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Recenzja

pracy doktorskiej Pani mgr KATARzYNY SzymczAK-KuLUs

pt.
,,HUMAN ALPHA-1 ,4-GALACTOSYLTRANSFERASE AS AN ENZYM REGULATING SHIGA TOXIN

BINDING”

(,Ludzka a-1,4-galaktozylotransferaza jako enzym regulujgcy wigzanie toksyn Shiga”)

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod opiekg
prof. dr hab. Marcina Czerwinskiego w Laboratorium Glikobiologii, Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk
we Wroctawiu. Badania prowadzono w ramach realizacji projektu badawczego pt.
»Antygeny uktadéw grupowych P1PK i GLOB jako receptory dla toksyn Shiga”
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (OPUS 7; nr projektu
2014/13/B/INZ6/00227).  Wyniki badan opublikowano w dwéch artykutach
eksperymentalnych, ktére ukazaly sie w roku 2018 i 2021 w prestizowych
czasopismach naukowych z listy Journal Citation Reports, tj. PLoS One (doi:
10.1371/journal.pone.0196627) oraz J. Biol. Chem. (doi: 10.1016/j.jbc.2021.100299),
0 wspdtczynnikach oddziatywania IF, odpowiednio 2.776 (2018) oraz 5.157 (2020).
Wedtug Google Scholar artykuty te byto cytowane odpowiednio 9 i 2 razy (dane na
dzien 25.08.2021).

Rozprawa doktorska jest 127 stronicowym manuskryptem w wersji
angielskojgzycznej i ma standardowy uktad z podziatem na rozdziaty: STRESZCZENIA -
w jezyku polski i angielskim, SKROTY, WPROWADZENIE, CELE BADAN, MATERIALY |
METODY, WYNIKI, DYSKUSJA, PODSUMOWANIE, BIBLIOGRAFIA, APPEDIX, SPIS RYSUNKOW
oraz SPIS TABEL.

WPROWADZENIE stanowi wyczerpujace opracowanie aktualnego stanu wiedzy
nt. (i) budowy strukturalnej, klasyfikacji i mechanizmu dziatania enzyméw nalezacych

do nadrodziny glikozylotransferaz, odstepstw od ich regio- i stereospecyficznosci
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substratowej poparte wieloma przyktadami, (ii) budowy strukturalnej, klasyfikacji i
biosyntezy glikosfingolipidow z szerszym omowieniem biosyntezy antygenow
cukrowych uktadu grupowego krwi P1PK warunkowanej aktywnoscig konsensowe;
lub wariantowej syntazy Gb3/CD77 (a1,4-galaktozylotransferazy), (iii) podtoza
genetycznego zréznicowania fenotypowego w obrebie uktadu grupowego P1PK oraz
(iv) roli antygenu PX/Gb3 jako receptora determinujgcego chorobotwérczosé, w tym
jego udziat w molekularnym mechanizmie wigzania i internalizacji toksyn Shiga.

CELE BADAN przedstawione sg zadaniowo, zwiezle i poprzedzone sg

uzasadnieniem co do koniecznosci rozstrzygniecia kontrowersyjnych doniesien
naukowych nt. (1) zalezno$ci obserwowanego zréznicowania fenotypowego P1/P2 a
wystepowaniem okreslonego/okreslonych polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw
w genie A4GALT, (2) zdolnoscig a1,4-galaktozylotransferazy do glikozylowania
glikoprotein oraz (3) czy inne glikotopy uktadu grupowego krwi P1PK niz antygen PX
biorg udziat w wigzania i internalizacji toksyn Shiga.
Podjete cele badawcze sg konsekwentng kontynuacjg badan prowadzonych od lat
przez zespdt profesora Marcina Czerwinskiego, a rozpoczetych przez profesor Elwire
Lisowskg, nad zrozumieniem molekularnych przyczyn syntezy antygenéw uktadu
grupowego krwi P1PK. Prowadzone badania majg kluczowe znaczenie w medycynie
transfuzyjnej, transplantacji oraz zapobieganiu poronieniom i chorobom
hemolitycznym ptodu i noworodka. Majg one réwniez znaczenie w patologii
molekularnej i podatnosci na niektére choroby, jak zespét hemolityczno-mocznicowy
wywotany wigzaniem toksyn Shiga wytwarzanych przez enterokrwotoczne szczepy E.
coli. Pozadane sg zatem pogtebione badania nad zrozumieniem budowy strukturalne;
czesci cukrowych oraz struktur rdzeniowych, bedgcych nosnikami glikotopéw.
Niewatpliwie zatozone cele badawcze sg ambitnym wyzwaniem dla badacza, a ich
zrealizowanie jest wazne nie tylko z poznawczego, ale przede wszystkim
medycznego punktu widzenia.

Na szczegélne podkreslenie zastuguje bogactwo zastosowanych metod i
najnowoczesniejszych technik badawczych z zakresu inzynierii genetycznej, biologii
molekularnej, biochemii, hodowli komaérkowej czy technik spektroskopowych. Metody
zostaty pogrupowane i opisane zgodnie z chronologig realizowanych zadan, co jest
duzym utatwieniem dla czytajgcego. Ten ztozony warsztat metodyczny wskazuje, ze
Pani mgr Katarzyna Szymczak-Kulus posiada kompetencje w zakresie planowania i
prowadzenia badar oraz umiejetnosci analizowania réznorodnych danych
pomiarowych.

DyskusJA zostata napisana wyczerpujgco i zakonczona wytyczeniem
kolejnych kierunkéw badan, co $wiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki. WNIOSKI
sformutowano prawidiowo. BIBLIOGRAFIA zawiera 151 pozycji literaturowych, a ich

dobor jest wtasciwy i $wiadczy o bardzo dobrej znajomoéci tematu.
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OCENA UZYSKANYCH WYNIKOW

Pierwotnie uwazano, ze wystepowanie erytrocytow o fenotypie P1 zwigzane

jest ze zwigkszonym poziomem transkryptu dla genu A4GALT, gdyz nie stwierdzono,
aby polimorfizmy w regionie kodujgcym korelowaty z obecnoscig lub brakiem
erytrocytéw o tym fenotypie. W 2014 roku zidentyfikowano jedenascie polimorfizmow
pojedynczych nukleotydéw (SNP) poza regionem kodujgcym enzym z czego dwa tj.
rs2143918 i rs5751348 wykazywaty spdjno$é¢ genotypowo-fenotypowg w catej puli
prébek badanych — 338 probek. Zasugerowano réwniez, ze SNP rs5751348 moze
prowadzi¢ do wariantéw allelicznych genu A4GALT, a w konsekwencji mie¢ wptyw na
tworzenie fenotypéw P1/P.
W swoich badaniach mgr Katarzyna Szymczak-Kulus, na 109 probkach krwi
zdrowych ochotnikéw, przeanalizowata cztery SNP w regionie niekodujgcym
(rs8138197, rs2143918, rs2143919 i rs5751348) oraz bardzo rzadki SNP
rs397514502 w regionie kodujgcym pod wzgledem korelacji z fenotypami P1/P2 oraz
poziomem ekspresji genu A4GALT. Doktorantka potwierdzita, ze SNP rs5751348
najlepiej koreluje ze zwiekszonym poziomem ekspresji genu A4GALT oraz
kodowanej przez ten gen syntazy Gb3/CD77. Wysoki poziom enzymu sprawia, ze
oprécz antygenu Gb3/P* produkowany jest réwniez antygen P1. Z kolei obecno$é
SNP rs397514502 (p.Q211E) w regionie kodujacym prowadzi do obnizonej
syntezy antygenu P1, ale w zamian enzym produkuje antygen NOR. Ostatnio inni
badacze odkryli, ze region rs5751348G preferencyjnie wigze czynniki transkrypcyjne
EGR1 i RUNX1, potwierdzajac tym samym doniosto$¢ ustalen Doktorantki.

Do tej pory ludzka syntaza Gb3/CD77 byta uwazana za enzym $cisle
specyficzny dla glikosfingolipiddw, w przeciwieristwie do kilku innych
glikozylotransferaz ssakow, ktore moga wykorzystywaé zaréwno glikolipidy jak i
glikoproteiny jako akceptory. Uwazano réwniez, ze produkt reakcji katalizowane;
przez syntaze Gb3/CD77 - antygen Gb3/P* na glikosfingolipidach - jest jedynym
ludzkim receptorem dla toksyn Shiga (Stx).

Pani mgr Katarzyna Szymczak-Kulus, uzyskata rozpuszczalng, rekombinowang
ludzkg syntaze Gb3/CD77 w wersji konsensowej oraz zmutowanej z p.Q211E, i
udowodnita, ze oba enzymy moga syntetyzowaé glikotop P1 (koricowy trisacharyd
Gala1—-4GalB1—4GIcNAc-) na diantenowym N-glikanie typu kompleksowego i
syntetycznej N-glikoproteinie — sapozynie D. Ponadto w badaniach in vivo, poprzez
transfekcje komérek CHO-Lec2 wektorami kodujgcymi konsensowg i zmutowang
ludzkg syntaze Gb3/CD77, wykazata, ze oba enzymy wytwarzajg glikotopy P1 nie
tylko na glikosfingolipidach, ale takze na N-glikoproteinach, przy czym enzym z
kwasem glutaminowym w pozycji 211 (p.Q211E) wykazuje podwyzszong aktywno$é
zaréwno wzgledem glikoprotein jak i glikosfingolipidéw. Doktorantka wykazata, ze N-
glikoproteiny zakonczone glikotopem P1 sg rozpoznawane przez podjednostki B
toksyny Stx1, ale nie toksyny Stx2. Obecno$é polimorfizmu  rs397514502,
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warunkujgcego synteze syntazy Gb3/CD77 z podstawieniem p.Q211E, powoduje
podwyzszenie poziomu wigzania podjednostki B toksyny Stx1. Doktorantka pokazata,
ze N-glikoproteiny z glikotopem P1, wytwarzane w transfekowanych komorkach
CHO-Lec2, moga by¢ funkcjonalnymi receptorami dla toksyny Stx1. Zatem, toksyna
Stx1 moze rozpoznawaé¢ i wykorzystywaé N-glikoproteiny z koncowym
glikotopem antygenu P1 oprécz swoich kanonicznych glikosfingolipidowych
receptorbw do wchodzenia i zabijania komérek, podczas gdy Stx2 moze
uzywaé tylko antygen Gb3/Pk glikosfingolipidéw. Jak wykazata Doktorantka, w
przypadku komérek CHO-Lec2 transfekowanych wektorem kodujgcym syntaze
Gb3/CD77 z podstawieniem 211Q>E, gtéwna droga wejécia toksyny Stx1 prowadzi
przez antygen P na glikolipidach (ok. 60%), natomiast w ok. 40% przypadkéw droge
wejscia stanowg glikoproteiny z ugrupowaniem koncowym
Gala1—4GalB1—4GIcNAc-. Doktorantka wykazata, ze glikolipid Gb4 (antygen P) nie
jest receptorem dla toksyn Stx1 i Stx2.

W trakcie lektury recenzowanej dysertacji nasuneto mi sie kilka pytan

1. Dlaczego w badaniach genetycznego podtoza fenotypéw P1/P2 brano pod uwage
NSP rs8138197 oraz NSP rs2143919, skoro juz wezeéniej Lai i wsp. (2014) wykazali
brak korelacji pomiedzy tymi polimorfizmami a statusem P1/P2?

2. Na jakiej podstawie wybrano gen ACTB jako gen referencyjny w reakcji RT-gPCR?
Czy testowano inne geny metabolizmu podstawowego? Jeéli tak, to ktéry algorytm
zastosowano do wybory genu referencyjnego?

3. Czy w badaniach nad antygenami P1 i Gb4 jako ligandami i/lub receptorami dla
toksyn Shiga z uzyciem kotransfekowanych komérek Namalwa (A4GALT/B3GNT5
oraz A4GALTIB3GALNT1) rozwazano trawienia komorek a-galaktozydazg lub B-1,3-
N-acetylogalactozydazg w celu usunigcia epitopdw, odpowiednio, P1 i Pk/Gb3 oraz
Gb4 i uzyskania tym samym uproszczonego zestawu antygenéw blonowych oraz

uzyskania bardziej jednoznacznych wynikéw przy uzyciu cytometru przeptywowego?

Pomimo, ze przedstawiona do oceny praca doktorska zostata przygotowana z wielka

starannoscig, tak pod wzgledem redakcyjnym jak i opracowania rycin i tabel, to

jednak z obowigzku recenzenta musze wspomnieé o drobnych btedach edytorskich:

- zdanie nie powinno zaczynac¢ si¢ od wartosci zapisanej cyframi, lecz stowem

- brak cytacji Tabel 4, 5, 7, 9, A1i A2 w tekécie rozprawy

- W celu zapewnienia mozliwosci powtorzenia eksperymentu, lepiej jest podawac
stez. koricowe poszczegodlnych odczynnikéw niz ich objetosci (np. rozdz. 6.2.3.2 i
6.2.6)

Ponadto:

- w tytule rozdz. 6.2.6 wystepuje bigd merytoryczny

- brak jest niektorych zestawéw danych pomiarowych i ewentualnych komentarzy do
nich, np. podrozdzialy 6.2.3.3, 6.2.3.4, 6.2.4, 6.3.1.17, 6.3.1.18
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- W opisie do ryciny 23A, napisano, ze produkty reakcji enzymatycznej zostaty
przeanalizowane metodg UHPLC (str. 64), podczas gdy z opisu metody wynika, ze
uzyto kolumny chromatograficznej o $rednicy ztoza 5um (str. 43, linia 18), co raczej
$wiadczy o zastosowaniu metody HPLC

- na rycinie 25 (A i B), zamiast SapD4 i SapD5 powinno byé odpowiednio SapD9 i
SapD11 (str. 65)

- w tekscie pracy (str. 68, linia 8 od dotu strony) Doktorantka pisze, ze zostat
wykonany WB z uzyciem przeciwciat anty-P1 (650), a wyniki pokazano na rycinie
28B — w rzeczywistosci brak jest tych wynikow

- narycinie 28B (str. 69) zamiast pierwszego znaku plus powinien by¢ znak minus

- opisy poszczegélnych metod nie sg réwnocenne pod wzgledem szczegdtéw, np.
przy opisie trawienia PNGazg F lizatu komérek CHO-Lec 2 nie wspomniano, ze
przed dodaniem enzymu, trzeba doda¢ Nonidet NP40 w celu zniesienia
negatywnego wptywu SDS na aktywnos¢ PNGazy F. Tej informacji nie ma réwniez
w publikacji, na ktérg Doktorantka sie powotuje (rozdz. 6.4.10). Z kolei w opisie
internalizacji toksyn Shiga (rozdz. 6.6.3) brak informacji po jakim czasie od
pierwszego pomiaru wykonano drugi pomiar — czyli jak dtugi czas przeznaczono na
internalizacje toksyn.

- na str. 82 geny powinny by¢ zapisane kursywg

Wymienione powyzej niedociggniecia nie majg jednak wptywu na catoéciowg ocene

pracy.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny dysertacja zawiera oryginalne i
nowatorskie wyniki, znacznie poszerzajagce nasze dotychczasowe rozumienie
patologii toksyny Shiga; otwiera takze mozliwosci na zaprojektowanie nowych lekéw
uniemozliwiajgcych wigzanie toksyn Shiga do komoérek gospodarza. Z catym
przekonaniem moge stwierdzi¢, ze przedstawiona praca doktorska mgr Katarzyny
Szymczak-Kulus odpowiada wymogom formalnym stawianym rozprawom doktorskim
okreslonym w obowigzujgcej ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki i w zwigzku z tym przedstawiam Radzie
Naukowej Instytutu Immunologii Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda,
Polskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage wysoki poziom merytoryczny pracy, zastosowanie ztozonego
warsztatu metodycznego oraz niewatpliwy wktad uzyskanych wynikéw w nauke,
whnioskuje o wyréznienie pracy doktorskiej stosowng nagroda.
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