4,7; Biochem. Biophys. Acta, 1F 3,7; Int. J. Mol
Sci., IF 4,7). We wszystkich publikacjach Marta Zabczyfska jest pierwsza autorka, a z
zamieszczonego rozdzialu ,O$wiadczenia wspétautoréw” wynika, ze Jej udziat w
przygotowaniu wszystkich trzech publikacji byt kluczowy. W obszernym Wstepie pracy
doktorskiej (liczacym 10 stron) Autorka wprowadza w realizowany temat przedstawiajac
patogenezg choroby Hashimoto, proces N-glikozylacji biafek, jak réwniez wyczerpujgco
omawiajac badania opisane w dwdch publikacjach oryginalnych. W Dyskusji (6 stron)
zamykajgce] pracg Autorka podsumowuje i interpretuje otrzymane wyniki. Z duza wiedza, ale

i tez z duzg ostroznoscig proponuje wyjasnienie obserwowanych efektéw.



Z uwagi na to, ze wyniki bedgce podstawg pracy doktorskiej zostaty juz ocenione
przez recenzentOw wymienionych czasopism, pozwole sobie przedstawi¢ tylko krétkie

omoéwienie najwazniejszych osiggni¢¢ pracy doktorskiej mgr Marty Zgbczynskiej.

W pracy przegladowej z roku 2018 pt. ,,Glycosylation in the Thyroid Gland: Vital
Aspects of Glycoprotein Function in Thyrocyte Physiology and Thyroid Disorders” Autorka
podejmuje tematyke roli glikozylacji kluczowych glikoprotein tarczycy w funkcjonowaniu
tego gruczotu. Artykut gromadzi dane uzyskane w badaniach strukturalnych i funkcjonalnych
glikozylacji biatek stanowigcych autoantygeny. Zawiera opis proceséw zachodzacych w
warunkach fizjologicznych oraz patologicznych w tarczycy, w tym w rozwoju nowotworéw
tego gruczotu i chorobach autoimmunizacyjnych, ktérym towarzysza zmiany glikozylacji.
Artykul §wiadczy o obszernej znajomosci tematu i stanowi szczegétowe wprowadzenie

merytoryczne do realizacji zalozonych badan.

W pierwszej pracy badawczej z roku 2019 pt. ,Altered N-glycan profile of IgG-
depleted serum proteins in Hashimoto's thyroiditis” Autorka wykazata zmiany strukturalne
N-glikanéw biatek surowicy po deplecji IgG zidentyfikowane w HT z uzyciem metody
HPLC, MS oraz analiz lektynowych. Zgodnie z analizg MS frakcja N-glikanéw, ktérej
zawarto$¢ istotnie wzrasta w HT, zawiera dwie struktury: jednosjalowang trzyantenowa
strukture kompleksowg oraz dwusjalowana dwuantenowg struktur¢ z fukoza antenowa.
Badania z uzyciem lektyn specyficznych dla Fuc i SA wykazaly istotny statystycznie spadek
zawartosci rdzeniowej Fuc w reakcji z lektyng LCA (Lens culinarins agglutinin) oraz wzrost
a2,3-sjalilacji biatek w reakcji z lektyna MAL-II (Maackia amurensis lectin II) w prébkach
surowicy dawcéw z HT, podobnie, jak dla N-glikanéw IgG (Martin i wsp. 2020).

W drugiej pracy badawczej, z 2020 roku, pt. ,,The Contribution of IgG Glycosylation
to Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity (ADCC) and Complement-Dependent
Cytotoxicity (CDC) in Hashimoto's Thyroiditis: An in Vitro Model of Thyroid Autoimmunity”
Autorka dokonata oceny roli zmienionej w przebiegu choroby Hashimoto glikozylacji IgG w
modelach in vitro proceséw ADCC i CDC zachodzacych w tarczycy chorych z HT. Wyniki
badan potwierdzity zwigkszong liz¢ komoérek efektorowych w obecnosci IgG wyizolowanych
od dawcoéw HT w poréwnaniu z kontrolag w obu zastosowanych modelach. Autorce udato si¢

pokaza¢ odwrotny wplyw desjalilacji IgG na procesy ADCC oraz CDC. Zaobserwowata



zwigkszenie intensywnosci ADCC oraz obnizenie intensywno$ci CDC w HT w poréwnaniu

do zdrowych dawcéw.

Nie mam merytorycznych uwag do pracy doktorskiej mgr Marty Zabczynskiej

zwtaszcza, ze recenzje wykonali juz recenzenci czasopism. Pragne podkresli¢, ze dysertacja

zostata przygotowana z duza wiedzg i starannoscig a jej ocena sprawita mi duza przyjemnos¢.

Lektura pracy nasuneta mi kilka ogélnych i szczegétowych uwag i pytan, o ustosunkowanie

si¢ do ktérych cheiatabym prosi¢ Autorke:

1.

Sadze, ze praca Martin i wsp., 2020 powinna zosta¢ wtaczona do rozprawy
doktorskiej. Praca ta, wedlug Autorki, byta punktem wyjscia do podjecia badan
stanowigcych podstawe rozprawy. Otrzymane nastgpnie przez Autorke wyniki
badan znakomicie uzupetniaja i w znacznym stopniu poszerzaja analize petnego
glikomu biafek surowicy w chorobie Hashimoto. Na podkreslenie zastuguje fakt,
ze Marta Zgbczynska jest drugim autorem wspomnianej pracy. Rozumiem jednak,
ze w badaniach uczestniczyly trzy migdzynarodowe o$rodki naukowe oraz wielu
autoréw, co na pewno utrudnialo spetnienie wymaganych procedur, w tym

uzyskanie o§wiadczen wszystkich wspoétautoréw.

Zastanawiam sig, czy uzycie endoglikozydazy F (Elisabethkingia miricola), ktéra
tatwiej niz BKF trawi glikoproteiny natywne, pozostawiajac na tancuchu
polipeptydowym jedna reszt¢ N-Acetyloglukozaminy z dotgczong o(1,6) fukoza,
nie umozliwitoby poréwnania ilo$ci rdzeniowej fukozy w biatkach surowicy HT i

kontrolnej? Stosujac, analogicznie metode lektynoblotingu.

Rozwazajac hipotezg¢, ze ostry i przewlekly stan zapalny stanowi przyczyng
rozwoju choréb autoimmunizacyjnych, w tym HT, prowadzgc do wzrostu stezenia
cytokin  prozapalnych, a te z kolei do wzrostu ekspresji wielu
galaktozylotransferaz, co skutkuje wzmozong glikozylacja, jak mozna
wyttumaczy¢ odwrotny efekt sialylacji i rdzeniowej fukozylacji N-glikanéw IgG w
HT? Czy jest wiadomo, jak wyglada ekspresja FuT8? Moje pytanie wynika z
faktu, ze w przypadku przeciwcial anty-Tg (Yuan i wsp., 2015) w HT
zaobserwowano zaréwno wzrost sialylacji i rdzeniowej fukozylacji IgG w

poréwnaniu do zdrowych dawcow.



4. Pytanie szczegblowe dotyczace pierwszej pracy badawcze;:
- na postawie analizy N-glikanéw bialek surowicy przedstawionej na Fig. 2
wynika, ze sg dwie struktury GP9 i GP17 zawierajgce korowg fukoze. Jak
wytlumaczy¢ zatem wzrost intensywnosci GP9 po de-fukozylacji przy uzyciu
BKF? I dlaczego jednoczesnie spada intensywno$¢ GP21, chociaz nie ma tam

fukozy?

5. Wykazano, ze terminalny kwas sjalowy w N-glikanach utrudnia wigzanie
fragmentu Fc IgG do receptora na komédrkach efektorowych (Jones i wsp., 2016)
oraz blokuje wigzanie czynnika Clq do terminalnej galaktozy (Quast i wsp.,
2015). Natomiast obecnos¢ a(1, 6) Fuc obniza wigzanie Fc 1gG do receptora FcyR
(Luo i wsp. 2017). A zatem w wyniku jednoczesnego usunigcia kwasu sjalowego
oraz rdzeniowej fukozy z IgG nalezaloby sie¢ spodziewa¢ wzrostu intensywnosci
obu efektow cytotoksycznych ADCC oraz CDC. Tymczasem po desjalilacji IgG
Autorka zaobserwowta wzrost efektu ADCC, natomiast obnizenie efektu CDC.
Autorka tlumaczy to jednoczesnym wpltywem obnizonej zawartoéci rdzeniowej
fukozy w IgG chorych na HT i jest to prawda, ale tylko w odniesieniu do efektu
ADCC (Luo i wsp., 2017). Zatem, czy jest znany przypuszczalny mechanizm
wyjasniajacy, jak brak rdzeniowej fukozy moze wptywaé na wigzanie czynnika
Clq do terminalnego fragmentu N-glikanu Fc (Gudey i wsp., 2018) a tym samym
obniza¢ efekt CDC?

6. Uwagi szczegbélowe dotyczace drugiej pracy badawczej opublikowanej w
Biomolecules:
- termin ,,TOPO-negative cells” uzyty w tekécie rozprawy dla kontroli negatywne;
cytofluorometrii, czyli komdrek nieznakowanych przeciwciatem, jest niewtasciwy
(Fig. 2C)
- w przypadku modelu CDC dla obu rodzajéw komérek docelowych zwraca

uwage wysoka liza komdrek w kontroli? Z czego to wynika?



Podsumowanie

Pracg doktorskg mgr Marty Zabczynskiej oceniam bardzo wysoko. Autorka wykazata sie
duzg wiedzg i znajomoscig wielu technik laboratoryjnych, a przedstawiona mi do recenzji
praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim.

Podsumowujgc uwazam, ze przedstawiona dysertacja spetnia warunki okreslone w artykule
13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytle naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z p6zn. zm.) i sktadam wniosek do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie o
dopuszczenie mgr Marty Zgbczynskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto,
ze wzglegdu na opublikowanie rozprawy w renomowanych czasopismach, wnosze o

wyrdznienie stosowna nagroda.
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