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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Marty Zabczynskiej
pt. ,,Glikozylacja bialek surowicy w chorobie Hashimoto:
analiza strukturalna i funkcjonalna”

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostala wykonana w Zaktadzie Biochemii
Glikokoniugatéw Instytutu Zoologii i Badan Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie pod opieka dr hab. Ewy Poche¢, prof. UJ oraz dra Pawta Link-Lenczowskiego.
Zespot od wielu lat prowadzi badania w zakresie analizy profilu glikozylacji biatek uktadu
odpornosciowego, ze Szczegdlnym uwzglednieniem zmian glikozylacji towarzyszacych
autoimmunizacyjnym chorobom tarczycy, takim jak choroby Hashimoto i Gravesa-
Basedowa. Praca doktorska mgr Marty Zabczynskiej jest czeScig badan prowadzonych w
Zakladzie Biochemii Glikokoniugatow, dedykowanych analizie strukturalnej N-glikanow
bialek surowicy pacjentow z chorobg Hashimoto oraz ocenie funkcjonalnej zmian
glikozylacji.

Lancuchy oligosacharydowe glikoprotein uczestniczag w przekazywaniu informacji
migdzy komodrkami oraz pelnig istotng role w prawidlowym funkcjonowaniu uktadu
odpornosciowego. Czgstos¢ wystepowania dysfunkcji uktadu immunologicznego, w tym
chor6éb o podtozu autoimmunologicznym, dynamicznie wzrasta i stanowi istotny problem
diagnostyczny oraz  Kliniczny.  Szczegbtowa  charakterystyka mechanizméw, z
uwzglednieniem glikozylacji, jest kluczowa dla wyjasnienia przyczyn tych dysfunkcji.
Choroba Hashimoto, zaliczana do autoimmunizacyjnych choréb tarczycy, jest zwigzana z
utratg tolerancji immunologicznej na wiasne antygeny tarczycy, co z kolei prowadzi do
whnikania aktywowanych limfocytow do tkanki gruczolu i powoduje niszczenie tyreocytow.
Etiologia choroby Hashimoto jest wieloczynnikowa, wskazuje si¢ udzial czynnikow
genetycznych w polaczeniu z czynnikami srodowiskowymi oraz wptyw infekcji. Chroniczny
stan zapalny towarzyszacy chorobom autoimmunizacyjnym, zmienia profil N-glikozylacji
biatek surowicy, w tym IgG. Jak dotad zmiany zachodzace na poziomie molekularnym oraz
konsekwencje funkcjonalne tych zmian sg stabo poznane. W piSmiennictwie naukowym brak
szczegbtowych danych dot. profilu glikozylacji bialek u pacjentow ze zdiagnozowanag
chorobg Hashimoto. Majac na uwadze powyzsze fakty stwierdzam, ze podjety przez
Doktorantke temat badawczy jest aktualny i niewatpliwie uzyskane wyniki badan stanowig
warto$¢ dodang w badaniach prowadzonych nad wyjasnieniem procesow towarzyszacych
chorobie Hashimoto.
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Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Marty Zabczynskiej to spojny
tematycznie cykl trzech publikacji, obejmujacy dwie prace eksperymentalne opublikowane w
2020 roku oraz jeden artykul przegladowy z 2018 roku. We wszystkich publikacjach
wchodzacych w sktad cyklu Doktorantka jest pierwszym autorem, a Jej wiodaca rola w
zakresie koncepcji i wykonania badan (70% w dwoch i 60% w jednej) zostata potwierdzona
odpowiednimi o$§wiadczeniami pozostatych wspotautorow. W opinii recenzenta w przypadku
rozprawy doktorskiej w formie cyklu prac, zwlaszcza jesli ukazaty si¢ w renomowanych
recenzowanych czasopismach z listy Journal Citation Reports, nalezy uwzglgdni¢ fakt
przejScia ocenianych prac przez rygorystyczny tryb peer-review. Prace stanowigce rozprawe
doktorska charakteryzuja si¢ wysokim wspotczynnikiem wptywu IF, odpowiednio Int. J. Mol.
Sci. IF=4,183, Biochim. Biophys. Acta Gen. Subj. 1F=3,681 oraz Biomolecules 1F=4,694,
sumaryczna wartos¢ IF=12,558.

Tytut rozprawy doktorskiej odzwierciedla jej zawarto$¢, praca zostata przedstawiona
na 104 stronach i ma typowy uktad z podzialem na poszczegélne rozdzialy: Streszczenie - w
jezyku polskim i angielskim, Wstep, Cele, Prace naukowe stanowigce podstawe rozprawy
doktorskiej, Oswiadczenia wspotautoréw, Dyskusja oraz Bibliografia. We wstepie
Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke zagadnien bedacych przedmiotem Jej badan.
W artykule ,,Glycosylation in the Thyroid Gland: Vital Aspects of Glycoprotein Function in
Thyrocyte Physiology and Thyroid Disorders” opublikowanym w Int. J. Mol. Sci. w 2018
roku, wchodzacym w sktad rozprawy, Doktorantka na podstawie bardzo obszernego
przegladu danych literaturowych szczegdétowo scharakteryzowata profil glikozylacji
kluczowych glikoprotein tarczycy oraz jego znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania
gruczotu. Podsumowata aktualny stan wiedzy w zakresie struktury i funkcji glikoprotein
stanowigcych autoantygeny w autoimmunizacyjnych chorobach tarczycy oraz wskazata
najistotniejsze zmiany glikozylacji towarzyszace procesom nowotworowym, a takze
chorobom autoimmunizacyjnym tarczycy.

Pani mgr Marta Zabczynska precyzyjnie zdefiniowata cele swoich badan, ktorych
wyniki zawarta w 2 pracach eksperymentalnych omawianego cyklu. Pierwszym
zdefiniowanym celem byto okreslenie profilu N-glikozylacji biatek surowicy pozbawionej
IgG, pochodzacej od pacjentow z chorobg Hashimoto. Uzyskane przez Doktorantke wyniki
analiz strukturalnych puli N-glikanow oraz wczesniejsze prace Zespotu stanowily przestanke
do podjecia dalszych badan funkcjonalnych. Drugim celem badan byta ocena funkcji
zmienionej w przebiegu choroby Hashimoto glikozylacji IgG w modelach in vitro proceséw
cytotoksycznosci komorkowej zaleznej od przeciwcial (ADCC) i cytotoksycznosci zaleznej
od dopetniacza (CDC). Kryteria wlaczenia i wylaczenia pacjentoéw do badan zostaly jasno
zdefiniowane, a grupa kontrolna odpowiednio dobrana pod wzgledem pici i wieku. Pacjentow
z choroba Hashimoto rekrutowano na podstawie podwyzszonego miana przeciwcial anty-
TPO i anty-Tg oraz obrazu USG tarczycy. Materialem badawczym do analiz glikozylacji
bialek byla surowica pozyskana od ,,ponad 200 pacjentéow” z chorobg Hashimoto i 0sob
zdrowych, uprzednio pozbawiona frakcji 1gG (str. 19). Natomiast w streszczeniu Doktorantka
podaje inne wartos$ci: ,,grupa badana, n=51 i grupa kontrolna, n=61" (n=41 w publikacji).
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Metody zastosowane przez Doktorantke sg adekwatne do zatozonych celow badan. Do

realizacji pierwszego Doktorantka zastosowata rownolegle dwie strategie, ktore pozwolity na
szczegblowa charakterystyke profilu N-glikozylacji glikoprotein surowicy pozbawionej
frakcji IgG metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), a nastepnie
identyfikacj¢ struktur N-glikanéw z zastosowaniem LS-MS oraz analize¢ profilu fukozylacji i
sjalizacji poszczeg6élnych glikoprotein przy uzyciu panelu specyficznych lektyn. W rozdziale
dot. omowienia prac wchodzacych w sktad rozprawy na str. 21 Doktorantka napisata:
»Natomiast metodg lektynowg okreslono sktad cukrowy glikoprotein rozdzielonych
elektroforetycznie.” Nie jest to wilasciwe sformulowanie, poniewaz zastosowana przez
Doktorantk¢ metoda lektynowa pozwala jedynie na okreslenie profilu fukozylacji/sjalizacji na
podstawie reaktywnosci lektyn z glikoproteinami po rozdziale elektroforetycznym (SDS-
PAGE).
Do realizacji drugiego celu tj. analizy funkcjonalnej zmian glikozylacji 1gG Doktorantka
wykorzystata modele in vitro cytotoksycznosci komorkowej zaleznej od przeciwciat i
cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza. Ilos¢ wykonanych analiz oraz uzyskane wyniki
$wiadczg o bardzo dobrym opanowaniu warsztatu badawczego przez Doktorantkg. Wartos¢
eksperymentalna wszystkich metod zastosowanych w obu pracach do realizacji zatozonych
celow jest znaczna i oceniam ja wysoko. Analizy uzyskanych wynikoéw eksperymentalnych
takze cechuje wysoki poziom merytoryczny.

Zwienczeniem przedstawionej pracy doktorskiej jest rozdzial omawiajacy uzyskane
wyniki. Doktorantka opisuje wyniki swoich badan i rownolegle prowadzi dyskusje
porownawcza w aspekcie aktualnego stanu wiedzy. Cata dyskusja jest przeprowadzona
prawidlowo 1 pozwala oceni¢ oryginalno$¢ oraz nowatorstwo przeprowadzonych badan.
Analiza tego fragmentu dysertacji pozwala z catg pewnos$cig stwierdzi¢, ze przedstawiona do
oceny praca zawiera szeroki wachlarz wynikow o wysokiej wartosci naukowej. Pani mgr
Marta Zabczynska bardzo krytycznie odnosi si¢ do uzyskanych wynikow i uwaza, ze ,,Aby
Jednoznacznie oceni¢, czy zmiany glikozylacji (...) sq zjawiskiem towarzyszgcym chorobie
Hashimoto, czy moze nalezq do mechanizméw indukujgcych autoimmunizacje potrzeba
dodatkowych badan.” Krytyczne podsumowanie swoich badan $§wiadczy o dojrzatosci
naukowej Doktorantki oraz wskazuje na znaczng wiedz¢ w obszarze planowania, a takze
przeprowadzania prac badawczych.

Prace doktorska podsumowuje pie¢ prawidlowo sformutowanych wnioskéw,
odpowiednich do uzyskanych w pracach eksperymentalnych wynikow: trzy dot. badan
glikozylacji biatek surowicy pacjentow z chorobg Hashimoto oraz dwa dla modeli in vitro
procesow ADCC i CDC. Chorobie Hashimoto towarzyszy zamiana profilu sjalizacji biatek
surowicy, przy czym wykazane zmiany dotyczg pojedynczych biatek. Zdaniem Doktorantki,
dwa typy N-glikanow biatek surowicy u pacjentow z Hashimoto, tj. A3G3S1 (jednosjalowane
trzyantenowe) oraz FA2G2S2 (dwusjalowane dwuantenowe z fukoza antenowa) mogg by¢
potencjalnie wykorzystane jako glikomarkery tej choroby. Z kolei wyniki badan na
opracowanych przez Doktorantke modelach in vitro procesow ADCC i CDC wskazuja, ze
zmieniona glikozylacja 1gG u pacjentow z chorobg Hashimoto, tj. obnizona sjalizacja
glikanow 1gG, powodujaca odstonigcie reszt galaktozy w N-glikanach, sprzyja lizie
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tyreocytow. Zdaniem recenzenta, zatozony cel pracy doktorskiej zostat w calosci osiagnigty, a
uzyskane w trakcie realizacji pracy doktorskiej wyniki stanowig istotny wkiad w aktualny
stan wiedzy.

Calo$¢ autoreferatu jest napisana poprawnym jezykiem, chociaz Doktorantka nie
uniknela drobnych bledow jezykowych czy niescistosci (np. skroty: FcR, SAMP i TSHR -
odpowiednio FcyR, SAMPs i TSHR - receptor TSH). Moja uwaga dotyczy takze
,hiefortunnych” okreslen, tj. ,,ferminalnej” pozycji monosacharydéw, ,.deplecji” IgG (str. 20)
czy ,rdzenng” Fuc (str. 88), drobnych réznic w tresci streszczenia w jezyku polskim i
angielskim oraz niekonsekwencji w stosowaniu nazewnictwa dot. lektyn. Do dyskusji
pozostawiam uzycie stow: sjalilacja (sjalizacja) oraz typy struktur N-glikanéw tj. hybrydowe
(mieszane) i kompleksowe (ztozone) - zdania w $rodowisku glikobiologéw w tym zakresie sg
podzielone. Zamieszczone tutaj uwagi i watpliwosci nie maja wplywu na moja bardzo
wysokg oceng pracy.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
Marty Zabczynskiej pt. ,,Glikozylacja bialek surowicy w chorobie Hashimoto: analiza
strukturalna i funkcjonalna™ spelnia wszystkie zwyczajowe i ustawowe warunki okreslone 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. z 2003r. Nr 65, poz., 595, z p6zn. zm.). Na uwage
zastuguje réwniez pozostala cze$é dorobku Pani mgr Marty Zabezynskiej przedstawiona w
opublikowanych pracach oraz komunikatach konferencyjnych. Swiadczy to o znacznej
aktywnosci naukowej Doktorantki oraz zaangazowaniu w prace badawcze Zespotu.
Whioskuje zatem do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellofiskiego w
Krakowie o przeprowadzenie kolejnych etapéw postepowania w sprawie nadania Pani mgr
Marcie Zabczynskiej stopnia doktora w obszarze nauk przyrodniczych w dziedzinie nauk
biologicznych w dyscyplinie biologia.

Rownoczesdnie, biorac pod uwage unikalno$¢ poruszanego tematu, wykonanie
eksperymentéw z wykorzystaniem bogatego panelu metod badawczych, wysoki poziom
merytoryczny prac stanowigcych rozprawe doktorska oraz duzy wptyw wynikow na rozwdj
dyscypliny wnosze o wyr6znienie rozprawy doktorskiej odpowiednig nagroda.
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