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Ocena pracy doktorskiej magister Anny Bereznickiej

"Antygeny uktadu grupowego krwi P1PK u ptakéw: rola syntazy Gb3/CD77"

Glikozylotransferazy, sg olbrzymia rodzing enzymow, ktora u ssakéw liczy ponad 200 biatek.
Enzymy te wykazuja wysoka swoistos¢ donorowo-akceptorows. Zamiany reszt aminokwasowych
w tych biatkach moga prowadzi¢ nie tylko do zmniejszenia czy nawet utraty aktywnosci
enzymatycznej, ale rowniez do modyfikacji swoistosci wzgledem donoréw i/lub akceptoréw. Ludzka
syntaza Gb3/CD77 jest transmembranowym enzymem odpowiedzialnym za przeniesienie reszty
galaktozy na laktozyloceramid i paraglobozyd — prekursory antygenow grupowych krwi P* i PI.
Enzym z podstawieniem Q211E wykazuje rozszerzona swoistos¢ akceptorowa i przylacza reszte
galaktozy rowniez do akceptoréw glikosfingolipidowych. Badania nad ta muteing byle elementem

rozprawy doktorskiej promotora pomocniczego rozprawy, dr. Radostawa Kaczmarka.

Glikany znajdujace si¢ na powierzchni komoérek biorg udzial w wielu procesach biologicznych
np. adhezji komorkowej, oddziatywaniu z makroczasteczkami lub patogenami. Tworzenie kompleksu
pomigdzy patogenem a oligosacharydowym receptorem na komoérce gospodarza to czgsto pierwszy
etap infekcji. Bakterie Shigella dysenteriae czy enterotoksyczne szczepy E. coli (ETEC) produkuja
toksyny Shiga, ktérych receptorami u ludzi sa glikosfingolipidy, nalezace do ludzkiego uktadu
grupowego krwi P1PK.

Bakterie wytwarzajace toksyny Shiga stanowig powazny problem zdrowotny we wspdlczesnym
$wiece. Rocznie powoduja one ponad milion zgondw. Podstawowym rezerwuarem patogennych
bakterii £ coli jest bydto, ale rowniez ptaki uwazane sa za mozliwy element przenoszacy patogeny.

Posiadajg one odporno$¢ na zakazenia ETEC mimo obecnosci specyficznych receptorow.

Przedmiotem rozprawy doktorska Pani mgr Anny Bereznickiej byta syntaza Gb3/CD77. Autorka
przeprowadzita molekularng charakterystyke dwoéch ptasich enzymow Gb3/CD77, a takze podjeta
prébe wyjasnienia ich roli w zakazeniach ETEC oraz podstaw mechanizméw molekularnych stojacych

za opornoscig ptakow na toksyny Shiga. Temat pracy uwazam za ciekawy zardwno ze wzgledow



naukowych jak i praktycznych. Badania zostaly przeprowadzone w laboratorium profesora Marcina
Czewinskiego, renomowanego immunochemika zajmujacego si¢ glikobiologia. Promotorem

pomocniczym rozprawy byt dr. Radostaw Kaczmarek.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Anny Bereznickiej liczy 175 stron. Rozprawa
zostala podzielona w tradycyjny sposoéb na rozdziaty: wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki
oraz dyskusj¢. Prace rozpoczyna streszczenie oraz wykaz skrotow, po rozdziale dyskusja znajduje sie

bibliografia oraz zalaczniki.

Wstep zajmuje 38 stron i zostal bardzo dobrze napisany. Autorka wyczerpujaco, ale bez
nadmiernej szczegdtowosci, opisala prawie wszystkie zagadnienia teoretyczne zwigzane ze swojg
rozprawg. Ten material dobrze wprowadza czytelnika w obszar glikandéw (ich struktury, syntezy) oraz
antygendw grupowych krwi. Ponadto autorka rozprawy zamiescita informacje o antygenach

cukrowych bioracych udziat w oddzialywaniu z patogenami oraz toksyna Shiga.

Rozdziat materialy oraz metody obejmuje 19 stron. Mgr Bereznickia w sposéb nalezyty opisala
sposoby prowadzenia do$wiadczen. Wachlarz metod jest szeroki, co dobrze $§wiadczy o warsztacie

badawczym doktorantki.

Wyniki pracy zostaly przedstawione na 37 stronach i sg bogato ilustrowane rycinami.

Do najwazniejszych osiagnie¢ doktorantki zaliczam:

1. Okreslenie poziomu antygenéw ukladu PIPK na erytrocyty nalezacych do 12 gatunkow
ptakow oraz efektywnos$ci wiazania podjednostki 1B toksyny Shiga (Stx1B) do wybranych ptasich
erytrocytéw; przeprowadzenie charakterystyki glikosfingolipidoéw i glikoprotein z erytrocytow ptakow
oraz analizy obecno$ci przeciwcial rozpoznajacych antygeny grupowego krwi P1PK u ptakow.

2. Detekcje obecno$é glikotopéw Galal—4Gal oraz charakterystyke glikosfingolipidow
i glikoprotein w komoérkach $rodblonkowych gotebia i kury oraz przeprowadzenie testow wigzania
i toksycznosci podjednostki 1B toksyny Shiga wobec tych komorek; przeprowadzenie analizy
immunohistochemicznej glikotopéw P1 na tkankach gotebia i kury, jak réwniez wiazania podjednostki

1B toksyny Shiga do wybranych tkanek.
3. Charakterystyke produktow dwodch gendéw kodujacych syntazy Gb3/CD77 u golebia

(okreslonych jako P i M) oraz wykazanie, ze enzym M posiada aktywnos$¢ wobec akceptoréw
glikoproteinowych i glikosfingolipidowych, podczas gdy enzym P jest aktywny jedynie wobec
glikoprotein.

4. Wykazanie, ze syntazy Gb3/CD77 M i P wykazujg zdolnos¢ do produkcji w pehi
funkcjonalnych receptoréw dla toksyn Shiga oraz przeprowadzenie analizy wrazliwo$¢ komoérek

transfekowanych wektorami kodujgcymi syntazy Gb3/CD77 M i P na toksyny.



Wyniki otrzymane przez mgr Ann¢ BereZnickia poszerzaja wiedz¢ na temat antygenow
wystepujacych u ptakow oraz aktywnosci syntaz Gb3/CD77. Doktorantka zaobserwowata, ze komorki
ludzkie transferowane wektorami kodujacymi syntazy wykazywaly podwyzszenie wrazliwosci na
toksyne Stx1, a z drugiej strony, komorki $rodblonka golebia, ktdre prezentujg antygeny P1 i P* sg
niewrazliwe na tg toksyne. Moze to sugerowaé, ze glikotopy P1, sa dla toksyn receptorami
putapkowymi.

Podsumowaniem pracy jest bardzo dobrze napisana dyskusja. Autorka rozprawy w sposob
rozsadny komentuje swoje wyniki, odnoszac je do danych literaturowych. Dyskusj¢ koficzy komentarz
do niejednoznacznych wynikéw otrzymanych w pracy oraz propozycja dalszych badan celem ich
rozwigzania.

Autorka rozprawy nie ustrzegla si¢ pewnych niedociggnigé. W pracy jest kilka bledéw
edytorskich; na ryc. 20, 33, 35 nie ma lub zZle podawane sa oznaczenia istotnosci statystycznych; na
stronie 75 enzymy PNGaza F i O-GlcNAc-aza sa nazwane proteazami; w podpisie do ryc. 10 zabrakto
informacji co oznaczaja symbole umieszczone na rysunku. Do okreslenia procentu podobienstwa
pomiedzy sekwencjami w rozprawie jest uzywane stowo homologia (60-68% homologii, str. 45),
ktéra oznacza pochodzenie od wspdlnego przodka (powinien by¢ % podobiefistwa lub identycznosci).
Czy na pewno poprawne jest okreslenie ,biataczkowe komoérki macierzyste raka okreznicy” na
str. 32?2 Autorka uzywa w pracy okreslenia parvklasa, nie spotkatem si¢ z nim wczesniej, czy jest to
obecnie stosowana terminologia w systematyce? Opisujac schemat struktury glikozylotransferaz,
doktorantka napisata, ze posiadajg one nieuporzadkowanym region rdzenia (str. 20). Zazwyczaj czgsé
centralna bialka, okreslana jako rdzen hydrofobowy, charakteryzuje si¢ zwarta regularng strukturg
trzeciorzgdowy. Czy to oznacza, ze rdzen biatka (jego centralna czgs¢) jest rozwinigta w stanie

natywnym?

Do doktorantki mam rowniez kilka pytan. We Wstepie do rozprawy, nie znalaztem opisu w jaki
sposob toksyny Shiga ze $wiatla jelita trafiaja do krwioobiegu. Prosze o krotka informacje na ten
temat. Testy cytotoksycznosci byly przeprowadzane z uzyciem MTS, czy byty one potwierdzane inng
metodg? Do uniesmiertelniania komorek wykorzystano lentiwirusa zawierajacego w sobie sekwencje
dla gotebiego genu TERT. Jakimi innymi metodami mozna uniesmiertelni¢ komorki? Na ryc. 24.
przedstawiono zmiany zywotnosci pierwotnych ptasich komorek endotelialnych pod wplywem
toksyny Shiga. Jakiego efektu mozna oczekiwaé dla komorek ludzkich przy analogicznych stezeniach
toksyny? Do otrzymania golebich syntaz Gb3/CD77 uzyto ludzkich komorek 2102Ep. Komorki te
endogennie produkujg syntazy Gb3/CD77. Czy mozna uzy¢ innych linii komorkowych (bez tego

enzymu) do badan?



Podsumowujac, pragne podkresli¢ wysoki poziom przedstawionej do oceny pracy. Mgr Anna
Bereznicka w swoich badaniach wykorzystala szereg metod badawczych, dzigki ktorym otrzymata
interesujace wyniki dla antygenéw ukfadu grupowego krwi P1PK u ptakéw. Rezultaty swojej pracy

przestawita w publikacji zamieszczonej w Int J Mol Sci 2021, w ktérej jest pierwszym autorem.

Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej "Antygeny ukfadu grupowego krwi
PIPK u ptakéw: rola syntazy Gb3/CD77" jest bardzo wysoka, a rozprawa speinia warunki ujete
stosownymi przepisami. Wnosz¢ o dopuszczenie magister Anna BereZznickiej przez Rad¢ Naukowa
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. L Hirszfelda PAN we Wroclawiu do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Jednocze$nie, majac na uwadze poziom przedstawionej pracy oraz
fakt opublikowania jej wynikéw w czasopiSmie o wysokim wspotczynniku wplywu, wnoszeg

o wyrdznienie rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.
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