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pt.

»Changes in the specificity of human al,4—galactosyltransferase
(Gb3/CD77 syntase): studies on the molecular background (Badanie
przyczyn zmian swoistosci ludzkiej

a1,4-galaktozylotransferazy (syntazy Gb3/CD77))”

Wyniki przedstawionej mi do oceny pracy zostaty opublikowane w trzech
miedzynarodowych czasopismach z listy filadelfijskiej a zatem byty one juz
poddane surowej ocenie recenzentéw. Szkoda tylko, ze publikacje nie
zostaly dotgczone do tych materiatéw. Praca jest kontynuacjg badan grupy
Pana Prof. Marcina Czerwinskiego i wspétpracownikéw nad wyjasnieniem
molekularnych podstaw powstania antygenu NOR, ktéry to antygen jest
glikosfingolipidem z unikalng terminalna strukturg Gala1,4GalNAc.
Glikozylacja jest powszechng modyfikacja, ktorej podlegajg zaréwno biatka
jak i lipidy. Glikany odgrywajg istotna role w podstawowych procesach
fizjologicznych jak rowniez patologicznych. Wsérdd glikandw sg réwniez
determinanty antygenowe uktadéw grupowych krwi takich jak: ABO czy
P1PK. Glikany powstajg w wyniku dziatania specyficznych enzyméw -
glikozylotransferaz. W tym procesie mozna wyréznié¢ swoistg triade: donor,
akceptor i transferaza. Donorami sg zaktywowane reszty cukrowe,
najczesciej jako nukleotydocukry, akceptorami mogg by¢ oligosacharydy,
okres$lone reszty aminokwasowe lub lipidy. Natomiast glikozylotransferazy
przenoszg reszty cukrowe na czgsteczki akceptora z wytworzeniem
wigzania glikozydowego. Pomimo duzej réznorodnosci  struktur

glikanowych proces ten jest uporzgdkowany i najczesciej przebiega
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sekwencyjnie za co odpowiada lokalizacja glikozylotransferaz w
odpowiednich przedziatach aparatu Golgiego. Zatem rola
glikozylotransferaz w syntezie glikandéw jest niezwykle istotna, a wszelkie
zmiany w sekwencji genéw kodujgcych te enzymy mogg prowadzi¢ do

zmian zaréwno ilosciowych jak i jakosciowych w tym procesie.

Pan mgr Radostaw Kaczmarek zajgt sie bardzo waznym ale réwnoczesnie
trudnym zagadnieniem jaki stanowi badanie jednej z glikozylotransferaz
biorgcej udziat w glikozylacji lipidéw. Ludzka a1,4-galaktozylotransferaza
katalizuje tworzenie wigzania o1,4-glikozydowego pomiedzy resztg
galaktozy pochodzacg z UDP-galaktozy a terminalng galaktozg
laktozyloceramidu — antygen Pk (Gb3/CD77) lub paraglobozydu (antygen
P1). Dodatkowo wykazano, ze ten enzym moze wystepowaé w dwu
postaciach: konsensowej lub zawierajgcej podstawienie aminokwasu
(podstawienie 211 GIn w Glu) w pozycji 211 tancucha polipeptydowego
polegajgce na zamianie reszty glutaminy na reszte kwasu glutaminowego.
Ta zmiana spowodowana jest przez mutacje punktowg 631C>G w genie
A4GALT co rozszerza swoisto$¢ akceptorowg enzymu w ten sposoéb, ze
nabywa zdolno$é przytgczania galaktozy zarowno do terminalnej galaktozy
jak i do terminalnej N-acetylogalaktozaminy globozydu w wyniku czego
powstaje antygen NOR z nieznanym do tej pory terminalnym disacharydem
Gala1,4GalNAc. Erytrocyty z powierzchniowym antygenem NOR sg
aglutynowane przez wiekszo$S¢ ludzkich surowic, gdyz w surowicy
wystepujg naturalne przeciwciata rozpoznajgce glikotop Gala1,4GalNAc.
Tym nie mniej, byly to tylko dowody posrednie dotyczace funkcji ludzkiej
a1,4-galaktozylotransferazy w tworzeniu antygenéw P* | P1 oraz NOR.
Uzyskaniem dowodu biochemicznego =zajgt sie Pan mgr Radostaw

Kaczmarek.

Praca ma typowy podziat na rozdziaty: wstep, materiaty i metody, wyniki i
dyskusje zakonczong wnioskami oraz spis literatury. Prace konhczy
appendix z 4 rozdziatami oraz spis rysunkow, tabel oraz publikacji

Doktoranta.

Wstep stanowi najobszerniejszg czeS¢ pracy i zawiera najnowsze
informacje na temat glikozylotransferaz z podzialem na rodziny, ich
specyfikg substratowg oraz mechanizmem dziatania. Nastepnie, zostaty
opisane glikosfingolipidy z uwzglednieniem struktury i ich syntezy de novo.
Znaczng cze$¢ wstepu zajmuje omoéwienie uktadu grupowego P1P*, GLOB

i Forsssman. Omoéwione sg enzymy zaangazowane w synteze antygenow,
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struktury antygendéw nalezgce do serii globo i neolakto oraz serologiczne
aspekty zwigzane z obecnoscig antygenow grupowych krwi. Ostatnia czes¢
wstepu dotyczy antygendéw jako receptoréw dla bakterii takich jak
uropatogenne szczepy E. coli czy dla toksyny Shiga. llo§é przedstawionych
informacji oraz szczegotowy opis zagadnien $wiadczg o bardzo dobrej
orientacji Pana mgr Radostawa Kaczmarka w tej tematyce. Wstep

zakonczony jest celem pracy, ktéry zostat zawarty w trzech punktach.

Materiaty i metody opisane zostaly na 15 stronach. Rozpoczyna rozdziat
dotyczgcy wszelkich dziatarn dotyczacych DNA: izolacji, amplifikacji,
trawienia, klonowania fragmentéw DNA do odpowiedniego wektora,
sekwencjonowania i na koniec wprowadzenia do elektrokompetentnych
komorek E. coli. Nastepna cze$¢ dotyczy analiz wykonywanych na poziomie
biatek. Trzecia cze$¢ opisu metodyki to gtéwny trzon prowadzonych badan,
w ktérych wykorzystano komorki linii 2102 E; ludzkiego potworniaka
nietrasfekowane i stabilnie transferowane wektorem kodujagcym konsensowg
a1,4-galaktozylotransferaze, ktéra produkuje antygeny P i P1 i komorki
transfekowane wektorem kodujgcym enzym z podstawieniem 211Q>E
syntezujgce antygeny P¥, P1 i NOR. Komorki te postuzyty do otrzymania
odpowiedniej do dalszych badan ilosci glikosfingolipidéw, ktére nastepnie
zostaty z nich wyizolowane. Obojetne glikosfingolipidy byty frakcjonowane, a
kazda frakcja analizowana wysoko sprawng chromatografig
cienkowarstwowg (HPTLC) w uktadzie analitycznym i preparatywnym.
Zidentyfikowany antygen NOR byt poddany trawieniu a-galaktozydazg z
nasion kawy. Analizg instrumentalng z uzyciem MALDI-TOF przebadano
catg pule obojetnych glikosfingolipidéw otrzymanych w komérkach linii 2102
E1 oraz glikosfingolipid NOR1. Natomiast metodg MS/MS i MS? potwierdzono
obecnos$é¢ struktury antygenu NOR1/SSEA analizujgc jon 1411,8 m/z oraz
jony powstate podczas jego fragmentacji. Aktywne formy o1l,4-
galaktozylotransferazy a wtasciwie jej katalityczng domene otrzymano w
owadziej linii komorek Sf9. Z czgsteczki enzymu usunieto fragment
wprowadzajgcy go do btony i zastgpiono sekwencjg kierujgcg enzym do
sekrecji. Enzymy wyizolowano z pozywki hodowlanej metoda chromatografii
na kolumnie Ni-NTA. Nastepnie oznaczono aktywno$é obu form a1,4-
Metode ELISA z

wykorzystaniem syntetycznych akceptorowych substratéw zkoniugowanych

galaktozylotransferazy  stosujgc dwie metody.

z PAA i metode izotopowg ze znakowang donorowg Gal [UDP-C' Gal]. Jako

substraty zostaty uzyte pochodzgce z erytrocytow laktoceramid,

paraglobozyd, globozyd i obojetne glikosfingolipidy. Opis metod jest
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szczegbtowy pomimo faktu, ze zostaly one zawarte w opublikowanych

pracach.

Kolejny rozdziat czyli wyniki obejmujg 10 stron. Wykonujgc analize
glikosfingolipidow  powierzchniowych oraz  uzywajgc  specyficznych
przeciwciat, a takze stosujgc analize instrumentalng Pan mgr Radostaw
Kaczmarek. wykazat, ze komorki linii 2102 E; transfekowane wektorem
kodujgcym konsensowg a.1,4-galaktozylotransferaze produkujg antygeny P¥ i
P1, natomiast komérki transferowane wektorem kodujgcym enzym z
podstawieniem 211Q>E syntezujg antygeny P*, P1 i NOR. Nie obserwowano
reakcji z przeciwciatami dla komorek nietrasfekowanych. Ten wynik opisuje
pierwszg glikozylotransferaze, ktéra zmienia swojg swoistoS¢ akceptorowg
na skutek punktowej mutacji. Kolejnym waznym wynikiem tej pracy byto
otrzymanie w owadziej linii komorkowej Sf9 aktywnych enzymoéw o sekwenciji
konsensowej oraz z podstawieniem, a nastepnie wykazanie ich aktywno$ci
wobec syntetycznych oligosacharydéw i oczyszczonych glikosfingolipidow.
W ten sposéb zostato wykazane, ze konsensowa forma enzymu syntezuje
zarbwno antygen P* jak i P1, co jest bezposrednim dowodem
biochemicznym na to, ze antygen P1 powstaje w wyniku dziatania a1,4-
galaktozylotransferazy. Wreszcie, bardzo wazng obserwacjg jest to, ze
enzym zawierajgcy podstawienie 211Q>E syntezuje antygeny P, P1 i NOR.
Najwyzszg aktywno$¢ wykazuje on w stosunku do Lac-PAA, ktory jest

prekursorem antygenu P,

Dyskusja jest najkrotszg czescig pracy, gdyz obejmuje 5 stron i koncentruje
sie na skomentowaniu najwazniejszych osiagnie¢ tej pracy. Tym, ze fenotyp
NOR jest wynikiem mutacji 613C>G w genie A4GALT co zostato wykazane
na podstawie widm masowych otrzymanych dla glikosfingolipidow
izolowanych z transferowanych komérek 2101 Ep,. Wyniki te zostaty
potwierdzone w reakcji ze specyficznymi przeciwciatami. Kolejny wazny krok
dotyczyt wyjasnienia genetycznych podstaw polimorfizmu fenotypu P4/Pa.
Pytanie, na ktére nie byta znana odpowiedz dotyczyto tego czy tylko jeden
enzym Gb3/CD77 kodowany przez gen A4GALT jest odpowiedzialny za
synteze dwoch antygendw P1 i P¢ lub czy sg dwa rézne enzymy, z ktérych
jeden nie zostat jeszcze poznany. Trudno$¢ w znalezieniu odpowiedzi
polegata na tym, ze nie byto danych na temat aktywnosci dla izolowanego
rekombinowanego produktu genu A4GALT. Innym aspekitem tego
zagadnienia byla mozliwo$é tworzenia heterodimeréw z syntazg Gb4Cer.
Zgodnie z tg hipotezg punktowa mutacja Q211E mogta by wptywac na ten
proces. W celu weryfikacji tej hipotezy zastosowano metode BIFC

%

% &

X

A
‘O

I~’

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydziat

Biologii i Nauk o Ziemi

Instytut Zoologii

Katedra Fizjologii Zwierzg

Zaktad Biochemii

Glikokoniugatéow

ul. Gronostajowa 9
30-387 Krakéw
tel. 12 664 64 68
12 664 64 65

fax 12 664 51 01



(Bimolecular Fluorescence Complementation), ktéra jednak nie wykazata
heterodimeryzacji natomiast pokazata homodimeryzacje obu form enzymu.
Jednak wg Pan mgra Radstawa Kaczmarka analiza pozycji mutacji w

odniesieniu do motywu DXD w czgsteczce enzymu sugeruje raczej

bezposéredni udziat reszty aminokwasowej 211 w procesie transferu
substratu.  Nastepna cze$§é dyskusji dotyczy wyboru  wektora
bakulowirusowego jako wiasciwego systemu dla uzyskania

rekombinowanego enzymu. Zaletg tej metody jest stosunkowo duza

wydajnos$¢ dla biatek izolowanych z pozywki hodowlanej komérek owadzich.

(9p67)
odpowiedniej do badan ilosci rekombinowanego enzymu. Wykorzystujgc go,

Woprowadzenie sekwencji sekrecji pozwolito na uzyskanie

uzyskano po raz pierwszy biochemiczny dowdd, ze ludzka syntaza
Gb3/CD77 jest syntazg P1

przypuszczenia i dato odpowiedZz co do molekularnego podtoza systemu

co potwierdzito wcze$niejsze posrednie

P1PK. Wariant enzymu z podstawieniem pQ112>E syntezuje antygen NOR.
Co réwniez istotne, te wyniki obalajg teze ,jeden enzym jedno wigzanie”,
ktéra obowigzywata w odniesieniu do syntezy glikanéw. Jest to réwniez
pierwsza opisana glikozylotransferaza, ktéra w wyniku punktowej mutacji
zmienia specyfike substratowg i w konsekwencji prowadzi do powstania
niespotykanej u ssakéw reszty cukrowej. Dyskusje kohczg wnioski
przedstawione w trzech punktach, ktére pokazuja, ze zatozone we wstepie
cele pracy zostaty w pemni zrealizowane. Sposoéb realizacji i zastosowane
metody sg na najwyzszym poziomie a wyniki niezwykle cenne nie mam wiec

uwag krytycznych a raczej pytania otwierajgce dyskusje.

Pytania:

1. Do metody ELISA stosowane byty plytki pokryte substratem. Czy
ilos¢ zwigzanego do ptytek substratu (w trakcie

sprawdzano
pokrywania) do testu ELISA?

2. Czy o1,4-galaktozylotransferaza podlega potranslacyjnym
modyfikacjom (fosforylacja/glikozylacja) i czy jest taka pewnosé¢, ze
forma btonowa i forma rozpuszczalna (na ktérej przeprowadzano
badania) wykazujg takg samg aktywno$¢?

3. W jakim kierunku pojdg dalsze badania majgce na celu okreslenie roli
glutaminianu w funkcji tego enzymu?

4. Czym byto spowodowany tak dtugi czas (62 i 72 godz) inkubacji z

galaktozydazami?

Biorgc pod uwage wszystkie elementy przeprowadzonej oceny moge z petng

odpowiedzialnoscig stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska Pana mgra Radostawa
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Kaczmarka  Pt. »Changes in the specificity of human
al,4-galactosyltransferase (Gb3/CD77 syntase): studies on the
molecular background (Badanie przyczyn zmian swoistosci ludzkiej
ol,4-galaktozylotransferazy (syntazy Gb3/CD77))” spetnia wymogi
okre$lone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr 65, poz. 595) oraz w Rozporzgdzeniu Ministra Edukacji Narodowej i
Sportu z dnia 15 stycznia 2004 roku zatem zwracam sie z wnioskiem do Rady
Naukowej Instytutu Immunologii | Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pana mgra Radostawa
Kaczmarka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Réwnoczeénie majac na uwadze wage otrzymanych wynikéw oraz

wysoki poziom zastosowanych metod wnosze o wyréznienie rozprawy.

Krakoéw, dnia 11 kwietnia 2016 roku.
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