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Ocena pracy doktorskiej magistra Radostawa Kaczmarka

"Badanie przyczyn zmian swoistosci ludzkiej o1,4-galaktozylotransferazy (syntazy Gb3/CD77)"

Podstawowe antygeny grup krwi zostaty odkryte ponad 115 lat temu przez Karla Landsteinera,
natomiast 10 lat pozniej Ludwik Hirszfeld wraz z Emilem von Dungernem wykazali, ze sg one
dziedziczone. Ich pionierska praca stata sie podstawg nauki o grupach krwi. To witaénie ci badacze
wprowadzili oznaczenie symbolami A, B, AB i 0. Wraz z rozwojem badan odkryto 341 antygenéw
grupowych krwi sklasyfikowanych w 36 uktadach grupowych. Co ciekawe, wiekszo$¢ tych antygenéw
wystepuje réwniez na komérkach innych tkanek organizmu. Z tego powodu wiasciwa wydaje sie
nazwa antygeny grupowe krwi i tkanek. Antygen grupowy moze by¢ definiowany przez fragment
biatka, glikoproteiny lub glikolipidu. Rozna jest rola czasteczek odpowiadajgcych za antygeny
grupowe. Moga one by¢ enzymami, kanatami, czasteczkami adhezyjnymi lub receptorami dla
endogennych lub egzogennych biatek. Mnogos¢ antygendéw grupowych krwi wynika z
jednonukleotydowego polimorfizmu, inwersji, insercji lub delecji gendw lub ich fragmentéw. Wiedza
na temat roli antygenéw grupowych krwi w prawidtowej pracy organizmu oraz stanach
patologicznych caty czas si¢ powieksza. Poza powszechnie znanymi, negatywnymi konsekwencjami
zwigzanymi z przetoczeniem niezgodnej pod wzgledem antygendw krwi lub choroby hemolitycznej
ptodu i noworodka istniejg rowniez doniesienia naukowe dotyczace korelacji pomigdzy grupami krwi
a zachorowalnoécig na niektére choroby nowotworowe, zakrzepice lub chorobe wiericowa.
Ciekawym aspektem naukowym zwigzanym z grupami krwi jest rdwniez ich rola w interakcji z
patogenami.

Skomplikowana natura antygenéw grupowych krwi zwigzana z ich syntezg oraz szeroko pojeta
aktywnoscig biologiczng jest bardzo ciekawym oraz aktualnym zagadnieniem naukowym. Od wielu lat
grupa dr. hab. Marcina Czerwinskiego zajmuje sie badaniem rdznorakich aspektéw zwigzanych z
molekularnymi wiasnosciami antygenéw, czego owocem sg liczne prace w renomowanych

czasopismach naukowych.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr. Radostawa Kaczmarka liczy 125 stron. Rozprawa
zostata podzielona na tradycyjnie rozdziaty: wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki oraz
dyskusje. Prace rozpoczyna streszczenie oraz wykaz skrétéw, po rozdziale dyskusja znajduje sie

bibliografia oraz zatgczniki.



Wstep zajmuje 42 strony. Autor rozpoczyna wstgp od omdwienia aktywnosci biologicznej
glikozylotransferaz. Omowione sg zagadnienia zwigzanych z ich budowsa, podziatem na rodziny,
specyficznoscig substratowa oraz mechanizmem katalizy. Nastepnie autor pracy przechodzi do
omoéwienia zagadnien zwigzanych z strukturg oraz synteza glikosfingolipidéw. Kolejne rozdziaty
wstepu poswiecone sg uktadom grupowym krwi. Szczegétowo przedstawiono uktady P1PK, GLOB,
FORS oraz kolekcje GLOB. Autor pracy omodwit sposéb kodowania glikozylotransferaz
odpowiedzialnych za synteze pochodnych cukrowych wymienionych antygendw, nastepnie opisat ich
strukture oraz molekularne podstawy ich powstawania. Wiecej uwagi mgr Kaczmarek poswieca
zagadnieniom zwigzanym, z ciagle nie do korica poznanym, mechanizmem lezagcym u podstaw
systemu P1K1. Wstep konczg informacje o roli wymienionych antygendw jako receptoréw dla

bakterii, toksyn, wirusa HIV oraz w zakazeniach pasozytniczych.

System P1K1 jest najbardziej tajemniczy sposrod 36 skatalogowanych ukladéw grupowych.
Szczegdlng role w syntezie antygendw tego uktadu bierze enzym Gb3/CD77. Celem pracy doktoranta
byto otrzymanie rekombinowanej formy tego biatka, poréwnanie aktywnosci biologicznej wariantu
konsensusowego z muteing syntetazy oraz analiza antygenu NOR produkowanego przez komorki

2102Ep transfekowane syntetaza.

Rozdziat materiaty oraz metody obejmuje 15 stron. Autor pracy operuje szerokim wachlarzem
metod badawczych. Opisane zostaly techniki z zakresu: klonowania DNA, analizy biatek, w tym
western blottingu, nadprodukcji biatek w systemie bakulowirusowym oraz ich oczyszczania,
cytometrii przepltywowej, oczyszczania i analizy glikolipidow (w tym metody HPTLC), spektrometrii
mas (zaréwno MLDI-TOF jak i ESI MS") oraz pomiaréw aktywnosci rekombinowanych enzyméw z

wykorzystaniem syntetycznych oraz naturalnych substratow.

Wyniki pracy przedstawione zostaty na 10 stronach. Do najwazniejszych osiggnie¢ mgr Radostawa

Kaczmarka zaliczam:

1. Otrzymanie homogennych, aktywnych biologicznie preparatéw konsensusowej syntetazy
Gb3/CD77 oraz jej wariantu mutacyjnego Q211E w systemie bakulowirusowym.

2. Udowodnienie, ze struktura glikosfingolipidu NOR1 otrzymanego w linii komérkowej 2102Ep
transferowanej wektorem kodujagcym muteine Q211E enzymu Gb3/CD77 jest podobna do
antygenu NOR1 izolowanego z krwinek ludzkich (za wyjgtkiem czesci ceramidowej).

3. Wykazanie, ze enzym Gb3/CD77 jest syntetazg antygenu P1,

4. Przedstawienie danych eksperymentalnych pokazujacych, ze biatko Gb3/CD77 moze
syntetyzowac zaréwno antygen P* jak i P1.

5. Zbadanie aktywnosci enzymatycznej wariantu Q211E syntazy Gb3/CD77 i wykazanie, ie

odpowiada ona za synteze antygenéw P¥, P1 oraz NOR.



6. Wykazanie wptywu mutacji Q211E syntazy Gb3/CD77 na formowanie oligomerdw.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana mgr. Radostawa Kaczmarka wnosi bardzo wiele
do zrozumienia molekularnych podstaw uktadu P1PK. Wykazanie, ze ludzka ol,4-
galaktozylotransferaza odpowiada za synteze antygenéw P* i P1, a jej wariant mutacyjny dodatkowo
za synteze antygenu NOR, jest duzym osiggnieciem. Jest to pierwszy opisany w literaturze przyktad

syntazy, w ktérej mutacja powoduje zmiane swoistosci akceptorowe;j.

Autor pracy podsumowuje otrzymane przez siebie wyniki w formie 5-stronicowej dyskusji,
krytycznie, w sposob logiczny przedstawiajgc tok prowadzonych eksperymentéw. Zakonczenie
dyskusji opisuje dalsze mozliwe $ciezki prowadzenia badan, celem poréwnania specyficznosci

synatazy konsensusowej oraz posiadajgcej postawienie Q211E.

Autor nie ustrzegt sie jednak w pracy pewnych niedociggnie¢. Wyniki pracy zostaty opublikowane i
moze stad opis prowadzonych eksperymentéw, otrzymanych wynikdw oraz dyskusja s3
przedstawione bardzo skrétowo. Na tym tle wstep jest bardzo rozbudowany, wydaje sie by¢
artykutem przegladowym. Niektdére zdania sg nadmiernie rozbudowane, przez co trudno zrozumieé
przekazywang mysl (np. rozdziat 1.1.1, akapit 1, zdanie 4). Odnoszac sie do Emila von Dungerna oraz
Ludwika Hirszfelda moina by zacytowac oryginalny artykut. Przy niektérych nazwach odczynnikow
nie ma przedstawionego pochodzenia, albo pojawia sie ono w dalszej czesci pracy. ,Wstawki” na

rysunkach mozna by przedstawi¢ jako kolejne czesci rysunku (B, C, ...).

Ponadto mam kilka pytan dotyczacych wykonanych eksperymentéw. Czy zamiast chromatografii
cienkowarstwowej nie mozna byto zastosowac rozdziatéw z uzyciem HPLC, czy nie pozwolito by to na
analizy ilosciowe oraz okreslenie parametréw kinetycznych badanych enzyméw ? Dlaczego wymiana
buforu przed oczyszczaniem na kolumnie ze ztozem niklowym zajmowata az 120 godzin. W jakiej
objetosci prowadzono nadprodukcje biatek w systemie bakulowirusowym ? Czy moina oszacowaé w
jakim procencie otrzymane rekombinowane biatko byto aktywne (lub poprawnie zwiniete). Prosze o
informacje, czy wektor kodujacy synteze byt przygotowanie osobisci przez autora pracy, podobnie,

czy eksperymenty MS byly wykonywane samodzielnie.

Podsumowujac, pragne podkresli¢ bardzo wysoki poziom przedstawionej do oceny pracy. Mgr
Radostaw Kaczmarek w swoich badaniach wykorzystat szereg metod badawczych dzieki ktérym
wykazat unikalne wtasnosci syntazy Gb3/CD77 oraz jej wariantu Q211E. Wyniki swojej pracy
przestawit w czasopismach takich jak: Journal of Biological Chemistry, Biochemical and Biophysical
Research Communications oraz w artykule przeglagdowym w Transfusion Medicine Reviews. Warto

podkresli¢ réwniez, ze poza wymienionymi artykutami doktorant jest autorem siedmiu innych



publikacji zaréwno krajowych jak i miedzynarodowych. Ponadto, wyniki swojej pracy zaprezentowat

w postaci dziesieciu doniesien konferencyjnych.

Moja ocena przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej "Badanie przyczyn zmian swoistosci
ludzkiej a1,4-galaktozylotransferazy (syntazy Gb3/CD77)" jest bardzo wysoka, a rozprawa spetnia
warunki ujete stosownymi przepisami. Wnosze o dopuszczenie magistra Radostawa Kaczmarka przez
Rade Naukowsq Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L Hirszfelda PAN we Wroctawiu do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie, majagc na uwadze poziom przedstawionej pracy oraz fakt opublikowania jej
wynikow w czasopismach o wysokim wspotczynniku wplywu, wnosze o wyrdznienie rozprawy

doktorskiej stosowng nagrodg.
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