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Recenzja

rozprawy doktorskiej na stopien naukowy doktora nauk medycznych

w dziedzinie nauki medyczne i nauki o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne
Pani magister Anny Bogdanskiej
na temat
»Ocena hipoglikozylacji transferyny
metoda elektroogniskowania jako biomarkera
w diagnostyce pierwotnych i wtornych zaburzen glikozylacji bialek”.
Promotor: Prof. dr hab. n. med. Anna Tylki-Szymanska

Ocena formalna

Rozprawg doktorska Pani mgr Anny Bogdanskiej tworzy cykl artykutéw
spojnych tematycznie, gdyz dotycza one badan zwiazanych z zastosowaniem oceny
hipoglikozylacji transferyny w rozpoznawaniu zaburzen glikozylacji biatek, zaréwno
o charakterze pierwotnym, jak i wtornym. Na rozprawe skladaja sie artykuty
opublikowane w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym (4 prace) lub krajowym
(1 praca). Stwierdzam, wigc, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa spehia
wymogi okreslone w Art. 187 Ustawy z dnia 20.07.2018r. - Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r. poz. 1668 ze zm.).

Dotaczone do rozprawy doktorskiej o$wiadczenia wspoétautoréw sa poprawnie
sformutowane i pozwalaja oceni¢ wklad Doktorantki oraz innych autoréw
W powstanie powyzszych artykutéw; konkretnie: wkiad pracy Doktorantki wynosit
po 80% w przypadku 2 artykutéw, po 40% w przypadku kolejnych 2 oraz 45%
w przypadku 1 pracy.

Stwierdzam, ze dostarczona rozprawa doktorska speinia wymogi formalne.

Recenzja rozprawy doktorskiej

Rozprawe doktorskag Pani mgr Anny Bogdanskiej pod tytulem ,,Ocena
hipoglikozylacji transferyny metoda elektroogniskowania jako biomarkera
w diagnostyce pierwotnych i wtérnych zaburzen glikozylacji biatek” stanowi zbidr



pigciu publikacji. Cztery z nich to artykuly oryginalne, a jeden — to praca
przegladowa. Przedstawione prace sg tematycznie spdjne, a ich tres¢ jest adekwatna
do tytulu rozprawy. Artykuly oryginalne skladajace si¢ na rozprawe doktorskg
ukazaly si¢ w czasopismach naukowych o zasiegu miedzynarodowym: Orphanet
Journal of Rare Diseases, Frontiers in Pediatrics, Molecular Genetics and
Metabolism Reports, Acta Biochimica Polonica oraz uznanym czasopi$mie krajowym
— Postepy Biochemii. Doktorantka jest pierwsza autorka czterech prac, a w jednej jest
drugim autorem, ale z réwnocennym udzialem, jak pierwszy autor na podstawie
oswiadczen wspotautorow. Doktorantka nie byla autorka korespondujaca w zadnej
pracy. Wszystkie czasopisma o zasiggu mig¢dzynarodowym maja przypisany
wskaznik cytowan czyli impact factor (IF; tacznie 9,599).

Recenzowana rozprawa doktorska sktada si¢ z wstepu, celow rozprawy,
streszczen w jezyku polskim 1 angielskim, stow kluczowych, wykazu publikacji,
omowienia, wnioskow, zalaczonych publikacji, bedacych przedmiotem rozprawy
oraz spisu tabel i rycin. Ponadto, dotaczone sa: o$wiadczenia wspotautoréw, zgoda
Komisji Bioetycznej i piSmiennictwo. Uktad rozprawy oceniam jako prawidtowy.

Doktorantka postawita sobie nastgpujace cele badawcze:

- Cel glowny: ocena glikozylacji transferyny badanej metoda elektroogniskowania
w typie I 1 II CDG oraz we wtornych zaburzeniach glikozylacji u polskich pacjentow
diagnozowanych w Instytucie ,,Pomnik-Centrum zdrowia Dziecka” (IP-CZD)
w latach 1995-2020.

- Cele szczegdlowe:

1) Analiza retrospektywna i opis zaburzen glikozylacji transferyny oraz klinicznych,
biochemicznych i molekularnych cech u 32 pacjentéw z wrodzonymi zaburzeniami
glikozylacji (CDQG) zdiagnozowanych w IP-CZD w latach 1995-2020. Przedstawienie
wynikow wieloletniej obserwacji klinicznej pacjentéw w odniesieniu do wynikow
badan biochemicznych i molekularnych.

2) Ocena zaburzen glikozylacji transferyny nie zwigzanych z wrodzonymi
zaburzeniami glikozylacji (CDG), czyli tzw. wtorne zaburzenia glikozylacji.
Przedstawienie nieprawidlowos$ci ogniskowania izoform transferyny u pacjentéw
z zaburzeniami funkcji watroby.

3) Oszacowanie czgstosci wystepowania, zapadalnodci i charakterystyka genotypéw
we wrodzonych zaburzeniach glikozylacji w Polsce.

4) Wykazanie przydatno$ci metody elektroogniskowania (IEF) transferyny
w materiale z suchej kropli krwi na bibule w diagnostyce wrodzonych zaburzen
glikozylac;ji.

5) Przedstawienie przydatnosci elektroogniskowania (IEF) transferyny jako metody
diagnostycznej oraz patomechanizmu 1 diagnostyki wrodzonych zaburzen
glikozylacji, a takze podsumowujacy opis wszystkich znanych podtypéw CDG.



Gloéwny cel podjetych przez doktorantke badan jest sformutowany jasno, chociaz
w przewazajace] mierze jest powtérzeniem tematu rozprawy.
Cele szczegolowe sg bardzo rozbudowane, ale pozostaja jednak przejrzyste.

W ramach badan mgr Bogdanska przeanalizowata hipoglikozylacje transferyny
u polskich pacjentéw kierowanych do IP-CZD w latach 1995-2020 z podejrzeniem
wrodzonych zaburzen glikozylacji.

W artykule nr 1, opublikowanym w Orphanet Journal of Rare Diseases, grupe
badana stanowito 32 pacjentdéw z rozpoznanym zaburzeniem N-glikozylacji lub
ztozonymi zaburzeniami N- 1 O-glikozylacji. W artykule nr 2, opublikowanym
w Frontiers in Pediatrics, do badania zakwalifikowano 19 pacjentow z pierwotna
choroba watroby, u ktérych rozwinety si¢ wtérne zaburzenia glikozylacji. Wsrdd tych
pacjentow u 12 0séb stwierdzono ostre uszkodzenie watroby (acute liver injury, ALI)
lub ostra niewydolno$¢ watroby (acute liver failure, ALF), u 5 0s6b — przewlekla
chorobg watroby (chronic liver disease, CLD) oraz u 2 0sob — nawracajgca ostra
niewydolnos¢ watroby (recurrent ALF, RALF). W artykule nr 3, opublikowanym
w Molecular Genetics and Metabolism Reports, grupa badana sktadata sie z 50
pacjentow z rozpoznanym zaburzeniem CDG. Natomiast w artykule nr 4,
opublikowanym w Acta Biochimica Polonica, material do badan pochodzil od 48
osob — 12 pacjentéw z CDG oraz 36 0sob kontrolnych.

W omawianych artykutach izoformy transferyny identyfikowano za pomocg
metody izoelektroogniskowania na zelu agarozowym z nastepujaca immunofiksacja,
barwieniem w roztworze kumazyny (Coomasie Brillant Blue) i oceng procentowego
udziatu izoform na podstawie wynikéw pomiaréw densytometrycznych na aparacie
Beckman.

Ponadto, dokonano analizy danych zawartych w dokumentacji pacjentow
(w tzw. kartach pacjentdw) pod katem:

1) izoform O-glikoprotein apolipoproteiny C-III (ApoC-III) oznaczanych metoda

IEF

2) aktywnosci fosfomannomutazy 2 (PMM2; EC 5.4.2.8) i izomerazy
mannozofosforanowej (MPI; EC 5.3.1.8) w fibroblastach

3) aktywnosci fosfoglukomutazy 1 (oznaczanej metoda spektrofotometryczna)

4) profilu  oligosacharydu zwigzanego z no$nikiem lipidowym (LLO)

w fibroblastach; metoda HPLC

5) objawoéw klinicznych i podstawowych badan z zakresu biochemii klinicznej
takich jak: AST, ALT, INR
6) wynikow badan z zakresu genetyki molekularnej (sekwencjonowanie
poszczegoOlnych gendw oraz WES)
Otrzymane wyniki poddano réwniez wnikliwej analizie statystycznej
z wykorzystaniem programu R.



Ogolnie nalezy stwierdzi¢, Zze doktorantka zastosowata metody badawcze
adekwatne do prowadzonych obserwacji oraz mozliwe do przeprowadzenia
w dostgpnych dla niej warunkach.

Doktorantka podjela bardzo interesujacy temat zastosowania metody
izoelektroogniskowania izoform transferyny w diagnostyce pierwotnych i wtornych
wrodzonych zaburzen glikozylacji — CDG (z ang. congenital disorders
of glycosylation). CDG sa genetycznie uwarunkowanymi chorobami
metabolicznymi, w ktorych dochodzi do zaburzenia proceséw glikozylacji biatek lub
lipidow. Hipoglikozylacja biatek moze by¢ efektem nieprawidiowej N-, O- lub
ztozonej N- 1 O- glikozylacji, czyli wieloetapowej, potranslacyjnej obrobki biatek,
w uproszczeniu polegajacej na syntezie tancucha oligosacharydowego, jego
przytaczeniu do tancucha aminokwasowego, a nastgpnie zlozonej modyfikacji
pierwotnego glikanu. Wszystkie obecnie znane typy CDG zostaly doktadnie
omowione w artykule nr 5, opublikowanym w Postepach Biochemii.

W laboratoryjnej diagnostyce CDG wykorzystuje si¢ zaburzong N-glikozylacje
transferyny. Jest to badanie izoform transferyny np. przy uzyciu metody
elektroogniskowania. Transferyna jest glikoproteing, w ktérej do tancucha
aminokwasowego dolgczone s3 wigzaniem N-glikozydowym dwa glikany.
W zaleznosci od budowy glikanéw wyroéznia si¢ rézne frakcje izoform transferyny.
U osdéb zdrowych wystepuje pie¢ frakcji izoform z przewaga tetrasjalotransferyny.
U pacjentow z CDG typu I wzrasta procentowy udzial disjalotransferyny
1 asjalotransferyny. W CDG typu II obserwuje si¢ wzrost frakcji asjalo-, monosjalo-,
disjalo- 1 trisjalotransferyny. W typie I/Il CDG wzrasta procentowy udzial asjalo-,
monosjalo- 1 disjalotransferyny. W kazdym z typow obniza si¢ procentowy udzial
tetrasjalotransferyny.

Jak wskazuja wyniki otrzymane w artykutach nr 1 i 4 (publikacje w Orphanet
Journat of Rare Diseases oraz w Acta Biochimica Polonica) elektroogniskowanie
izoform transferyny (Tf) pozwala na réznicowanie 0sob z zaburzeniami glikozylacji
biatek réznych typow od 0sob zdrowych. Analiza statystyczna wykazata silna ujemna
liniowa korelacj¢ migedzy asjalo- 1 tetrasjalo-Tf oraz miedzy disjalo- i tetrasjalo-Tf.
Wykazano réwniez silna dodatnia liniowa korelacje miedzy pentasjalo- i tetrasjalo-
Tf. Nie mozna natomiast odréznié¢ pacjentéw z PMM2-CDG od pacjentdéw z non-
PMM2-CDG na podstawie profilu izoform Tf, mimo Ze pod wzgledem objawow
klinicznych réznice sa wyrazne. Zastosowana metoda elektroogniskowania pozwolita
rowniez na S$ledzenie efektéow leczenia mannoza u 2 pacjentow z MPI-CDG
1 spostrzezenie, ze obraz 1 procentowy udzial izoform Tf zmienial sie i ulegat
normalizacji.

Oprocz w/w pierwotnych zaburzen CDG, izoformy transferyny pozwalaja
na wykrywanie pacjentow z wtdrnymi zaburzeniami glikozylacji, co przedstawiono



w artykule nr 2 (publikacja w Frontiers in Pediatrics). U wszystkich dzieci
z pierwotna choroba watroby (ALI/ALF, CLD, RALF) wykazano podwyzszony
poziom asjalo- 1 monosjalotransferyny, a u dzieci z RALF w profilu hipoglikozylacji
transferyny dominowala asjalotransferyna podczas epizodéw ALF. Artykut nr 2,
przedstawiajacy wyniki analizy izoform transferyny u pacjentow z pierwotna choroba,
watroby jest pierwszym tego typu doniesieniem na Swiecie.

Mimo, ze metoda elektroogniskowania izoform transferyny w surowicy jest
uznawana za tzw. ,zloty” standard, to jednak nalezy liczy¢ sie z wynikami
wyjatkowymi, nietypowymi, o ktorych pisze Doktorantka w artykule nr 1,
a konkretnie zauwazono, ze u 2 pacjentek z ALG13 (grupa pacjentow z non-PMM2-
CDG-I, deficyt transferazy UDP-GIcNAc) otrzymano wynik tylko nieznacznie
odbiegajacy od obrazu prawidtowego (niewielki procentowy wzrost asjalo- i disjalo
Tt lub tylko disjalo Tf). U 1 pacjentki z tagodng postacia ALG1 (grupa pacjentow
z non-PMM2-CDG-I, deficyt beta-1,4-mannozylotransferazy) — wynik byt
prawidlowy. Oba zjawiska nie byly dotychczas raportowane w literaturze. Takie
nietypowe wyniki sktaniajg do zachowania szczegdlnej czujnosci diagnostycznej
1 podejmowania dodatkowych analiz weryfikujacych.

Uwazam, ze niezwykle wartosciowym osiagnigciem mgr Bogdanskiej jest
adaptacja metody elektroogniskowania izoform transferyny z wykorzystaniem suchej
kropli krwi na bibule (ang. dried blood spot; DBS) w diagnostyce CDG. Wyniki
przedstawione w artykule nr 4 (publikacja w Acta Biochimica Polonica) wskazuja,
ze DBS mozna z powodzeniem traktowac jako zZrodlo materialu do badan. Ma to
niewatpliwe znaczenie praktyczne, zwlaszcza w przypadku pacjentow
pediatrycznych, rozwiazuje rowniez aspekty logistyczne.

Chociaz w przypadku tagodnej postaci PMM2-CDG badanie w DBS musi by¢
potwierdzone i rozszerzone innymi analizami, to jednak mozna mieé nadzieje,
ze zastosowanie DBS pozwoli na szeroko zakrojony skryning selektywny w kierunku
CDG. To z kolei mogtoby przyczyni¢ si¢ do podniesienia poziomu rozpoznawalnoéci
choréb uwarunkowanych zaburzeniami glikozylacji.

Wrodzone zaburzenia glikozylacji zalicza sie do grupy choréb ultra-rzadkich
przy zalozeniu, ze choroba jest uznawana za rzadka, jesli dotyka mniej niz 1: 2 000
0s0b (czyli mniej niz 50: 100 000 os6b). Dane otrzymane w pracy nr 3 (publikacja
w Molecular Genetics and Metabolism Reports) wskazuja, ze w Polsce czesto$é
wystegpowania CDG jako grupy chordéb szacuje si¢ na 1: 1000 000, przy czym
najczestsza z nich, PMM2-CDG — na 0,4: 1 000 000. Poziom zapadalnosci na CDG
w 2020r. w Polsce wyniost 0,013: 100 000 mieszkancow.

Do najczesciej spotykanych mutacji patogennych w genie PMM?2 u pacjentéw
polskich naleza mutacje p.Argl41His (25% zmutowanych alleli) oraz p.Val231Met
(21% zmutowanych alleli).



Stwierdzono, ze oprécz PMM2-CDG czgstymi typami byty SRD5A3-CDG
oraz ALG13-CDG. Ciekawsa obserwacjq jest fakt, ze w grupie polskiej nie wykryto
typu ALG6-CDG, ktéry uwazany jest za drugi najczesciej identyfikowany typ CDG
na $wiecie.

Warto zaznaczy¢, ze znajomos¢ genetycznego podloza danej choroby CDG
u probanda i jego rodzinny stanowi wazng informacj¢ w poradnictwie genetycznym,
jak rowniez pozwala na prognozowanie przebiegu choroby na podstawie zaleznoS$ci
genotyp-fenotyp. Wiedza ta moze by¢ pomocna w momencie pojawienia si¢
mozliwosci terapeutycznych dla konkretnego zaburzenia CDG.

Wiyniki otrzymane w ramach poszczegdlnych artykutow, tworzacych rozprawe
zostaly omowione przez doktorantke w sposéb jasny i1 tam tez zostaly one
porownane z dotychczasowymi danymi dostgpnymi w literaturze Swiatowe]j
w czesdciach poswieconych dyskusji. Natomiast w samej rozprawie doktorskiej
brakuje jednak pelniejszego przedyskutowania wynikow — brakuje ,,rozprawiania”
o wynikach.

Z obowiazku recenzenta podaj¢ rowniez uwagi, ktore nasungly mi si¢ podczas
czytania tej pracy:

1) Kolejnos¢ wnioskéw nie odpowiada kolejnosci celow. Ponadto, sg to raczej
stwierdzenia — raporty z wynikdw, a nie wnioski. Jak wspomniatlam wczesniej
cele sg przedstawione bardzo szczegdtowo, natomiast wnioski — lakonicznie.
Brakuje réwniez ogdlnego podsumowania (wniosku ?) odnoszacego sig
do tytulu rozprawy 1 odpowiadajgcego na pytanie, czy wzor hipoglikozylacji
transferyny oceniany metodg elektroogniskowania mozna uzna¢ za biomarker
przydatny w diagnostyce pierwotnych i wtérnych zaburzen glikozylacji biatek.

2) W recenzowane]j pracy zauwazylam bledy literowe i interpunkcyjne, ktorych
liste¢ moge udostepnic¢ doktorantce lub promotorowi.

Musze jednak podkresli¢, ze sa to uwagi, ktére nie moga wplyngé na obnizenie
merytoryczne] wartosci recenzowanej pracy.

W ostatniej czesci rozprawy doktorantka podaje spis piSmiennictwa, z ktorego
korzystata podczas pisania artykutow tworzacych rozprawe doktorska. Lista zawiera
122 pozycje. Cytowane prace sg dobrane adekwatnie do omawianych zagadnien.

W podsumowaniu pragng stwierdzi¢, ze artykuly tworzace rozprawe doktorskg
mgr Bogdanskie] prezentuja wysoki poziom merytoryczny i stanowig oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego, jakim jest pytanie, czy ocena hipoglikozylacji
transferyny metoda elektroogniskowania jest dobrym biomarkerem w rozpoznawaniu
pierwotnych 1 wtérnych zaburzen CDG. Kandydatka data dowdd swojej glebokiej
wiedzy zaréwno teoretycznej, jak i praktycznej (laboratoryjnej). Omawiane



artykuty oraz wklad autorki w ich powstanie $wiadcza, ze posiada ona umiejetno$é
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Recenzowana praca stanowi
samodzielny 1 oryginalny dorobek autorki.

Whiosek koncowy

Przedstawiong mi do recenzji rozprawe doktorskg Pani mgr Anny Bogdanskiej
oceniam pozytywnie i uwazam, ze spelnia ona warunki okreslone w Art. 187 Ustawy
z dnia 20.07.2018r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r. poz.
1668 ze zm.) 1 uzasadnia nadanie Kandydatce stopnia doktora nauk medycznych
w dziedzinie nauki medyczne 1 nauki o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.
Zwracam si¢ zatem z wnioskiem do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu ,,Pomnik-
Centrum Zdrowia Dziecka” o dopuszczenie Pani mgr Anny Bogdanskiej
do kolejnych etapéw przewodu doktorskiego.
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