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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Bozeny Szulc
pt. ,Funkcjonalna analiza potencjalnych transporteréw UDP-N-acetyloglukozoaminy”

Przedstawiona do recenzji rozprawa, wykonana w Zaktadzie Biochemii Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Mariusza Olczaka,
dotyczy wybranych transporteréw kodowanych przez geny z rodziny SLC35. Nalezy
podkresli¢, ze nadrodzina genow SLC (solute carriers) koduje biatka, ktérych funkcjg jest
transport przez blony biologiczne gtéwnie jonéw i hydrofilowych zwigzkow
niskoczasteczkowych, z wyjatkiem rodziny SLC3, ktora koduje geny biatek regulujacych
heterodimeryczne transportery z rodziny SLC7. Wigkszo$¢ ponad 400 biatek kodowanych
przez geny SLC zgrupowanych w 66 rodzin, to transportery zlokalizowane i funkcjonujace w
btonie plazmatycznej i dysponujemy szeroka wiedza na temat ich specyficznosci
substratowej, mechanizmu transportu, czy ostatnio takze struktury, mimo, ze jako
hydrofobowe bialka btonowe nie sg tatwym przedmiotem krystalizacji. O wiele mniej wiemy
jednak, z wyjatkiem rodziny SLC25 - transporterow wewngtrznej blony mitochondrialnej, o
biatkach funkcjonujacych w wewnetrznych btonach w komorce, takich jak biatka kodowane
przez geny SLC35. Poniewaz badania na heterologicznych uktadach drozdzowych
wykazywaty role jednego z biatek z tej rodziny (SLC35A3, A3) w dostarczaniu UDP-N-
acetyloglukozoaminy do procesu glikozylacji biatek, podjecie badan nad funkcjg tego biatka
w komorkach ssaczych byto istotne nie tylko ze wzgledow poznawczych, jesli chodzi o
transport tego nukleotydo-cukru, ale rowniez wazne dla analizy proceséw glikozylacji.
Nalezy w tym miejscu dodaé, ze kowalencyjne wigzanie cukrow i ich pochodnych w procesie
N- lub O-glikozylacji prowadzi w przypadku biatek do ich prawidlowego zwijania, uzyskania
wlasciwej konformacji prowadzacej do stabilnosci glikoprotein 1 jest istotne dla
funkcjonowania wielu bialek w btonie plazmatycznej (m.in. transporterow czy biatek
adhezyjnych), a takze biatek ulegajacych sekrecji. Poniewaz gtéwnymi przedziatami
komoérkowymi, w ktorych zachodzi proces glikozylacji biatek sg siateczka §roédplazmatyczna
(retikulum endoplazmatyczne, ER) 1 aparat Golgi’ego, podjecie przez mgr inz. Bozen¢ Szulc
badan nad mechanizmem transportu jednego z substratow glikozylacji, a mianowicie N-

acetyloglukozoaminy jest istotne nie tylko ze wzgledu na probg wyjasnienia molekularnych



podstaw tego zjawiska, ale takze ze wzgledu na fakt, iz zaburzenia transportu nukleotydo-
cukrow powodujg szereg stanow patologicznych.

Nalezy tez doda¢, ze podjegta w dysertacji tematyka jest kontynuacja prowadzonych przez
zespOl promotora pracy - prof. Mariusza Olczaka badan nad glikoproteinami i molekularnymi

podstawami stanéw patologicznych wynikajacych z wrodzonych zaburzen glikozylacji.

Ocena formalna pracy:

Rozprawa, zawarta na 136 stronach, ma ksztatt tradycyjnego manuskryptu, gtowne czesci to
Wykaz skrotow, Streszczenie, Abstract w j. angielskim, Wstep, Cel Pracy, Materiaty i metody
Wyniki, Dyskusja, Wnioski oraz Literatura obejmujaca 177 pozycji. Dodany jest tez
suplement z listg publikacji mgr inz. Bozeny Szulc i na podkreslenie zastuguje fakt, ze ma
ona w swoim dorobku 7 prac, w tym 2 pierwszoautorskie i trzecig z rdwnorzednym
pierwszym autorstwem. Warto doda¢, ze cze$¢ wynikéw przedstawionej dysertacji zostata
opublikowana w 2020 r. w ,,Journal of Biological Chemistry” i mgr inz. Bozena Szulc jest w

tej publikacji takze pierwszym autorem.

Ocena merytoryczna pracy:

Wstep obejmuje dwa podstawowe dla pracy zagadnienia, a mianowicie szczegdtowy opis
procesow N- i O-glikozylacji, a takze omowienie biatek zaangazowanych w dostarczanie
substratow tych procesow. Sledzenie struktur i opisu procesu glikozylacji ulatwiajg czytelne
ryciny. Jednolita szata graficzna i konsekwentne stosowanie tych samych symboli dla
poszczegolnych cukrow i ich pochodnych (takze w rozdziale Wyniki) bardzo ulatwiaja
analiz¢ struktury glikanow 1 ich powstawania. Nastepnie omowione sg nukletydo-cukry i ich
transportery. Nie wiem tylko, dlaczego UDP-N-acetyloglukozoamina w skrocie UDP-
GIcANC zmienia w teks$cie rodzaj na meski (str. 19, str. 20). Po ogélnym omowieniu
transporterow nukleotydo-cukréw Autorka przechodzi do charakterystyki transporterow z
rodziny SLC35, skupiajac si¢ na tych, ktore stanowia przedmiot czesci eksperymentalne;j
doktoratu, a mianowicie SLC35A2, SLC35A3, SLC35B4 i SLC35D1. Charakterystyka ta
obejmuje takze opis standw patologicznych zwigzanych z mutacjami genow kodujacych
badane transportery. Wstep zakonczony jest opisem glikozylotransferaz, w szczego6lno$ci
glikozylotransferaz N-acetyloglukozoaminy (Mgat).

Wstep mozna uzna¢ za kompletny i dobrze wprowadzajacy w tematyke rozprawy, widac, ze
Autorka posiada umiejetnos¢ klarownego przedstawiania ztozonych procesow. Rozdziat ten

jest znakomita monografia i by¢ moze warto bytoby ten tekst opublikowaé np. w ,,Postepach



Biochemii”. Z poczucie belferskiego obowigzku musze jednak wytknaé pewne bledy
terminologiczne, czy moje sugestie:

e Str. 22 1 28: stwierdzenie, ze transportery nukleotydo-cukrow wypompowujg
monofosfonukleotydy lub SLC35D1 wypompowuje UDP-GIcAc jest btedne,
poniewaz termin ,,pompa” jest stosowany do ATPaz, ktore transportuja jony kosztem
hydrolizy ATP, a biatka te, jak pisze Autorka, katalizuja reakcje wymiany;

e Cytozol (Rys. 6) — zar6wno po angielsku, jak i po polsku winno by¢ cytosol przez ,,s”
(vide ,,Stownik Biochemiczny angielsko-polski i polsko-angielski” Edwarda
Bankowskiego , ktory powstal przy wsparciu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego);

e ER —poprawnie ,,siateczka srodplazmatyczna”;

e  konserwatywna sekwencja” (w kilku miejscach), lepiej ,,sekwencja zachowana w
ewolucji”;

e Na str. 25 pojawia si¢ w opisie genu SLC35A2 stowo egzon. Mimo, ze w j. polskim
X przed samogtoska jest wymieniany na ,,eg” (egzocytoza, egzonukleaza), to jednak
termin ekson pochodzi od stowa ekspresja 1 taka pisownia jest wprowadzona przez
wspomniany powyzej ,,Stownik Biochemiczny”. Autorka zresztg jest
niekonsekwentna, gdyz w rozdziale Wyniki” na rycinach pokazujacych analizg
fragmentow mRNA wystepuje termin Ekson” (Rys. 18, 36, 44), takze w tekscie na
str. 36 jest ekson, a w tabeli 1 (ponizej) jest egzon.

Polemizowatabym takze z przedstawionym na str. 20 stwierdzeniem ,,Nie wiadomo réwniez
dlaczego transport UDP-GIcNAc wymagatby az tylu r6znych biatek”. Wiele substratow
przenoszonych przez transportery SLC (np. aminokwasy) wykorzystuje kilka r6znych biatek,
ktorych ekspresja i lokalizacja mogg ulega¢ zmianie w rozwoju, czy réznych stanach

patologicznych.

Przedstawiona we Wstepie rola bialek SLC35A2 1 SLC35A3 w komorkach drozdzy oraz
informacja dotyczaca charakterystyki biatek A2, B4 1 D1 doprowadzity do sformutowania
gléwnych celéw pracy, a mianowicie wyjasnienia, czy A3 jest gtbwnym transporterem UDP-
N-acetyloglukozoaminy w komorkach ssaczych, a takze czy A2 1 A3 wspolnie dostarczajg
nukleotydo-cukrow oraz czy biatka B4 oraz D1 biorg udziat w dostarczaniu UDP-N-
acetyloglukozoaminy do syntezy N- oraz O-glikanéw. Gléwne cele pracy s3 uzupetione o
etapy ich realizacji: Autorka zaplanowata wyjasnienie roli badanych bialek stosujac

inaktywacje wybranych genow w komorkach ssaczych oraz okresli¢ role tych biatek poprzez



analize N- i O-glikanow produkowanych przez genetycznie zmodyfikowane linie

komorkowe.

Opis materialéw i metod jest szczegotowy i1 z pewnos$cig utatwi w macierzystym Zaktadzie
powtorzenie i zastosowanie uzytych metod. Jedyna moja krytyczna uwaga dotyczy tabel z
przeciwcialami. Obecnie wiele czasopism wymaga podania (oprocz nazwy producenta) takze
numeru katalogowego uzytego przeciwciata, bowiem wiele firm ma w swojej ofercie kilka
przeciwcial na dany antygen, niektore przeciwciata zostaja wycofane, a wiec podanie takiego
numeru z pewnoscig utatwilby kolejnym osobom przyszie doswiadczenia, chociaz
podejrzewam, ze taki spis z numerami funkcjonuje w macierzystym Zaktadzie. Mimo tej
uwagi, na podkreslenie zastuguje szerokie spektrum stosowanych metod, obejmujace
hodowle r6znych ssaczych linii komérkowych, metody biologii molekularnej prowadzace do
inaktywacji genow, czy badanie ekspresji gendw, a takze nadedekspresj¢ biatka SEAP
(secreted alkaline phosphatase). Autorka przeprowadzata takze zmudne procedury
prowadzace do przygotowywania probek do analizy N- i1 O-glikanow, co obejmowato w
przypadku N-glikanow deglikozylacj¢ biatek, oczyszczanie N-glikandw i ich fluorescencyjne
znakowanie, oraz desjalilacj¢ w przypadku probek do analizy metoda spektrometrii mas. W
przypadku O-glikanéw hodowala komorki w obecnosci akceptora dla metody CORA (cellular
0-Glycome reporter/Amplification), ktory, co warto podkresli¢, samodzielnie syntezowata. Po
oczyszczeniu 1 permetylacji O-glikandwprzygotowywata probki do analizy metoda
spektometrii mas. Chociaz rozdzial N-glikanéw metodg HPLC oraz analiz¢ metoda
spektrometrii mas MALDI-TOF wykonaty inne osoby, Autorka samodzielnie analizowata
uzyskane wyniki. Do analizy dojrzatych struktur glikanoéw wykorzystata nadprodukcje
wydzielanej przez komorki fosfatazy alkalicznej. W pracy stosowano takze klasyczne metody
rozdziatu i analizy biatek, a takze barwienie immunofluorescencyjne, chociaz przy opisie tych
ostatnich zabrakto informacji o stosowanych w mikroskopie konfokalnym dtugosciach fal dla
wzbudzenia 1 emisji. W opisie analizy statystycznej ostatnie zdanie ,,Na wszystkich
wykresach przedstawionych w pracy stosowano nast¢pujace oznaczenia...” i podano wartos¢
prawdopodobienstwa testowego zabrakto mi nazwy stosowanego testu statystycznego,
chociaz domys$lam sig¢, ze byt to niesparowany t-test z poprawka Welsha. Poza tym znalaztam
tylko jeden wykres z tak zaznaczong znamienno$cig (Rysunek 31). Nalezy jednak
podsumowac, ze przedstawiony opis stosowanych metod, $wiadczy o duzej wszechstronnos$ci
w pracy doswiadczalnej, jak réwniez o tym, ze mgr inz. Bozena Szulc jest znakomitym

eksperymentatorem.



W czesci eksperymentalnej pracy, opisanej w rozdziale Wyniki zastosowano inaktywacje
genow kodujacych badane biatka, a nastepnie analizowano produkty N- i O-glikozylacji w
lizatach, a takze glikozylacj¢ biatek LAMP-1 1 SEAP. Wykorzystano r6zne linie komoérek
ssaczych: ludzkie HEK293T, HepG2 oraz chomicze CHO i Lec8 (linia pozbawiona biatka
A2). Do inaktywacji genow wykorzystano klasyczny system CRISP-Cas9 do inaktywacji
genu SLC35A3 w liniach ludzkich, natomiast w inaktywacji genu SLC35A3 w liniach
chomiczych oraz gendw SLC35B4 i SLC35D1 w liniach ludzkich wykorzystano nikazowa
wersj¢ systemu CRISP-Cas9. Wykorzystano tez wczes$niej wyprowadzone w macierzystym
Zaktadzie ludzkie linie z inaktywowanym genem SLC35A2. Ze wzgledy na toksyczno$é
antybiotyku selekcyjnego (puromycyny) w przypadku linii chomiczych, selekcjonowano
klony, a w wybranych klonach sekwencjonowano po jednostopniowej reakcji PCR krotkie
sekwencje DNA, co pozwolito, po stwierdzeniu zmiany ramki odczytu, na potwierdzenie
braku produkcji funkcjonalnego biatka A3. Podobng strategi¢ selekcji klonow i
sekwencjonowania krotkich odcinkow DNA zastosowano w przypadku inaktywacji genu
SLC35A3 w ludzkich liniach pozbawionych biatka A2, z tym, Ze jako czynnik selekcyjny
wykorzystano bialko fluorescencyjne RFP. Wplyw inaktywacji genéw SLC35A2 i SLC35A3
na glikozylacj¢ badano poprzez analiz¢ migracji w zelu biatka LAMP1. Co prawda z
wyjatkiem linit HEK293 A3KO we wszystkich zmodyfikowanych liniach komorkowych
masa biatka LAMP-1 byta mniejsza, co mogloby §wiadczy¢ o tym, ze biatka A2 1 A3 sg
niezbedne dla glikozylacji, jednak autorka wyklucza takg rolg biatka A3, ze wzgledu na
wyzsz3 mas¢ czasteczkowa w poroOwnaniu z migracja biatka LAMP-1 po inaktywacji
SLC35A2. Jestem jednak ciekawa, jak Autorka interpretuje pojawienie si¢ nowego prazka
migrujacego ok. 140 kDa we wszystkich modyfikowanych liniach komorek HepG2 (Rysunek
19). Analizowano N- 1 O-glikany we wszystkich badanych liniach komérkowych, porownujac
profile elucji i strukturg w lizatach uzyskanych z komérek typu dzikiego oraz komorek
pozbawionych biatka A2, biatka A3 lub obu bialek jednocze$nie. Analiza za pomoca
spektroskopii mas wykazata, ze komorki pozbawione biatka A3 nadal produkujg ztozone
glikany, co wyklucza rolg tego biatka w dostarczaniu UDP-N-acetyloglukozoaminy. Ciekawa
jest tez obserwacja, ze komorki linii HepG2 pozbawione biatka A2 produkowaly jedna
strukture glikanu zawierajacego galaktoze (Rysunek 21), podobnie, obecnos$¢ galaktozy
wykryto w N-glikanach linii chomiczych pobawionych biatka A2, co stawia znak zapytania
nad rolg biatka A2 w transporcie UDP-galaktozy. Aby unikna¢ maskowania przez niedojrzate
glikany Autorka przeprowadzita analogiczng analizg dla biatka sekrecyjnego SEAP po jego
nadprodukcji. Jednak podobnie, jak w przypadku lizatow komoérkowych nie zaobserwowano

istotnych zmian N-glikozylacji w komorkach pozbawionych biatka A3, chociaz



zaobserwowano brak struktur galaktyzolowanych glikanow biatka SEAP wydzielanego przez
komorki A2KO. Zaskakujacg obserwacja byto stwierdzenie obecnosci struktur
galaktyzolowanych w linit HEK293T A2/A3KO, co moze $wiadczy¢, ze A2 nie jest
niezbg¢dne dla transportu UDP-galaktozy. Pozbawienie biatka A3 nie zmienito takze struktury
O-glikan6éw, natomiast przy braku funkcjonalnego biatka A2 (samego lub z A3)
obserwowano wyltgcznie antygen Tn. (rdzen 1 O-glikozylacji).

Poniewaz te wszystkie wyniki wskazywaty na mozliwos¢ transportu UDP-N-
acetyloglukozoaminy i UDP-galaktozy przez inne biatka, Autorka postanowita sprawdzi¢
efekt inaktywacji SLC35A3 na ekspresje innych gendw z rodziny SLC35 i, z wyjatkiem
SLC35A5, ktorego ekspresja rosta w komorkach HepG2 A3KO, nie zaobserwowata wzrostu
ekspresji innych gendw. W tym miejscu chciatabym przedyskutowac ten problem w czasie
obrony, poniewaz, jak wiemy, poziom transkrypcji nie odzwierciedla poziomu ostatecznej
formy bialka, jego aktywnosci i lokalizacji, jak cho¢by w przypadku biatka D1, ktore gléwnie
lokalizuje w siateczce $rodplazmatyczne;.

Autorka powtdrzyta strategi¢ analizy N- 1 O- glikanéw w lizatach komorek i w biatku SEAP
po inaktywacji gendw kodujacych biatka B4 i D1, jednak nie miato to wptywu na
inkorporacje N-acetyloglukozoaminy do N- i O-glikanow.

Ze wzgledu na obserwowany wplyw pozbawienia biatek A2 1 A3 na rozgat¢zianie N-
glikanow, mgr inz. Bozena Szulc przeanalizowala tez wybrane glikozylotransferazy Mgat.

W komorkach ludzkich zaobserwowata pojawienie si¢ dodatkowej formy Mgatl o mniejszej
masie czasteczkowej oraz zmniejszenie poziomu wydzielania. Natomiast poziom Mgat2 rost
we wszystkich zmodyfikowanych liniach, a sekrecja tego enzymu rosta tylko w komaérkach
A2KO. Z kolei w przypadku badania Mgat5, ilo$¢, masa i sekrecja tego enzymu w
zmodyfikowanych liniach komoérkowych byly rézne dla ré6znych linii komérkowych. Wyniki
te wskazuja na komdrkowo specyficzny efekt pozbawienia bialek A2 i A3 na
glikozylotransferazy.

Wszystkie przedstawione w rozprawie obserwacje wskazuja, jak zostato to podsumowane we
wnioskach, ze biatko A3 nie jest gtownym, czy raczej wedtug mnie jedynym transporterem
UDP-N-acetyloglukozoaminy w komoérkach ssaczych. Poniewaz specyficzno$¢ substratowa
wielu bialek kodowanych przez geny z rodziny SLC35 nie jest znana, identyfikacja
transportera UDP-N-acetyloglukozoaminy stanowi niewatpliwie wyzwanie do przysztych
badan.

Przedstawiona na 11 stronach Dyskusja jest dobrze poprowadzona. Autorka podsumowuje
swoje wyniki, wykazuje ich znaczenie i omawia w odniesieniu do literatury przedmiotu. Na

podstawie uzyskanych przez siebie wynikow z doswiadczen przeprowadzonych na 3 ré6znych
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ssaczych liniach komékowych krytycznie odnosi si¢ do postawionej na poczatku rozprawy
hipotezy o roli biatka A3 w transporcie UDP-N-acetyloglukozoaminy i biatka A2 w
transporcie UDP-galaktozy. Autorka omawia takze mechanizmy kierujace biatka B4 1 D1 do
odpowiednich przedzialéw komdrkowych, a zwlaszcza réznice wynikajace z umiejscowienia
metki po nadekspresji kodujacych je gendow. Za szczegdlnie cickawa uwazam cze$¢ Dyskusji
poswiecong mozliwosci tworzenia kompleksow wielobiatkowych (biatka z rodziny SLC35 z
glikozylotransferazami), jak 1 mozliwos$¢ przenoszenia nukleotydo-cukru bezposrednio z
transportera na enzym, problemy ten moga bowiem stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych

badan.

Uwagi ogolne:

Praca przygotowana jest starannie pod wzglgdem edytorskim. Znalaztam niewiele literowek,
kilka btedow typu ,,z nad”, zamiast ,,znad”, czy ,.,komorkg wymieniano pozywke” zamiast
»komoérkom”. Nie udato si¢ unikna¢ anglicyzméw, jak np. ,,mikstura ANTP” w tabeli 6
(wolatabym ,,mieszaning¢”), zel akrylamidowy, zamiast akryloamidowy, gdzieniegdzie kropka

zamiast przecinka (np. w warto$ciach pH buforéw). Winno tez by¢ poli-L-lizyna (str. 58).

Uwagi koncowe:

Wymienione powyzej drobne uwagi krytyczne nie zmieniajag mojej wysokiej oceny
przedstawionej rozprawy. Przedstawione wyniki wskazuja na znajomos$¢ wielu technik,
umiejetnos¢ ich interpretacji, stanowia takze oryginalne rozwigzanie badanego problemu
dotyczacego zaangazowania biatek SLC35 w dostarczaniu substratow do procesu
glikozylacji. Rozprawa spelnia wigc wymogi okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 22017 r. poz. 1789 ze zm.).

Ze wzgledu na szerokie spektrum stosowanych metod, warto$¢ naukowa przestawionych
wynikow oraz ich dojrzalg interpretacje wnioskuje takze o wyrdznienie rozprawy mgr inz.

Bozeny Szulc stosowng nagroda.
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