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Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr inz. AGATY ZERKI
pt.
»,Badanie swoistosci rekombinowanych ligandéw EBA merozoitéw

zarodzca Plasmodium”

wykonanej pod kierunkiem promotora dr hab. Ewy Jaskiewicz

w Laboratorium Glikobiologii, Zaktadu Immunochemii, Instytutu Immunoterapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu

Na przedstawiong do oceny rozprawe doktorskg sktadajg sie trzy
oryginalne prace eksperymentalne oraz dwie prace przeglgdowe — wszystkie
opublikowane w renomowanych czasopismach kategorii A ujednoliconej listy
czasopism punktowanych MNiSW o tgcznej wartosci wspétczynnika wptywu
13,333; a zatem przedstawione wyniki byly juz poddane surowej ocenie
recenzentéw. Zbioér artykutow poprzedzony jest oémioma rozdziatami, m. in.
STRESZCZENIAMI w jezyku polskim i angielskim, nastepnie WWPROWADZENIEM,
w ktérym Doktorantka przedstawia rozpatrywane w literaturze hipotezy co do
poczatkdw ewoluciji zarodzca Plasmodium falciparum — najbardziej zjadliwego
gatunku pos$réd zarodZzcow pasozytujgcych w organizmie cztowieka,
przedstawia aktualny stan wiedzy nt. molekularnych podstaw wysokiej
swoistosci homologicznych ligandéw EBA-140 z blisko spokrewnionych
zarodzcéw tj. ludzkiego P. falciparum i szympansiego P. reichenowi oraz
wykazuje, ze zmiany w genomie zarodzca Plazmodium stanowig doskonaty

przyktad presji ewolucyjnej wywotanej przez patogen na organizm ludzki
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w celu wytworzenia nowych szlakéw inwazji i ograniczenia skuteczno$ci
dziatania lekéw. Szczegétowe i wyczerpujace rozszerzenie do tej czesci
WPROWADZENIA stanowi pierwsza publikacja przeglagdowa zatytutowana
"Ewolucja Plasmodium falciparum — z punktu widzenia zarodzca malarii” [1].
W dalszej cze$ci WPROWADZENIA Doktorantka wymienia szczegétowe cele
badawcze, uzasadnia wybor modelu badawczego, wyjasnia znaczenie
uzyskanych wynikéw oraz skrétowo omawia publikacje bedgce podstawa
rozprawy  doktorskiej. Rozdziat VWPROWADZENIE zakonczony jest
podsumowaniem uzyskanych osiggnie¢ i wnioskami  koncowymi.
Deklarowany udziat procentowy oraz zakres zrealizowanych przez
Doktorantke zadan badawczych, przyczyniajgcych sie do powstania kazdej
z publikacji (we wszystkich publikacjach eksperymentalnych i jednym artykule
przegladowym jest pierwszym autorem), sg znaczace i $wiadczg
o posiadaniu dogtebnej wiedzy tematycznej oraz bardzo dobrym opanowaniu
zfozonego i nowoczesnego warsztatu badawczego z zakresu inzynierii
genetycznej, biologii molekularnej, biochemii, hodowli komérkowej czy
technik spektroskopowych. Kolejny rozdziat to OMOWIENIE DALSZYCH,
NIEOPUBLIKOWANYCH BADAN ZWIAZANYCH Z ZAPREZENTOWANYM OSIAGNIECIEM
NAUKOWYM ORAZ PRZEDSTAWIENIE PLANOW BADAWCZYCH WRAZ Z ICH
ZNACZENIEM. Informacje zawarte w tym rozdziale nie wchodzg w zakres
przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej, a zatem nie podlegaja ocenie
recenzenta. Warto jedna zauwazyé, ze wskazuja one na umiejetnosci
Doktorantki w nawigzywaniu wspoétpracy z innymi badaczami oraz na
skuteczno$¢ w pozyskiwaniu funduszy na badania.

Proces inwazji erytrocytéw przez jednokomoérkowego pierwotniaka
z rodzaju Plasmodium ma kluczowe znaczenie w patogenezie malarii
i rozwoju zarodzca, i obejmuje szereg etapoéw, z ktérych najbardziej
krytycznym dla powodzenia inwazji jest etap adhezji merozoitéow do
powierzchni erytrocytu. Adhezja ta jest kontrolowana przez zalezne oraz
niezalezne od kwasu sjalowego interakcje pomiedzy wieloma ligandami
pasozyta i swoistymi dla nich receptorami na komoérkach gospodarza. Ta
réznorodno$é ligandéw umozliwia wykorzystanie alternatywnych drég inwazji,
w zalezno$ci od dostepnosci receptordw na erytrocytach, a w konsekwenc;ji
zapewnia skuteczno$¢ inwazji. Jednym z ligandéw jest antygen wigzacy
erytrocyt EBA-140, ktéry od wielu lat jest przedmiotem badan prowadzonych
przez Panig Prof. Ewe Jaskiewicz i wspoétpracownikéw nad wyjasnieniem

molekularnych podstaw swoistego rozpoznania erytrocytéow cztowieka przez
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Regionu Il liganda EBA-140 zarodzca P. reichenowi wykorzystujgc w tym
celu bakulowirusowy system ekspresji w komérkach owadzich linii High Five.
Metode chromatografii metalopowinowactwa uzyta do oczyszczenia
rekombinowanego biatka, a jego czysto$¢ potwierdzita metodg sgczenia
molekularnego. Nastepnie dowiodta, ze rekombinowane biatko jest w petni
funkcjonalne, gdyz posiada drugqrzedowa strukture a-helisy (technika
dichroizmu kotowego; CD) oraz swoicie wigze sie do erytrocytow
szympansich, a wigzanie zalezne jest od obecnosci kwasu sjalowego na
czasteczce wowczas jeszcze nieznanego receptora (technika cytometrii
przeptywowej oraz technika powierzchniowego rezonansu plazmonowego;
SPR). Szkoda, ze na podstawie otrzymanych sensograméw, Doktorantka nie
pokusita sie o przeprowadzenie pogtebionej analizy oddziatywania region
wigzacy-receptor wyliczajgc  kinetyczne i termodynamiczne parametry
charakteryzujgce mechanizm tego oddziatywanie takie jak stata asocjacji (ka),
stata dysocjacji (ks), czy stata rownowagi (Kp). Uzyskujgc analogiczne dane
dla oddziatywania region wigzacy-receptor dla P. falciparum i erytrocytow
ludzkich oraz dla oddzialywan mieszanych moglaby dokfadniej
scharakteryzowa¢ mechanizmy tych oddziatywan i wyciggngé wnioski co do
réznic w ich powinowactwie czy swoistosci.

W trzeciej pracy eksperymentalnej [4], Pani mgr inz. Zerka przytoczyta
powszechnie uznang teorie, iz glikoforyna C, receptor dla liganda EBA-140
P. falciparum, wystepuje tylko u ludzi i brak jej u matp cztekoksztattnych.
W toku ewolucji w linii ludzkiej doszto do mutacji w genie GYPC co
skutkowato  pojawieniem sie¢ dodatkowego miejsca inicjacji translacii.
W konsekwencji u ludzi z pojedynczego transkryptu mRNA powstajg dwa
produkty biatkowe tj. glikoforyna C oraz krétsza o 21 N-korcowych
aminokwasow glikoforyna D. Nastepnie, Doktorantka postawita hipoteze, ze
to wigsnie glikoforyna D moze byé receptorem dla liganda EBA-140 zarodzca
P. reichenowi. Ponadto, na podstawie analizy poréwnawczej sekwencii
aminokwasowych ludzkich glikoforyn C i D oraz szympansiej glikoforyny D,
wysuneta przypuszczenie, iz w przeciwienstwie do ludzkich glikoforyn, ktére
sg wrazliwe na trawienie trypsyng, szympansia glikoforyna D powinna
podlega¢ trawieniu chymotrypsyng. W celu potwierdzenia swoich
przypuszczen, Doktorantka analizowata metodami cytometrii przeptywowej
oraz Western blot overlay oddziatywanie rekombinowanego Regionu I
liganda EBA-140 zarodZca P. reichenowi z szympansimi erytrocytami

nietrawionymi oraz trawionymi trypsyng Ilub chymotrypsyna. Stosujac
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zarodziec sierpowaty P. falciparum. W wigzaniu bierze udziat Region I,
wysoce uporzagdkowana dwudomenowa struktura zewnatrzkomérkowa
liganda EBA-140, a receptorem w blonie erytrocytéw jest sjaloproteina -
glikoforyna C, w szczegdlnosci dwa obszary taricucha polipeptydowego oraz
klaster utworzony z usjalowanych O-glikanéw i N-glikanu w jej N-koricowym
fragmencie tancucha polipeptydowego. Zasadniczo, swoisto$¢ gatunkowa
oddziatywan gospodarz-pasozyt moze by¢ badana przy uzyciu
rekombinowanych biatek, ale techniczne wyzwania zwigzane z ekspresjg
w petni funkcjonalnych biatek Plasmodium w formie rekombinowanej sprawity,
ze dotychczas ten model badawczy opisany zostat w stosunkowo niewielu
pracach. Zespét Pani Prof. Jaskiewicz opracowat wydajng metode
otrzymywania rekombinowanego Region |l liganda EBA-140 P. falciparum
w komoérkach owadzich, i wykazat, iz jest on prawidtowo sfatdowany i w petni
funkcjonalny.

W pierwszej pracy eksperymentalnej wchodzgcej w skfad rozprawy
doktorskiej [2], Pani mgr inz. Agata Zerka potwierdzita wiasciwosci
antygenowe i immunogenne rekombinowanego Regionu |l otrzymanego
w systemie bakulowirusowym stosujgc metode Western blot oraz test
immunoenzymatyczny (ELISA) z uzyciem wczesniej otrzymanej poliklonalnej
surowicy kroliczej skierowanej przeciwko rekombinowanemu Regionowi |l
liganda EBA-140 P. falciparum. Szczegdlnie cenne sg wyniki analizy metodg
cytometrii przeptywowej dowodzace, iz rekombinowany Region Il wykazuje
wiasciwosci biologiczne, tj. posiada zdolno$¢ swoistego wigzania sie do
powierzchni ludzkich erytrocytéow. Zatem moze byé potencjalnym
immunogenem w wielosktadnikowej szczepionce przeciwmalarycznej. Z kolei
test ELISA, wykonany z uzyciem surowic pacjentéw z historig malarii
wywotanej przez P. falciparum, P. vivax i P. malariae, potwierdza rozpoznanie
rekombinowanego Regionu Il przez seropozytywne surowice. Wyniki te
sugerujg, ze rekombinowany region wigzgcy, potencjalnie moze by¢
wykorzystany w celu monitorowania postepu choroby czy odpowiedzi na
leczenie.

Sekwencje aminokwasowe biatek EBA-140 ludzkiego zarodzca
P. falciparum i szympansiego P. reichenowi sg w ponad 80% identyczne,
a najwyzszy stopien pokrycia sekwencji obu biatek obserwowany jest
w regionach wigzacych receptory erytrocytéw gospodarzy. W drugiej pracy
eksperymentalnej [3], Doktorantka przedstawita opracowang przez siebie

metode otrzymywania na duzg skale rozpuszczalnego rekombinowanego
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immunodetekcje na blocie przy uzyciu przeciwciat MoAb 2G11 zasugerowata,
ze (likoforyna D w bilonie erytrocytéw szympansich jest receptorem dla
regionu wigzgcego liganda EBA-140 zarodzca P. reichenowi. Co ciekawe,
Doktorantka wykazata, ze Region Il liganda EBA-140 P. reichenowi
rozpoznaje réwniez ludzkie glikoforyny C i D, podczas gdy Region Il liganda
EBA-140 P. falciparum wigze sie wytgcznie do ludzkiej glikoforyny C. Na
podstawie tak zinterpretowanych wynikéw oraz w oparciu o uznane fakty co
do ewolucyjnie wczesniejszego pojawienia sie zarodzca P. reichenowi
w stosunku do zarodZca P. falciparum, Doktorantka skonkludowata, ze
glikoforyna D jest receptorem pierwotnym rozpoznawanym przez
P. reichenowi, natomiast P. falciparum przystosowat sie do bogatych
w glikoforyne C erytrocytéw ludzkich, zapewniajgc sobie wysokg swoisto$é
oraz szczegolng zjadliwo$¢ wzgledem gospodarza.

Ostatnia z przedstawionych do recenzji praca to artykut przegladowy
dotyczgcy antygenéw grupowych uktadu Gerbich, ktérych noénikami sg
glikoforyny C i D. Zostata omdwiona struktura i funkcja obu glikoforyn oraz
serologiczne znaczenie antygenéw Gerbich, zaréwno tych bardziej jaki i mniej
rozpowszechnionych.  Ponadto, = omoéwiono  podstawy  molekularne
oddziatywania ligandéw Plasmodium z ich swoistymi receptorami na
erytrocytach gospodarza ze szczegdlnym uwzglednieniem obu glikoforyn
oraz omoéwiono przypadki mutacji prowadzgcych do utraty bardziej
rozpowszechnionych antygenéw Gerbich jako przyktady ewolucyjnie
wyksztatconego fenotypu obronnego u mieszkancéw z terendw
endemicznych malarii.

Pani mg inz. Agata Zerka przedstawita wyniki swoich badar w postaci
zbioru publikacji, co tlumaczy do$¢ mato szczegétowy opis metodyczny
przeprowadzonych badan, a przez to generuje szereg pytan.

Pytania:

1) Z cytowanego przez Doktorantke artykutu [5] oraz z innych pozycji
literaturowych [np. 6] wiadomo, ze epitopem rozpoznawanym przez
przeciwciato NAM89-2G11 (uzywany skrot MoAb 2G11) jest
sekwencja LEGPDP, w ktérej kluczowag role odgrywa reszta leucyny.
Z tego powodu przeciwciato MoAb 2G11 wigze sie do ludzkiej
glikoforyny C i nie rozpoznaje ludzkiej glikoforyny D. Zatem na jakiej
podstawie, w publikacji [3] Fig. 6 oraz w publikacji [4] Fig.2, Autorka
twierdzi, ze pozytywna reakcja z przeciwciatem MoAb 2G11 dowodzi
obecnosci GPD na szympansich erytrocytach? Skoro GPC wystepuje
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tylko u ludzi, dlaczego do detekcji nie uzyto np. przeciwciata MoAb

1F6, o ktérym wiadomo, ze rozpoznaje epitop zlokalizowany UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

w wysoce konserwatywnym C-koncu obu glikoforyn. W rozprawie W KRAKOWIE

doktorskiej brakuje odpowiedniego komentarza.

2) Positkujgac sie trawieniami enzymami proteolitycznymi (trypsyna
i chymotrypsyna) oraz metodg Western blot, Doktorantka doszta do
wniosku, ze glikoforyna D (prgzek biatkowy o wzglednej masie
czgsteczkowej ok. 35 kDa) jest receptorem na erytrocytach
szympansich dla rekombinowanego Regionu Il liganda EBA-140
P. reichenowi, natomiast pozostate prgzki o wyzszych masach Wydzial Biologii

czgsteczkowych, widoczne w przypadku erytrocytéw szympansich

nietrawionych i trawionych trypsyna, sg pozytywne wzgledem Regionu

Il liganda EBA-140 P. reichenowi ze wzgledu na przypuszczalng '"stytut Zoologil

obecnos$¢ komplekséw miedzy glikoforyng D a czgsteczkami innych i Badan Biomedycznych

glikoforyn (publikacja [4] Fig.2). Dlaczego zatem, po immunodetekcii

z uzyciem MoAb 2G11 (pomijajac ich specyfike wigzaniowg) na blocie atedra Fizjologil Zwierzat

dla prébek nietrawionej i trawionej trypsyng nie widaé¢ prgzkow

0 wyzszych masach czgsteczkowych? Czy nie nalezato wykonac

identyfikacji biatek, np. metodg spektrometrii mas, we wszystkich Zaklad Biochemii

prazkach  Rll-pozytywnych? Dlaczego Autorka uznata, ze Glikokoniugatow
obserwowany w immunodetekcji prgzek biatkowy zawiera glikoforyne
D, skoro uzywata przeciwciat rozpoznajacych glikoforyne C?

3) Dlaczego w do$wiadczeniu z uzyciem cytometrii przeptywowej [3]
Doktorantka nie wykonata préb kontrolnych tj. blokowania glikoforyny
D specyficznymi przeciwciatami lub blokowania rekombinowanego
Regionu Il liganda EBA-140 P. reichenowi otrzymang wczes$niej
specyficzna surowicg szczurzg celem potwierdzenia specyficznosci
oddziatywania pomiedzy Regionem Il liganda a GPD na erytrocytach?
Podobne blokowania mozna byto wykona¢ w tescie ELISA. Pozytywny
wynik préb kontrolnych byly mocniejszym potwierdzeniem, iz
szympansia glikoforyna D jest receptorem dla liganda EBA-140
B, ralehenou ul. Gronostajowa 9

4) Jak wytlumaczy¢ otrzymanie przeciwstawnych wynikéw co do  30-387 Krakéw
niewigzania sie [3] (metoda cytometrii przeptywowej) oraz wiazania . 12 g4 54 62
sie [4] (metoda Western blot) rekombinowanego Regionu Il liganda

fax: 12 664 51 01
EBA-140 P. reichenowi do erytrocytéw ludzkich? W podrozdziale 6.3
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rozprawy doktorskiej omawiajgcym te dwie publikacje brakuje
odpowiedniego komentarza.

5) Dlaczego w cytometrii przeptywowej nie wykonano wiasciwej préby
kontrolnej do reakcji erytrocytéw z przeciwciatami MoAb 2G11, tj.
reakcji erytrocytéw z przeciwciatami izotypowymi (publikacja [3] Fig.
6)?

6) W trzecim artykule eksperymentalnym [4] Doktorantka sugeruje, ze
tryptofan W27 w szympansiej glikoforynie D stanowi miejsce ciecia
tanicucha polipeptydowego przez chymotrypsyne. Mimo, ze Trp
w pozycji P1 jest preferencyjnym miejscem ciecia dla chymotrypsyny,

P1'

chymotrypsyny [7]. Czy bardziej prawdopodobnymi miejscami ciecia

to obecno$¢ Met w pozyci silnie  blokuje aktywno$é

proteolitycznego nie sg jednak metioniny M20 i M28?

Z obowigzku recenzenta musze wspomnieé o drobnych btedach literowych
i edytorskich, ktére jednak nie majg wplywu na merytoryczna strone pracy

doktorskiej.

Biorgc pod uwage wazno$¢ tematyczng przedstawionej rozprawy

doktorskiej oraz uzyskane wyniki moge z pelng odpowiedzialno$cig
stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agaty Zerki pt. ,Badanie
swoistosci  rekombinowanych ligandéw EBA  merozoitéw zarodzca
Plasmodium” spetnia wymogi okreslone 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 Rozporzadzeniu
Ministra Edukacji Narodowej i Sportu z dnia 15 stycznia 2004 roku zatem
zwracam sig¢ z wnioskiem do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doséwiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
o dopuszczenie Pani mgr inz. Agaty Zerki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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