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1. STRESZCZENIE

Enterokrwotoczne szczepy Escherichia coli, szczegdlnie produkujace toksyny
Shiga (STEC), ktére powodujg krwawe biegunki i zespdt hemolityczno-mocznicowy,
stanowig duze zagrozenie dla zdrowia publicznego. Gtéwnym czynnikiem wirulencji
szczepow STEC sg produkowane przez nie toksyny Shiga, ktérych receptorami na
komoérkach $rédbtonka sg nalezgce do ludzkiego uktadu grupowego krwi P1PK
glikosfingolipidy, takie jak Gb3 (P¥) oraz P1. Wspdlng cechg tych receptoréw jest
terminalna struktura Galal—4Gal, ktéra powstaje w wyniku dziatania syntazy Gb3/CD77
(a1,4-galaktozylotransferazy). Ostatnio wykazano, ze enzym ten moze syntezowaé N-
glikany zawierajgce struktury Galal—4GalB1—4GIcNAc (nazywane glikotopami P1).
Rezerwuarem dla enterokrwotocznych szczepow E. coli sg przezuwacze (gtéwnie bydto),
ale nosicielami niewykazujgcymi objawdéw chorobowych moga by¢ réwniez ptaki.
Mechanizm, dzieki ktéremu pozostajg one niewrazliwe na dziatania toksyn, nigdy
wczesniej nie byt przedmiotem badan.

W niniejszej pracy wykazano, ze ludzkie antygeny P1 i PX wystepujg wyfacznie na
erytrocytach gatunkdw ptakéw nalezgcych do parvklasy ptakdédw wspdtczesnych, a nie
ma ich u przedstawicieli bezgrzebieniowcdw. W surowicach ptakéw nie zidentyfikowano
przeciwciat rozpoznajacych antygeny uktadu grupowego krwi P1PK, u niektérych
gatunkéw wykazano natomiast obecnos¢ przeciwciat reagujgcych z ludzkim antygenem
grupowym A. U gotebia (Columba livia) zidentyfikowano dwa paralogi syntazy
Gb3/CD77, nazwane enzymami M i P. Wykazano, ze syntaza Gb3/CD77 P jest swoista
jedynie wobec akceptoréw glikoproteinowych tworzac glikotopy P1, podczas gdy
syntaza Gb3/CD77 M przenosi reszty galaktozy réwniez na akceptory
glikosfingolipidowe. Transfekcja ludzkiej linii komdrkowej 2102Ep wektorami
kodujacymi gotebig syntaze Gb3/CD77 P i jej paralog spowodowaty podwyzszenie
wrazliwosci na holotoksyne Stx1l. Moze to sugerowaé, ze produkty obu enzymodw,
zaréwno glikosfingolipidy jak i glikoproteiny stanowig funkcjonalne receptory dla toksyn
Shiga. Z drugiej strony, komorki gotebiego Srddbtonka, ktére majg na powierzchni
antygeny PXi P1, sg niewrazliwe na holotoksyne. Moze to sugerowaé, ze glikotopy P1
wchodzgce w sktad N-glikanédw, mogg by¢ dla toksyn receptorami putapkowymi: wigza

je, ale nie powodujg ich internalizacji.
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2. ABSTRACT

Enterohemorrhagic strains of Escherichia coli, especially ones producing Shiga toxins
(STEC) that may cause bloody diarrhea and hemolytic uremic syndrome, pose a major
threat to the public health. The main virulence factor of STEC strains are Shiga toxins
(Stx), and their main receptors are Gb3 (P¥) and P1 glycosphingolipids, which belong to
the human P1PK histo-blood group system. The common feature of these receptors is
the terminal structure Galal—4Gal, synthesized by the Gb3/CD77 synthase
(a1,4-galactosyltransferase). It has recently been shown that the same enzyme can
synthesize N-glycans with Gala1l—4GalB1—4GIcNAc structures (called P1 glycotopes).
The major reservoirs for enterohaemorrhagic strains of E. coli are ruminants (mainly
cattle), but recently birds also began to be considered as spillover hosts. The molecular
mechanism of birds' resistance to Stx has never been studied before and remains
unclear.

In this study, it was shown that human P1 and P* antigens are present on the
erythrocytes of avian species belonging to the parvclass of modern birds, but not on the
erythrocytes of ratites. In the evaluated sera, no antibodies recognizing P1PK blood
group antigens were identified, while antibodies reactive with the human blood group
antigen A were found. Two paralogs of Gb3/CD77 synthase were identified in pigeons
(Columba livia) and named M and P enzymes. Both enzymes can add terminal Gal
creating Galal—4Gal structures, but the Gb3/CD77 synthase P is specific only for
glycoprotein acceptors, while Gb3/CD77 synthase M can transfer galactose residues also
to glycosphingolipids. The cells of human 2102Ep cell line transfected with the vectors
encoding the pigeon Gb3/CD77 synthase P and its M paralog exhibited increased
sensitivity to the Stxl holotoxin. This may suggest that glycosphingolipids and
glycoproteins are functional receptors for Shiga toxins. In contrast, the pigeon
endothelial cells, which have P¥ and P1 antigens on their surface, were found to be
insensitive to the Stx1 holotoxin. This may imply that the N-linked glycans containing P1
glycotopes may serve as decoy receptors for toxins: they bind toxin molecules, but do

not internalize them.
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3. WYKAZ SKROTOW

Aa amino acid aminokwas
ABC antibody binding capacity Liczba czqste(‘:zelf wigzacych
przeciwciato
. ester acetoksymetylow
5-CFDA, AM 5-carboxyfluoresc:ulv diacetate, dwuoctaynu 5}/ y
acetoxymethyl ester karboksyfluoresceiny
ACTB B-actin B-aktyna
Asp aspartic acid kwas asparaginowy
BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl sol disodowa fosforanu 5-
phosphate disodium salt bromo-4-chloro-3-indolilu,
BSA bovine serum albumine albumina surowicy bydlecej
CAZy Carbohydrate-Active enZYmes t;akzt?/v(?/il;\c/ﬁhvfzgzlz:eo:
database ;
weglowodanéw
CBB Coomassie Brilliant Blue barwnik trifenylometanowy
CMP-NeuSAc cytidine monoph.os.phalte N- monofosforan cytyd.yny kwasu
acetylneuraminic acid N-acetyloneuraminowego
Dulbecco’s Modified Eagle’s modyfikowane medium
DMEM .
Medium hodowlane Eagle’a
DNA deoxyribonucleic acid kwas deoksyrybonukleinowy
dNTP deoxyribonucleotide trifosforan
triphosphate deoksyrybonukleotydu
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid kwas wersenowy
EGR1 early growth response 1 czynnik transkrypcyjny wczesnej
transcription factor odpowiedzi na wzrost
ELISA S L RS test immunoenzymatyczny
assay
ER endoplasmic reticulum retikulum endoplazmatyczne
FBS fetal bovine serum ptodowa surowica bydleca
FITC fluorescein isothiocyanate izotiocyjanian fluoresceiny
Gal galactose galaktoza
GalCer galactosylceramide galaktozyloceramid
GalNAc N-acetylgalactosamine N-acetylogalaktozamina
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenaza aldehydu 3-
GAPDH .
dehydrogenase fosfoglicerynowego
Gb4cCer globoside globozyd
Glc glucose glukoza
GlcCer glucosylceramide glukozyloceramid
GIcNACc N-acetylglucosamine N-acetyloglukozamina
GSL glycosphingolipid glikosfingolipid
e e e o . izolektyna B4 lektyny | z
GSLIB4 Griff on/a.SImp I’.C lfolialectin | Griffonia simplicifolia (czarna
isolectin B4 ,
fasola afrykanska)
HPTLC high-performance thin layer wysokosprawna chromatografia

chromatography

cienkowarstwowa
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zespot hemolityczno-

HUS hemolytic uremic syndrome .
mocznicowy
International Society of Blood Miedzynarodowe Towarzystwo
ISBT ) . .
Transfusion Transfuzji Krwi
LacCer lactosylceramide laktozyloceramid
matrix-assisted laser laserowa jonizacja prébki
MALDI-TOF desorption/ionization—time of wspomagana matrycg z
flight detektorem czasu
Molecules of Equivalent Soluble ) czasteczki rownowazne
MESF jednostkom rozpuszczalnego
Fluorochrome
fluorochromu
MFI Mean Fluorescence Intensity srednia |ntensyv§/.nosc
fluorescencji
proteasome inhibitor X,
MG-132 carbobenzoxy-L-leucyl-L-leucyl- inhibitor proteasomu XI
L-leucinal (Z-LLL-CHO)
tlenek (3-(4,5-dimetylotiazolo-
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -5- 2ylo) -5-(3-
(3-carboxymethoxyphenyl) -2-(4- | karboksymetoksyfenylo) -2-(4-
MTS/MTT .
sulfophenyl) -2H-tetrazolium), sulfofenylo) -2H-
hydroxide, inner salt trifenylotetrazoliowy (sél
wewnetrzna)
NBT nitrotetrazolium blue chloride .chlorek bfekitu
nitrotetrazolowego
nLc4Cer paragloboside paraglobozyd
PAA polyacrylamide poliakrylamid
peripheral blood mononuclear jednojgdrzaste komorki krwi
PBMC .
cells obwodowe;j
RNA ribonucleic acid kwas rybonukleinowy
Runt-related transcription factor czynnik transkrypcyjny
RUNX1
1 skorelowany z Runt 1
Stx Shiga toxins toksyny Shiga
uridine 5’-diphosphogalactose sol disodowa urydyno-5'-
UDP-Gal . .
disodium salt difosforanu galaktozy
HRP horseradish peroxidase peroksydaza chrzanowa
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4. WSTEP

Glikozylacja to reakcja kowalencyjnego dotgczania reszt cukrowych do
makroczasteczek z wytworzeniem wigzania glikozydowego; w jej wyniku powstajg
glikoproteiny, glikolipidy i inne glikokoniugaty. Cukry lub taricuchy cukrowe przytgczone
do makroczgsteczek ogdlnie nazywamy glikanami; te, ktére znajdujg sie na zewnetrznej
powierzchni komdrek, mogg posredniczy¢ w oddziatywaniach komérka-komédrka czy
komorka-czasteczka. Glikany takie mogg rowniez posredniczyé w oddziatywaniach
miedzy organizmami (np. miedzy gospodarzem a patogenem lub symbiontem). Ponadto
glikany zwigzane z biatkami wystepujgcymi w jadrze i cytoplazmie moga petnié funkcje
przetgcznikdw regulacyjnych. Najwazniejsze funkcje glikandbw mozna uja¢ w trzech

kategoriach:

1) ksztattowanie struktury i wptyw na aktywnos¢ biologiczng czasteczek;

2) wigzanie czasteczek, ktére rozpoznajg struktury cukrowe (np. selektyn,
galektyn);

3) oddziatywanie z komdrkami innych organizméw, takimi jak symbionty,

komensale czy patogeny.

4.1. Glikozylotransferazy

Glikozylotransferazy (GT) sq enzymami, ktore przytgczajg czasteczki cukréw do
akceptoréw takich jak biatka, peptydy, lipidy, kwasy nukleinowe czy polisacharydy,
z wytworzeniem wigzan O-, NH-, S- i C-glikozydowych (Mestrom i in., 2019). Donorami
w reakcjach katalizowanych przez GT sg najczesciej nukleotydocukry (np. UDP-Gal, UDP-
Glc, CMP-Neu5Ac), jednak niektére enzymy mogg wykorzystywaé cukry przytgczone do
fosforylowanych lipidow(Varki i in., 2017). Nukleotydocukry nazywa sie donorami,
a enzymy je wykorzystujgce glikozylotransferazami Leloira na cze$¢ odkrywcy UDP-Glc
Luisa Federico Leloira (Nagroda Nobla w 1970 r.) (Cardini i in., 1950; Saier, 1999).

Uwaza sie, ze do wytworzenia petnej réznorodnosci glikanéw u ssakéw (ponad
7 000 struktur) potrzebne jest okoto 700 biatek, przy czym ponad 200 z nich to
glikozylotransferazy (Suzuki 2019). Znanych jest ponad 900 000 sekwencji genow
kodujgcych glikozylotransferazy; ze wzgledu na stopienn podobienistwa, sekwencje te

zostaty zgrupowane w 112 rodzinach (baza danych CAZY, Carbohydrate-Active enZYmes
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database, http://www.cazy.org) (Coutinho i in., 2003; Lombard i in., 2014). Wiele

enzymow pozostaje jednak niesklasyfikowanych.

4.1.1. Struktura

Glikozylotransferazy sg w wiekszosci przezbtonowymi biatkami typu I, z krétkim
N-koAcowym regionem cytoplazmatycznym, pojedyncza domeng przezbtonows,
nieuporzgdkowanym regionem rdzenia oraz C-koicowg domeng katalityczng
ulokowang w S$wietle siateczki srddplazmatycznej lub aparatu Golgiego
(Paulson i Colleys, 1989). Za lokalizacje enzymdw znajdujacych sie w aparacie Golgiego
odpowiada tzw. domena CTS, ktdéra obejmuje regiony: cytoplazmatyczny, rdzenia
i przezbtonowy (Welch i Munro, 2019).

Glikozylotransferazy mozna podzieli¢ na pie¢ grup ze wzgledu na strukture
(GT-A, GT-B, GT-C, GT-D, GT-E). Najwiecej glikozylotransferaz zalicza sie do grup GT-A
oraz GT-B. Enzymy nalezgce do grupy GT-A sktadajg sie z dwdch przylegajgcych domen
B/a/B podobnych do struktury Rossmanna, a ich aktywno$¢ jest uzalezniona od
obecnosci jondw metali dwuwartosciowych. Jon metalu, (najczesciej Mg?* lub Mn?*)
ktory koordynowany jest przez motyw DXD (Asp-X-Asp) oddziatuje z donorami Leloira
(Breton i in., 2006; Lairson i in., 2008). Do grupy GT-B nalezg enzymy zawierajgce dwie
odrebne domeny B/a/B podobne do struktur Rossmanna, ktére znajdujg sie naprzeciw
siebie (Albesa-Jové i in., 2014). Enzymy te uwaza sie za niezalezne od jonéw metali. Do
grupy GT-C nalezg glikozylotransferazy, ktére nie sg enzymami Leloira; sg to biatka
przezbtonowe zlokalizowane w ER lub btonie komdrkowej, a w ich sktad wchodzi 8-13
a-helis. Wykorzystujg one substraty donorowe zwigzane z poliizoprenolem i podlegaja
odwracalnemu mechanizmowi katalitycznemu (Albuquerque-Wendt i in., 2019).
Glikozylotransferazy nalezgce do grupy GT-D przenoszg czasteczke glukozy na
heksasacharyd O-glikanow bakteryjnych adhezyn. Pomimo obecnosci domeny podobne;j
do struktury Rossmanna, ich struktura i sekwencja nie wykazujg podobienistw do
glikozylotransferaz grup GT-A i GT-B, a zamiast motywu DXD zawierajg one
konserwatywny motyw DXE (Asp-X-Glu), niezbedny w ich aktywnosci mimo braku
bezposredniego udziatu w wigzaniu kationu dwuwartosciowego (Zhang i in., 2014).
Wyodrebnienie kolejnej grupy (GT-E) byto wynikiem okreslenia struktury
glikozylotransferazy z termofilnej baterii (TagA z Thermoanaerobacter italicus), ktéra
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charakteryzowata sie odrebng topologiag w stosunku do przedstawicieli wczesniej
opisanych grup. Pomimo obecnosci domeny przypominajgcej domene podobng do
struktury Rossmanna, enzymy te nie majg motywu DXD ani DXE i sg niezalezne od

dwuwartosciowych kationéw metali (Kattke i in., 2019).

4.1.2. Swoistos¢ substratowa

Glikozylotransferazy wykazujg wysoka swoisto$¢ donorowo-akceptorows, ktéra
jest zalezna od struktury enzymdw. Substytucja jednej reszty aminokwasowej moze
prowadzi¢ nie tylko do utraty lub zmniejszenia aktywnosci enzymu, lecz takze do
modyfikacji jego swoistosci wzgledem donoréw i/lub akceptoréw (Ouzzine i in., 2002;
Ramakrishnan i Qasba, 2007; Nair i in., 2015). Przyktadem zmiany swoistosci
glikozylotransferaz w wyniku pojedynczej mutacji sg transferazy A i B ludzkiego uktadu
grupowego ABO. Oba enzymy kodowane sg przez ten sam locus ABO, ale rdéznia sie
czterema resztami aminokwasowymi, przy czym obecno$¢ okreslonych reszt
w pozycjach 266 i 268 jest niezbedna dla zachowania swoistosci. Transferaza A przytacza
reszte N-acetylogalaktozaminy do terminalnej galaktozy (ktéra musi by¢ potgczona
z fukozg wigzaniem al—2) z utworzeniem wigzania al—3, a transferaza B przytacza
reszte galaktozy z utworzeniem takiego samego wigzania. W wyniku przytgczenia GalNac
lub Gal powstajg odpowiednio antygeny grupowe krwi A i B. W transferazie A na
wymienionych pozycjach znajdujg sie reszty leucyny i glicyny, a w transferazie B reszty
metioniny i alaniny. Wykazano, ze wprowadzenie do transferazy A w miejsce 266
metioniny (lub D, I, N, Q) prowadzi do powstania enzymu o rozszerzonej swoistosci,
ktéry moze uzywaé jako donoréw zaréwno UDP-GalNAc, jak i UDP-Gal. Wymiana
leucyny na fenyloalanine, histydyne lub tyrozyne skutkuje przenoszeniem przez enzym
reszty galaktozy z UDP-Gal. Podobnie w przypadku transferazy B: gdy metionina zostaje
wymieniona naleucyne (lub A, C, G, N, T) enzym rozszerza swoistos¢ do dwdch donordéw.
Zmiana aminokwasu na proline (w pozycji 266) prowadzi do rozszerzenia swoistosci
enzymu i wykorzystywania UDP-GalNAc jako gtéwnego donora (Yamamoto i in., 2015).
Podobny wptyw zmiany reszty aminokwasowej na swoisto$¢ enzymu opisano dla
ludzkiej B1,4-galaktozylotransferazy 1 kodowanej przez gen B4GALT1. Enzym z resztg
tyrozyny w pozycji 289 sekwencji aminokwasowe] przenosi reszte galaktozy na
akceptory zakonczone N-acetyloglukozaming. Zamiana tyrozyny na leucyne, izoleucyne
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lub asparagine skutkuje rozszerzeniem swoisto$ci donorowej enzymu, w wyniku czego
do terminalnej GalNac moze zostaé przytgczona zardwno galaktoza, jak
i N-acetylogalaktozamina (Ramakrishnan i Qasba, 2002).

Oprocz podstawien reszt aminokwasowych, swoisto$¢ akceptorowa enzymu
moze by¢ rowniez modyfikowana przez tworzenie komplekséw z innymi biatkami.
Przyktadem moze by¢ ssacza B1,4-galaktozylotransferaza 1, ktéra zmienia swoistos¢
substratowg po zwigzaniu a-laktoalbuminy, wielofunkcyjnego biatka produkowanego
przez gruczot sutkowy. W nieobecnosci a-laktoalbuminy enzym przenosi reszty
galaktozy z UDP-Gal na oligosacharydowe tancuchy z terminalng N-acetyloglukozamina.
Jezeli ten sam enzym tworzy heterodimer z a-laktoalbuming, nastepujg zmiany
konformacyjne, ktére ograniczajg wielkos¢ miejsca aktywnego, przez co mozliwe jest
wigzanie jedynie glukozy, ale nie N-acetyloglukozaminy (Ramakrishnan i Qasba, 2010).
Wykazano, ze wiele glikozylotransferaz tworzy homo-, heterodimery i oligomery
(Hashimoto i in., 2010) i w wielu przypadkach kompleksy te majg wptyw na aktywnosé
enzymatyczng i/lub lokalizacje. Wsrdd nich znajdujg sie enzymy syntezujgce
N- i O-glikany, glikosfingolipidy oraz glikozaminoglikany (De Graffenried i Bertozzi, 2004;
Liniin., 2011; Albesa-Jové i in., 2015).

Uwaza sie, ze GT sg swoiste wobec glikoprotein lub glikosfingolipidéw, ale mogag
tez rozpoznawaé oba rodzaje akceptoréw. Jest tak w przypadku ludzkich i mysich
a2,3-sjalotransferaz (m, v i Vi) oraz a-1,3-fukozylotransferaz
(Mikolajczyk, Kaczmarek i Czerwinski, 2020). Najlepiej przebadanym przyktadem sg
wspomniane wyzej transferazy A i B odpowiedzialne za synteze antygendéw grupowych

krwi na N- i O-glikanach oraz glikosfingolipidach (Cooling i in., 2005).

4.1.3. Mechanizm dziatania

Reakcje katalizowane przez glikozylotransferazy sq stereospecyficzne i wysoce
regioselektywne w odniesieniu do tworzonych wigzan glikozydowych. Przyjmuje sie, ze
wiekszos$¢ glikozylotransferaz jest regioswoista zgodnie z hipotezg ,jeden enzym, jedno
wigzanie”, jednak pojawia sie coraz wiecej wyjatkdw od tej reguty (Togayachiiin., 2001;
Williams, Zhang i Thorson, 2007; Westman i in., 2015). Przyktadem moze by¢ ludzka

fukozylotransferaza 2, odpowiedzialna za status wydzielacz/niewydzielacz (Se/se;
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kodowana przez gen FUT2), ktéra moze dotgcza¢ reszty fukozy w pozycji
al,2 (Holgersson i Lofling, 2006).

Glikozylotransferazy mogg tworzyé wigzania glikozydowe z inwersjg lub
zachowaniem konfiguracji anomerycznej substratu donorowego.
W przypadku enzymoéw inwertujacych, grupa nukleofilowa (np. karboksylowa) taricucha
bocznego aminokwasu deprotonuje grupe hydroksylowg w akceptorze, umozliwiajac
w ten sposdb jej atak nukleofilowy na wegiel anomeryczny w donorze. Odlegtosé miedzy
donorem ustabilizowanym w miejscu aktywnym a katalitycznym taricuchem bocznym
pozostawia przychodzagcemu akceptorowi wystarczajgco duzo miejsca, aby
,zaatakowad” wegiel anomeryczny z ,tytu” cukru (w wiekszosci przypadkéw B-strona),
co generuje produkt o odwréconej konfiguracji (Ryc. 1a). W przypadku
glikozylotransferaz zachowujgcych konfiguracje anomeryczng, pB-strona cukru
donorowego jest umieszczona blizej katalitycznego taricucha bocznego, co pozwala tylko
akceptorowi (tu aktywowanemu przez grupe opuszczajgcy) zaatakowad centrum
anomeryczne z boku grupy opuszczajgcej i prowadzi do ogdlnego zachowania
konfiguracji. Do tego wyniku mogg prowadzi¢ dwa scenariusze: dwie kolejne substytucje
nukleofilowe - Sn2 lub alternatywny mechanizm podobny do Sni (rzadki wariant Sn1)
(Ryc. 1). W pierwszym scenariuszu, opisanym jako mechanizm podwdjnego wypierania,
pierwsze z dwdch podstawien Sn2 wynika z nukleofilowego ataku taricucha bocznego
aminokwasu na donor (a nie na akceptor, jak w przypadku enzymoéw inwertujacych),
oraz wytwarza kowalencyjny zwigzek posredni donor-enzym cukier o odwrdconej
konfiguracji. Nastepnie nastepuje nukleofilowy atak akceptora z drugiej strony, kolejna
inwersja i tworzenie produktu. Tak wiec dwie inwersje prowadzg do zachowania
konfiguracji anomerycznej (Ryc. 1b).

Alternatywny mechanizm podobny do Sni (,i” oznacza ,wewnetrzny powrdét”
i odnosi sie do rozktadu grupy opuszczajgcej, ktéra wytwarza nukleofil atakujgcy
karbokation po tej samej stronie) nie obejmuje tworzenia kowalencyjnego zwigzku
posredniego. Enzymatyczny tancuch boczny stabilizuje jedynie dodatni tadunek
rozwijajgcy sie w anomerycznym centrum donora, podczas gdy grupa opuszczajgca
oddziatuje z akceptorem. Dlatego na tym etapie akceptor moze by¢ uwazany za czesé
grupy opuszczajagcej. Ta ,rozszerzona” grupa opuszczajgca odchodzi od wegla

anomerycznego, rozktada sie, a tym samym uwalnia cze$¢ akceptorowg, ktora
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»powraca” do centrum anomerycznego, tworzac ostateczne wigzanie glikozydowe
(Ryc. 1c) (Lairson i in., 2008; Gloster, 2014; Ardevol i Rovira, 2015; Albesa-Jové i in.,
2017).

Mechanizm-tworzenia-wigzania glikozydowego Mechanizm tworzenia wigzania glikozydowego
a) przez inwersje (5y2) b) bez zmiany konformacji (podwéjny 5,2)
6 & | & JE ‘?
: <V, o)
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C) Mechanizm tworzenia wigzania glikozydowego bez zmiany konformacji (typ 5,4)
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Ryc. 1. Mechanizm reakcji glikozylotransferaz po inwersji (a) lub z zachowaniem konfiguracji (b, c)
anomerycznego wigzania glikozydowego. Nie wszystkie glikozylotransferazy wymagajg jondéw metali
dwuwartosciowych (M?*) dla katalitycznej aktywnosci (na podstawie: Mestrom i in., 2019).

4.1.4. Ludzka syntaza Gb3/CD77

Ludzka syntaza Gb3/CD77 (syntaza P1/P%, al,4-galaktozylotransferaza,
UDP-galaktoza: B-D-galaktozylo-B1-R 4-a-D-galaktozylotransferaza), jest kodowana
przez gen A4GALT (GenBank NG_007495.2) zlokalizowany na 22 chromosomie
i sktadajacy sie z trzech eksondw, z ktérych trzeci koduje catg otwartg ramke odczytu
(ORF) (Ryc. 2). Enzym ten jest odpowiedzialny za biosynteze glikosfingolipidowych
antygendw nalezgcych do uktadu grupowego krwi P1PK (Daniels 2013). Syntaza
Gb3/CD77 katalizuje przeniesienie reszty galaktozy na laktozyloceramid i paraglobozyd
— prekursory antygenéw grupowych krwi: P¥ (globotriaozyloceramidu, Gb3, CD77) i P1.
Oba antygeny zawierajg terminalng strukture Galal—4GalB1l. Enzym z podstawieniem
p.Q211E (okreslany w tej pracy terminem muteina) spowodowanym mutacjg c.631C>G
(rs397514502) wykazuje rozszerzong swoistos¢ akceptorowq i przytacza reszte galaktozy
rowniez do akceptoréw glikosfingolipidowych z koncowg N-acetylogalaktozaming

(GalNAc) (Suchanowska i in., 2012; Kaczmarek i in., 2016).

24



WSTEP

rs5751348

rs397514502
(NOR, ¢.631C>G, p.Q211E)

Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy ludzki gen A4GALT. Na szaro zaznaczono obszar trzech eksonéw (na
podstawie grafiki przyg. przez dr Katarzyne Szymczak-Kulus).

Ludzka syntaza Gb3/CD77 (EC 2.4.1.228) nalezy do 32 rodziny glikozylotransferaz
(CAZy, http://www.cazy.org). Jest biatkiem o dtugosci 353 reszt aminokwasowych;
teoretyczna masa czasteczkowa wynosi 40 499 Da, a punkt izoelektryczny 9,16.
Struktura przestrzenna nie zostata okre$lona, ale uwaza sie, ze jest biatkiem
przezbtonowym typu Il i znajduje sie w btonie aparatu Golgiego.

Syntaza Gb3/CD77 zawiera motyw DXD (DTD, 192-194 aa, baza UniProtKB -
Q9NPC4 (A4GAT_HUMAN)) i ma dwa miejsca N-glikozylacji (N121 i N203). W Laboratorium
Glikobiologii IITD PAN wykazano, ze rekombinowana domena katalityczna ludzkiej
syntazy Gb3/CD77 uzyskana w komodrkach owadziej linii Sf9 staje sie nieaktywna po
traktowaniu PNGazg F, co sugeruje, ze N-glikany odgrywajg wazng role w aktywnosci
tego enzymu (Szymczak-Kulus i in., 2016). Nadprodukujac syntaze Gb3/CD77
w komédrkach CHO-Lec2 réwniez wykazano, ze obecnos¢ N-glikandw wptywa na
aktywnos¢ enzymu. Obecnos¢ N-glikanu w pozycji Naos byta konieczna dla aktywnosci,
ale aktywnos¢ wariantu pozbawionego N-glikanu w pozycji N121 byta podobna do
aktywnosci enzymu w petni N-glikozylowanego, co sugeruje, ze ten glikan nie odgrywa
zadnej roli w aktywnosci enzymatycznej. Enzym pozbawiony obu glikanéw nie
wykazywat zadnej aktywnosci enzymatycznej (Mikolajczyk i in., 2021).

Do niedawna uwazano, ze ludzka syntaza Gb3/CD77 moze dodawac korncowa
reszte galaktozy jedynie do akceptorow glikosfingolipidowych. Jednak ostatnio
wykazano, ze glikoproteiny wyizolowane od osdb o genotypie P!P! i zawierajgce
terminalne struktury Galal—4GalB1—4GIcNAc (nazywane dalej glikotopami P1),
rozpoznawane sg przez przeciwciata anty-P1 (Stenfelt i in., 2019). Kompleksowa analiza
aktywnosci syntazy Gb3/CD77 wobec akceptoréw glikoproteinowych przeprowadzona
w Laboratorium Glikobiologii wykazata, ze enzym ten dodaje reszty galaktozy rowniez

do glikoprotein, a produkty tej reakcji, czyli glikoproteiny z terminalng struktura
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Galal—4Gal, mogg petni¢ funkcje receptoréw dla toksyn Shiga (Szymczak-Kulus i in.,

2021).

4.2. Glikosfingolipidy: struktura i biosynteza

Glikosfingolipidy sg amfipatycznymi lipidami zbudowanymi z hydrofilowego
cukru i hydrofobowej reszty ceramidu. Ceramidy to grupa zwigzkéw ztozonych ze
sfingozyny (aminoalkoholu) potgczonej z resztg kwasu ttuszczowego przez wigzanie
amidowe. W wyniku potgczenia polarnej ,gtowy” i hydrofobowego ,ogona” (jak
w przypadku fosfolipidow) glikosfingolipidy mogg ulegaé wbudowywaniu w btone

lipidowa. Ze wzgledu na rdéznorodnos¢ struktur cukrowych (od monocukrow do

Cukier

Kwas ttuszczowy

Ryc. 3. Schemat budowy glikosfingolipidu.

rozgatezionych glikanow), glikosfingolipidy stanowig najwiekszg grupe wsrdd
sfingolipidéw (Merrill i in., 2007; Gault, Obeid i Hannun, 2010). Rdzen sfingozynowy
sktada sie zazwyczaj z 14 do 20 nasyconych lub jednonienasyconych taricuchdéw
alifatycznych z grupami hydroksylowymi (Ryc. 3). Réznice w dtugosci tancucha
sfingozyny, obecnos¢ wigzan podwdjnych czy dodatkowych grup hydroksylowych sg
charakterystyczne dla réznych organizméw (Merrill i in., 2007; Pata, Hannun i Ng, 2010).

W zaleznosci od sktadu czesci cukrowej, glikosfingolipidy mozna podzieli¢ na kilka
grup. Monoglukozyloceramidy (nazywane réwniez cerebrozydami) mogga by¢ galakto-
lub glukozyloceramidami (Merrill i in., 2007). Synteza wszystkich kompleksowych
glikosfingolipidéw, ktére moga sktadac sie nawet z 20 monosacharyddéw, wigze sie

z wydtuzeniem tancucha glukozyloceramidu. U bezkregowcéw dodawana jest reszta
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Ryc. 4. Struktury neutralnych cukréw rdzenia glikosfingolipidéw i nazwy klas.

mannozy z wytworzeniem wigzania B1—4-; u kregowcdw jest to reszta galaktozy (Kojima
iin., 2013; Schnaar i Kinoshita, 2017). Dodawanie kolejnych czgsteczek cukréw prowadzi
do powstania serii struktur rdzenia (rdzen to potgczenie czterech neutralnych cukréw),
sklasyfikowanych w siedmiu grupach wg Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej
i Stosowanej (International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC) (Ryc. 4).
Synteza ceramidu zachodzi w cytoplazmatycznej czesci retikulum
endoplazmatycznego; nastepnie jest on transportowany przez czes¢ luminalng do
aparatu Golgiego. Dalsza biosynteza glikosfingolipidow zachodzi w lumenalnej czesci
aparatu Golgiego poprzez sekwencyjne przytgczenie kolejnych czasteczek
monosacharydéw do powstajgcego glikosfingolipidu (D’Angelo i in., 2013; Schnaar i
Kinoshita, 2017). Glikosfingolipidy sg transportowane do zewnetrznej czesci btony
plazmatycznej, gdzie gromadzg sie gtéwnie w formie mikrodomen lipidowych (takich jak
tratwy lipidowe) z resztg cukrowg skierowang do srodowiska zewnatrzkomérkowego
(Gault, Obeid i Hannun, 2010). Czasteczki kompleksowych glikosfingolipidow ulegajg
degradacji w lizosomach, gdzie reszta cukrowa jest degradowana przez swoiste
hydrolazy (Hill i in., 2018). Glukozyloceramid jako jedyny glikosfingolipid moze podlegaé
degradacji zaréwno w lizosomach, jak i cytozolu (bez obecnosci saponin). Wrodzony

niedobdr jednej z hydrolaz badz saponin wigze sie z wystgpieniem lizosomalnych choréb
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spichrzeniowych, ktére odznaczajg sie nagromadzeniem glikosfingolipidéw (Platt i in.,

2018; Sun, 2018).

4.3. Biosynteza N- i O-glikanéw
4.3.1. N-glikany

N-glikany sg oligosacharydami kowalencyjnie przytgczonymi do reszt asparaginy
w tancuchu polipeptydowym za pomocg wigzania N-glikozydowego. Minimalng
sekwencjg aminokwasowg wymagang dla przytaczenia N-glikanu do reszty asparaginy
jest N-X-S/T, w ktérej ,,X” oznacza dowolny aminokwas z wyjatkiem Pro. Sekwencja taka
nazywana jest sekwonem (sequon), wykazano jednak, ze nie wszystkie sekwony ulegajg
N-glikozylacji. N-glikozylacja moze wystgpi¢ na wszystkich typach struktur
drugorzedowych, ale okolice B-skretéw wydajg sie by¢ najbardziej optymalne. Istnieje
korelacja miedzy stopniem dostepnosci potencjalnych miejsc N-glikozylacji na
powierzchni biatka a stopniem obsadzenia takich miejsc; jest mato prawdopodobne, ze
N-glikozylacja wystgpi w sterycznie ostonietych sekwonach N-X-S/T (Varki i in., 2009;
Esmail i Manolson, 2021).

Ztozony N-glikan ma dwie anteny lub rozgatezienia zainicjowane przez dodanie
dwodch reszt GIcNAc. Troj- i czteroantenowe N-glikany powstajg przy inicjowaniu
rozgatezien od reszt mannozy (C-4 rdzenia al—3Man i C-6 rdzenia al—=6Man). Inny
rodzaj rozgatezienia, znaleziony u ptakdéw i ryb, iniciowany jest w C-4 rdzenia al—6Man.
Wszystkie  eukariotyczne  N-glikany majg  wspdlng  sekwencje  rdzenia,
Manal—3(Manal—6)ManB1—4GIcNAcB1—4GIcNAcB1—N-X-S/T) i mozna je podzieli¢
na trzy typy: oligomannozowe, w ktorych tylko reszty Man przedtuzajg rdzen;
kompleksowe, w ktédrym anteny rozpoczynajg sie od reszt GIcNAc i hybrydowe,
w ktorych reszta Man rozcigga sie na ramie Manal —6 rdzenia, a jedna lub dwie reszty
GIcNAc rozciggajag sie na ramie Manal—3 (Ryc. 5). Gtéwng modyfikacjg rdzenia
w N-glikanach kregowcdw jest obecnos¢ fukozy przytaczonej wigzaniem al—6Fuc do
GIcNAc potgczonego z Asn w rdzeniu N-glikanowym. al,6-fukozylotransferaza (FUT8)
wymaga uprzedniego dziatania MGAT1 (a1,3-mannozylo-glikoproteina
2-B-N-acetyloglukozaminylotransferaza) (Herscovics 1999). Przeprowadzone analizy
podkreslajg kluczowg role ramienia N-glikanu GIcNAc-B1—2-Man-al—3-Man
syntezowanego przez MGAT1 dla wysokiego powinowactwa rozpoznawania substratu
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przez FUT8. Glikany, ktdére nie zostaly zmodyfikowane przez MGAT1 s3 mato
efektywnymi substratami dla ludzkiej FUT8, nawet przy nadprodukcji ostatniego
z enzymow (Boruah i in., 2020). Ponadto wyfaczenie syntezy MGAT1 skutkuje
w produkcji wysokomannozowych struktur N-glikanéw i akumulacji substratéw dla FUT8

(Garcia-Garcia i in., 2021).

ué’ ?06 ub?
g ) o B . B4 . N-acetyloglukozamina
o » L = , mannoza
- " . ot ) galaktoza
é B4 B4 « fukoza
2 P4 B4 ® was N-acetyloneuraminowy
AsSn AsSn
wysokomannozowe kompleksowe hybrydowe

Ryc. 5. Struktury N-glikandw powszechnie wystepujacych u eukariontéw.

Biosynteza N-glikandw u ssakdw rozpoczyna sie na lipidowej czgsteczce
poliizoprenoidowej zwanej fosforanem dolicholu (Dol-P). Pierwszy etap jest
katalizowany przez GIcNAc-1-fosfotransferaze (DPAGT1), ktéra przenosi reszte GIcNAc-
1-P z UDP-GIcNAc na Dol-P i tworzy Dol-P-P-GIcNAc. Inhibitor tego enzymu,
tunikamycyna, moze by¢ stosowana do hamowania N-glikozylacji w komdrkach.
Powstaty 14-cukrowy glikan jest przenoszony przez oligosacharylotransferaze (OST) na
reszte Asn w dostepnych sekwonach N-X-S/T w regionach biatkowych, ktére zostaty
poddane translokacji przez btone ER (Ryc. 6).

Po kowalencyjnym przytaczeniu Glc3Man9GIcNAc2 do N-X-S/T w biatku, N-glikan
ulega dalszym modyfikaciom w ER. Biatka opiekuricze obecne w ER rozpoznajg
zmodyfikowane N-glikany, co odgrywa kluczowa role w regulacji fatdowania glikoprotein
(Ryc. 6).

Biosynteza hybrydowych i ztozonych N-glikandw rozpoczyna sie w srodkowej
czesci aparatu Golgiego w wyniku dziatania N-acetyloglukozaminylotransferazy
(GIcNACc-TI, MGAT1), ktéra dodaje reszte GIcNAc do C-2 reszty al—3Man w rdzeniu
Man5GIcNAc2 (Ryc. 6).

Wiekszos¢ ztozonych i hybrydowych N-glikandw ma wydtuzone rozgatezienia,
ktére sg tworzone przez dodanie reszty Gal do reszty GIcNAc; powstajg wtedy
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Ryc. 6. Schemat biosyntezy i dojrzewania N-glikanu (na podstawie Essentials of Glycobiology, Varki
i wspotpr., 2017).

podjednostki budulcowe Galf1—4GIcNAc, okredlane jako N-acetylolaktozoamina typu 2
lub sekwencje ,LacNAc”. Potgczone disacharydy LacNAc tworzg powtdrzenia
tandemowe zwane poli-LacNAc. W niektdrych glikoproteinach reszta GalNAc jest
dodawana do reszty GIcNAc z utworzeniem wigzania B; takie anteny majg struktury
GalNAcB1—4GIcNAc (LacdiNAc) (Aebi 2013).

N-glikany moga podlegac rozgatezieniom przez dodanie reszt kwasow sjalowych,
fukozy, galaktozy, N-acetyloglukozaminy i siarczanu. Wiele z tych struktur jest
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wspolnych dla N- i O-glikandw oraz glikosfingolipidow (Shrimal, Cherepanova i Gilmore,
2015).

N-glikany wptywaja na wiele wtasciwosci glikoprotein, w tym na ich konformacje,
rozpuszczalnos¢, antygenowos¢, aktywnos$¢ i rozpoznawanie przez biatka wigzace
glikany (Spiro, 2002; Varki i in., 2009). Wykazano, ze N-glikany stajg sie bardziej
rozgatezione w wyniku transformacji nowotworowej (Oliveira-Ferrer, Legler i Milde-

Langosch, 2017; Pang i in., 2018).

4.3.2. O-glikany

O-glikany sg oligosacharydami kowalencyjnie przytgczonymi do reszt seryny lub
treoniny za pomocg wigzania O-glikozydowego. W sktad O-glikandw wchodzg reszty
GalNAc, Gal, GIcNAc, Fuc i Sia (ale nie Man, Glc lub Xyl). Dtugo$é¢ tancucha
oligosacharydowego O-glikanu moze wynosié¢ od pojedynczej reszty GalNAc do ponad
20 reszt cukrowych (Varki i in., 2009). Do najlepiej poznanych biatek bogatych
w O-glikany nalezg mucyny, ktére sg gtéwnym sktadnikiem wydzielin, wyscielaja
powierzchnie nabtonkowe organizmu, w tym przewdd pokarmowy, moczowo-ptciowy
i oddechowy, gdzie chroniag komorki nabtonka przed fizycznym i chemicznym
uszkodzeniem oraz przed infekcjg. Mucyny zawierajgce wiele ztozonych O-glikanéw
mogg stanowi¢ bariere dla drobnoustrojow jelitowych. Glikany mucyn majg cztery
gtéwne struktury rdzenia (Brockhausen i Melamed, 2021). Pojedyncza reszta GalNAc
przytgczona do Ser/Thr jest nazywana antygenem Tn. Niepodstawiony rdzen 1 O-glikanu
nosi nazwe antygenu Thomsena-Friedenreicha (antygen TF lub T). Antygeny Tn i T majg
zazwyczaj przytgczone reszty kwasu sjalowego, a ich nieusjalowane formy wystepujg w
podwyzszonych  stezeniach w  mucynach z komdrek nowotworowych
(Radhakrishnan i in., 2014) (Ryc. 7).

O-glikany sg dodawane do biatek w aparacie Golgiego. Glikozylotransferazy
biorgce udziat w ich biosyntezie sg biatkami przezbtonowymi typu Il z krétkim ogonkiem
cytoplazmatycznym na N-koricu skierowanym w strone cytoplazmy, domeng
przezbtonowg, krétkim regionem trzonu i domeng katalityczng w czesci luminalnej
aparatu Golgiego. Uktad enzymdéw w obrebie bton Golgiego mozna poréwnaé do ,,linii
montazowej”, z reakcjami zachodzgcymi od czesci cis do czesci trans aparatu Golgiego.
(Varkiiin., 2017).
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Lokalizacja w komdrce, poziom aktywnosci i swoistos¢ substratowa
glikozylotransferaz zaangazowanych w synteze O-glikandw majg wptyw na ich
zroznicowanie. Istnieje wiele enzymow biorgcych udziat w syntezie N-glikandw
i glikosfingolipidéw, ktére sg aktywne réwniez wobec O-glikandw, a niektére z nich
preferujg O-glikany jako substraty akceptorowe (Van Die i in., 1999). Na miejsce
przytaczenia O-glikanu wptyw ma sekwencja aminokwasowa biatka, ale nie ma $cisle
okreslonej sekwencji reszt aminokwasowych, takiej jak sekwony w N-glikozylacji.

Synteza O-glikanu rozpoczyna sie od przeniesienia reszty GalNAc z UDP-GalNAc
na Ser lub Thr przez polipeptydowa transferaze GalNAc (GALNT). Wszystkie GALNT wigzg
UDP-GalNAc jako substrat donorowy, ale moga rdznié sie swoistoscig akceptora
peptydowego. U cztowieka wystepuje 20 transferaz GalNAc produkowanych tkankowo
swoiscie i réznigcych sie swoistoscia. Wykazano, ze czes¢ enzymoéw preferuje
przenoszenie reszty GalNAc na reszty Thr niz Ser (James i in., 2020).

W wyniku dodania jednego lub dwdch cukréw do reszty GalNAc O-glikanu
powstaje kilka rodzajow rdzeni O-glikandw (Ryc. 7). Rdzen 1 (GalBl1—3GalNAc-O-
Ser/Thr) powstaje w wyniku dziatania C1GALT1 (syntaza rdzenia 1), ktéra katalizuje
przeniesienie reszty Gal z UDP-Gal na GalNAc-O-Ser/Thr). Enzym ten, obecny u zwierzat,
jest aktywny w wielu typach komérek. Wykazano, ze obecno$¢ biatka opiekunczego
C1GALT1C1 (COSMC), podczas syntezy w retikulum endoplazmatycznym, zapewnia
prawidtowe fatdowanie i aktywnos¢ enzymu w aparacie Golgiego. Brak syntazy rdzenia
1 w niektérych typach komérek powoduje wysokg ekspresje antygenéw Tn i sjalo-Tn
(np. limfocyty T Jurkat i biataczkowe komorki macierzyste raka okreznicy [LSC]) (Ju i in.,
2008).

Za synteze rdzenia 2 odpowiadaja dwa enzymy:
B1,6-N-acetyloglukozaminylotransferaza 1 rdzenia 2 (C2GnT-1) oraz
glukozaminylo(N-acetylo) transferaza 1 (GCNT1).

Synteza O-glikandw rdzenia 3 ogranicza sie gtdwnie do nabtonka przewodu
pokarmowego i drég oddechowych oraz gruczotéw Slinowych. Enzymem
odpowiedzialnym za synteze jest B1-3-N-acetyloglukozaminylotransferaza 6 rdzenia
3 (syntaza rdzenia 3, C3GnT6; B3GNT6) przezbtonowe biatko nalezgce do rodziny GT31

glikozylotransferaz.
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Synteza rdzenia 4 wymaga dziatania glukozaminylo-(N-acetylo) transferaza
3 typu mucyny (GCNT3 typu M) oraz obecnosci rdzenia 3 O-glikanu. GCNT3 jest biatkiem
przezbtonowym typu Il nalezagcym do rodziny GT14. Synteza zaréwno rdzenia 3, jak
i rdzenia 4 O-glikandw hamuje progresje nowotworu, chociaz molekularne mechanizmy
hamowania sg nieznane (Tian i Ten Hagen, 2009; Fernandez i in., 2018; Guptaiin., 2020).

Dotaczanie kolejnych reszt cukrowych w taicuchu O-glikanu jest katalizowane
przez enzymy z rodzin B1,3-N-acetyloglukozaminylotransferaz (B3GNT2, B3GNT4,
B3GNTS8) oraz $1,3- i B1,4-galaktozylotransferaz wykazujgcych rézne zakresy swoistosci
wzgledem glikanéw. Wymienione transferazy sg biatkami przezbtonowymi typu I
zlokalizowanymi w przedziatach aparatu Golgiego (Togayachi i in., 2010). Liniowe
jednostki poli-N-acetylolaktozoaminy mogg ulegac rozgatezieniu przez enzymy z rodziny
B1,6-N-acetyloglukozaminylotransferaz (np. glukozaminylo(N-acetylo) transferaza 2,
GCNT2), w wyniku czego z antygenu grupowego krwi i powstaje antygen | (Shaz 2009).
W reakcji wydtuzania tancucha cukrowego O-glikanéw biorg udziat rowniez enzymy
z rodziny a2,6-sjalotransferaz (STEGALNAC1 do ST6GALNAC4) (Mikolajczyk, Kaczmarek i
Czerwinski, 2020).

Przytaczenie kwaséw sjalowych blokuje dalsze liniowe wydtuzanie taricuchéw
O-glikandéw. Wykazano, ze podwyzszony poziom ekspresji ST3GAL1 ma miejsce
w nowotworach piersi, jak rowniez korelacje podwyzszonego poziomu sjalotransferaz
(ST6GAL1) z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym komodrek nowotworowych
i zwiekszonym potencjatem do przerzutowania (Garnham i in., 2019). Opisano wptyw
poziomu  a2,6-sjalotransferaz (ST6GALNAC1, ST6GALNAC4) na  progresje
i przerzutowanie nowotworu jelita grubego i nowotworu pecherzykowego tarczycy
(Miao i in., 2016; Kvorjak i in., 2020).

Do enzymoOw biorgcych udziat w wydtuzeniu tancucha cukrowego O-glikandw
nalezg rowniez al,2-fukozylotransferazy: FUT1 i FUT2. Ponadto fukozylotransferaza
3 (FUT3) syntezuje antygeny grupowe Lewis (Czerwinski 2015; Daniels 2013),
a fukozylotransferazy 4-11 syntezujg inne antygeny grupowe Lewis, takie jak Le* i LeY
(Kaczmarek 2010). Usjalowane i siarczanowane antygeny Lewis sg ligandami dla
selektyn, a struktury konczace sie resztg Gal ligandami dla galektyn (Suzuki i in., 2012;
Jini Wang, 2020; Blenda i in., 2022).
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Dalszy dodatek reszt GlcNAc, Gal, Fuc i kwasu sjalowego

B3 86 Rdzer 2 B3 36
= -1 Rdzen 4
SIT

ST
BEGICNAC-T PEGIcNAC-T
(3 izoformy) (1 izoforma)
a3
Sialowany T3 . M Rdzen 1 B3\— Rdzefi 3
rdzen 1
al ST3Gal al (antygen T} al
ST ST ST
C1GalT1 or T-syn p3Gn-T6
(1 izoforma) K f (1 izoforma)
|_I__| antygen Tn
al
SIT
T ppGalNAC-TS (19-20 izoform)
ST
D M-acetylogalaktozamina (GalNAC) . N-acetyloglukozamina {GlcNAc)
O Galaktoza (Gal) 0 Kwas sialowy

Ryc. 7. Rodzaje rdzeni O-glikanéw (na podstawie: Tran i Ten Hagen, 2013).

O-glikany moga wptywadé na ksztattowanie prawidtowej konformacji i ekspozycji
epitopéw peptydowych oraz wtasciwosci adhezyjnych mucyn i glikoprotein. Mogg tez
by¢ rozpoznawane przez selektyny i galektyny, ktdre sg biatkami odgrywajacymi wazng
role we wrodzonej odpornosci. Struktury O-glikandéw mogg tez ulegaé zmianom podczas
aktywacji limfocytow. Niektére O-glikany sg markerami w diagnozowaniu
i prognozowaniu przebiegu nowotworéw (np. CA-125 czyli sjalo-Le(a)) (Cervoni i in.,
2020). Mucyny odgrywaja role w obronie przed zakazeniem SARS-CoV-2 w sposdb
zalezny od obecnosci kwasow sjalowych na powierzchni ich O-glikanéw. Wysunieto
hipoteze, ze wigzanie biatka S wirusa SARS-CoV-2 do kwaséw sjalowych moze
potencjalnie przyczyni¢ sie do zmniejszenia podatnosci niektorych populacji na infekcje
lub wptywaé na rozprzestrzenianie sie wirusa (Dhar i in., 2021; Nguyen i in., 2022;

Wardzalaiin., 2022).
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4.3.3. Glikany O-GIcNAc

Grupy hydroksylowe seryny lub treoniny mogg by¢ modyfikowane przez
N-acetyloglukozamine przytaczong wigzaniem B. Taki rodzaj glikozylacji rézni sie od
innych form glikozylacji biatek m.in lokalizacjg (biatka jadrowe, mitochondrialne
i cytoplazmatyczne), brakiem wydtuzania lub modyfikacji oraz wielokrotnym
przytaczaniem i usuwaniem w czasie funkcjonowania biatka (Zachara, Akimoto i Hart,
2015).

Glikoproteiny z dotgczong resztg cukrowg O-GlcNAc znaleziono we wszystkich
badanych organizmach wielokomérkowych. Biatka zmodyfikowane O-GIcNAc zostaty
rowniez znalezione w wielu wirusach (np. adenowirus, SV40, cytomegalowirus,
rotawirus, bakulowirus, HIV i inne) (Chou i Hart, 2001; Graham i in., 2008; Zachara,
Akimoto i Hart, 2015).

Dynamiczny cykl dodawania i usuwania O-GIcNAc jest regulowany przez
skoordynowane dziatania enzymow: transferazy O-GIcNAc (OGT) i obojetnej
B-heksozoaminidazy znanej jako O-N-acetyloglukozaminaza (OGA). Regulacja miejsca
startu transkrypcji i alternatywne sktadanie prowadzi do syntezy co najmniej trzech
izoform OGT i dwéch izoform OGA. Zaréwno OGT, jak i OGA majg tylko jedng
podjednostke katalityczng i funkcjonujg w komérce jako holoenzymy niekowalencyjnie
zwigzane z biatkami pomocniczymi (Alteen, Tan i Vocadlo, 2021).

Transferaza O-GIcNAc (OGT, B-N-acetyloglukozaminylotransferaza; EC 2.4.1.255)
katalizuje dodanie N-acetyloglukozaminy z UDP-GIcNAc do okreslonych reszt seryny lub
treoniny w celu utworzenia wigzania B O-glikozydowego. UDP uwalniany podczas reakgcji
przenoszenia reszty GIcNAc jest silnym inhibitorem OGT. W warunkach, w ktérych UDP
jest szybko degradowany (jak ma to miejsce w komoérce), aktywnos¢ OGT zalezy od
poziomu UDP-GIcNAc (Aquino-Gil i in., 2017).

W przeciwienstwie do N- i O-glikandw, wigzanie O-GIcNAc moze zmieniac sie
w odpowiedzi na stres komdrkowy, cykl komérkowy, depolaryzacje neuronéw czy
sygnalizacje insulinowg (Chen, Chi i Boyce, 2018; Ong, Han i Yang, 2018). Obserwacje te
wraz z danymi dotyczacymi OGT wykorzystujgcej motywy aminokwasowe podobne do
kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem (MAP) kierowanych przez proline sugerujg,
ze O-GIcNAc jest regulatorowg posttranslacyjng modyfikacjg analogiczng do fosforylacji

(Yuan, Tangi Li, 2020).
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O-GlcNAc glikozylacja odgrywa duza role w fizjologii komorki i progresji chordb.
Duza liczba proceséw komdrkowych (zwigzanych m.in. z ekspresjg gendw, translacja,
degradacjg biatek) jest skorelowana z tg modyfikacjg (Machacek, Slawson i Fields, 2018;
Qiang, Slawson i Fields, 2021). Nietypowg aktywnos¢ OGT i OGA jak i korelacje pomiedzy
zmienionym metabolizmem komdrkowym a dynamicznym cyklem O-GIcNAc opisano we
wszystkich dotychczas badanych ludzkich nowotworach (Fehl i Hanover, 2021; Parker,

Peterson i Slawson, 2021).

4.4, Uktady grupowe krwi P1PK i GLOB

4.4.1. Struktura i wystepowanie

Ludzki uktad grupowy krwi P1PK zostat odkryty w 1927 r. przez Karla Landsteinera
i Petera Levine’a (Landsteiner i Levine, 1927); jest sklasyfikowany przez
Miedzynarodowe Towarzystwo Transfuzji Krwi (International Society Of Blood

Transfusion, ISBT) pod numerem 003 (www.isbtweb.org). Nalezg do niego 3 antygeny

glikosfingolipidowe: P1, P*X (Gb3/CD77) oraz NOR. Terminalne struktury tych
glikosfingolipidéw to Galal—4GalBl w antygenach P1 i P¥ oraz Galal—4GalNAcB1
w antygenie NOR (Kaczmarek i in., 2014). Antygeny P¥ i NOR (ktéry wystepuje
w formach NOR1 i NOR2) nalezg do serii globo, natomiast antygen P1 do serii neolakto.
Struktury antygenéw uktadéw grupowych krwi P1PK przedstawiono w Tabeli 1.
Uprzednio do ukfadu grupowego krwi P1PK nalezat antygen P (GLOBI,
globotetraozyloceramid, globozyd, Gb4Cer) jednak w 2004 roku Ringressi i wspotpr.
wykazali, ze obecnos¢ tego antygenu zalezy od aktywnosci
B1,3-N-acetylogalaktozaminylotransferazy (syntazy P). W zwigzku z tym przeniesiono
globozyd do nowoutworzonego uktadu grupowego krwi GLOB, w sktad ktérego wchodzi
rowniez antygen PX2 (BGvar | Blood Group Associated Genomic Variant Resource - CSIR

IGIB; Ringressi i in., 2004).
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Tabela 1. Struktury antygendw grupowych krwi nalezgcych do uktadu grupowego krwi P1PK

Antygen Struktura Seria

Pk

Galal—4GalB1—4GlIcCer globo
(Gb3,CD77)

P1 Galal—4Galp1—4GIcNAc B1—>3GalB1—>4GIcCer neolakto
NOR1 Galoal—4GalNAcB1l—>3Galal—4GalB1—>4GIcCer globo
NORint GalNAcB1—3Galal—>4GalNAcBl—>3Galal—4Galp1—4GIcCer globo
NOR2 Galal—4GalNAcB1—3Galal—4GalNAcB1—3Galal—>4GalB1—4GIcCer globo

Antygen PX jest obecny u wiekszosci ludzi (z wyjatkiem rzadkiego fenotypu p),
a antygen P1 wystepuje u ok. 75% osdb nalezgcych do kaukaskiej grupy etnicznej, 20%
0s0Ob grupy azjatyckiej oraz 94% grupy afrykanskiej. W zaleznosci od obecnosci antygenu
P1 mamy do czynienia z fenotypem P1 (antygen P1 jest obecny) lub fenotypem P, (brak
antygenu P1) (Kaczmarek i in., 2014). Rzadki fenotyp p jest spowodowany brakiem
antygendéw PXi P1.

Antygen PXwystepuje na limfocytach, komdrkach miesni gtadkich czy $rédbtonku
wyscielajgcym uktady: moczowy, oddechowy, nerwowy i pokarmowy (Miithing i in.,
1999). Jego obecnos¢ wykazano rowniez w nowotworach: jajnika (Johansson i in., 2009),
jelita grubego (Kovbasnjuk i in., 2005) i zotgdka (Jin i Teneberg, 2022). Obecnos¢
antygenu P1 poza komdrkami linii erytroidalnej (Cooling 2015) stwierdzono na
komodrkach nowotworowych jajnika (Jacob i in., 2014) oraz gruczolakoraku zotgdka
(Jini Teneberg, 2022). Nie ma danych na temat obecnosci antygenu NOR na komadrkach
innych niz erytrocyty.

Antygen P wystepuje na erytrocytach, komdrkach srédbtonka oraz na
megakariocytach i fibroblastach. Jego obecnos$¢ wykazano réwniez w monocytach,
limfocytach i prekursorach szpiku (Cooling i in., 2003). Antygen ten znaleziono réwniez
na komodrkach nowotworowych, a takze w komédrkach watroby ptodu, serca ptodu
i tozyska (Daniels 2013). Antygen PX2 (GalNAcB1—3GalB1—-4GIcNAcB1—-3GalB1—4Glc-
Cer) jest obecny w niewielkich ilosciach na powierzchni erytrocytéw, ale jego poziom
jest wyzszy u 0s6b o fenotypie p, co jest wynikiem braku antygenu PX, ktéry jest gtéwnym
substratem dla  B1,3-N-acetylogalaktozaminylotransferazy. Istnieje  hipoteza

zaktadajgca, ze z powodu braku preferowanego akceptora syntaza P dodaje terminalng
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reszte GalNAc z wiekszg wydajnoscig do paraglobozydu (Westman i in., 2015). Nie ma
danych dotyczacych ekspresji antygenu PX2 w tkankach ludzkich innych niz erytrocyty
(Ricci Hagman 2018).

Antygeny ukfadu grupowego P1PK powstajg w wyniku dziatania syntazy
Gb3/CD77 (al,4-galaktozylotransferazy, syntazy P*/P1). Obecno$é¢ podstawienia
w pozycji 211 sekwencji aminokwasowej (zamiana reszty glutaminy na reszte kwasu
glutaminowego; p.Q211E) powoduje rozszerzenie swoistosci akceptorowej: enzym taki
moze dotgczac reszte galaktozy do N-acetylogalaktozaminy globozydu (Gb4, antygen P,
globotetraozyloceramid) tworzgc strukture antygenu NOR1 (Suchanowska i in., 2012).
Antygen NOR2 powstaje poprzez wydtuzenie faiicucha cukrowego NOR1 przez
B-1,3-N-acetylogalaktozaminylotransferaze (powstaje NORint) i syntaze Gb3/CD77.
Terminalna struktura Gala1l—4GalNAcB1 zostata jak dotad znaleziona jedynie u zaby
Smieszki Rana ridibunda (Mourad i in., 2001). Struktura antygenéw NOR zostata
wyjasniona w catosci w naszym laboratorium (Duk i in., 2001). Szlak biosyntezy

antygendéw P1, P, NOR, P i PX2 zostat przedstawiony na Ryc. 8.

Cer
glukozylotransferaza ceramidu
l UGCG

@8—Cer
GlcCer

B1,4-galaktozylotransferaza 6
l B4GALT6

oF@s—cer
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B1,3-N-acetyloglukozaminylotransferaza 5/ a1,4-galaktozylotransferaza
B3GNTS5 / A4GALT, A4GALT c.631C>G
4
.—(” )—.M p—Cer ( )—(“ )"—.B—Ccr
Le3 b.
81,4-galaktozylotransferaza 1-4 81,3-N-acetylogalaktozaminylotransferaza 1
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3, 3
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B81,3-N-acetylogalaktozaminylotransferaza 1 nLcd4
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Ryc. 8. Szlak biosyntezy glikosfingolipidowych antygendéw ludzkiego uktadu grupowego krwi P1PK
i antygendw pokrewnych. Na czerwono zaznaczono antygeny produkowane przez syntaze Gb3/CD77 (na
podstawie grafiki przyg. przez dra R. Kaczmarka).

Fenotypy i genotypy uktadu grupowego P1PK przedstawiono w Tabeli 2.
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Molekularne podstawy uktadu grupowego P1PK przez dtugi czas pozostawaty
zagadka. Wykazano, ze poziom transktyptu genu A4GALT u osdb o fenotypie P1 jest
Wyzszy niz u osob P, , co przektada sie na podwyzszenie ilosci syntazy Gb3/CD77
(lwamura i in., 2003; Thuresson, Westman i Olsson, 2011; Kaczmarek i in., 2018).
Obecnie wiekszos¢ badaczy uwaza, ze za zréznicowanie fenotypoéw P1/P, odpowiada
polimorfizm pojedynczego nukleotydu rs5751348, ulokowany w regionie intronu 1 genu
A4GALT. Swoiste wigzanie czynnika wczesnej odpowiedzi na wzrost (EGR1, early growth
response factor 1) do fragmentu obejmujgcego reszte guanidyny w miejscu SNP
(rs5751348) powoduje podwyiszenie ilosci transkryptu A4GALT, co wigze sie
z wystepowaniem fenotypu Pi. Jezeli w tym miejscu znajduje sie reszta tymidyny, to
wigzanie EGR1, a wiec i ekspresja genu jest niska, co w przypadku homozygotycznosci
powoduje powstanie fenotypu P, (Yeh i in., 2018). Niezaleznie wykazano, ze czynnik
transkrypcyjny Runt 1 (RUNX1, Runt-related transcription factor 1) wigze sie do
fragmentu obejmujgcego reszte guanidyny w tym samym miejscu, co rdwniez powoduje

podwyzszenie transkrypcji genu A4GALT (Westman i in., 2018).

Tabela 2. Fenotypy i genotypy uktadu grupowego P1PK

Fenotyp Genotyp Antygeny
A4GALT
P1P1
P, P, P1, P
P1P2
P, Pp? s
p by B
P1P1
Pk, P1, P
P1P2
PY, Pp? Pt
PpINORp1 P, P1, P NOR1, NOR2,
P:NOR
pINORp2 NORint

(Y — brak kodowania funkcjonalnych biatek)
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4.5. Antygeny cukrowe u kregowcow jako czynniki modulujgce oddziatywania
z patogenami

Glikany zwigzane z powierzchnig komérki lub wewnatrzkomorkowymi biatkami
i lipidami biorg udziat w wielu biologicznych procesach. Oligosacharydowe struktury na
powierzchni komérki mogg by¢ ligandami dla czynnikéw adhezji komdrkowej, interakcji
makroczgsteczek i patogendw, i w ten sposéb wptywaé na oddziatywania z tymi
czynnikami (Moremen, Tiemeyer i Nairn, 2012; Varki i in., 2017).

Interakcje zachodzgce miedzy biatkiem patogenu i oligosacharydowym
receptorem na komdrce gospodarza sg czesto pierwszym etapem infekcji, w zwigzku
z tym oligosacharydy takie znajdujg sie pod duza presjg ewolucyjng. Moze ona
spowodowac zmiane struktur cukrowych na powierzchni komérek gospodarza; utrata
antygenu cukrowego moze umozliwi¢ powstanie przeciwciat, ktére rozpoznajg takie
same antygeny na powierzchni patogendw. Jezeli patogen wigze sie do cukrowego
antygenu, jego utrata moze spowodowaé opornos¢ na ten patogen. Alternatywnie,
zmienione oligosacharydy, moglty odgrywac role receptoréow putapkowych (decoy
receptors), ktore wigzac patogeny uniemozliwiajg ich wnikniecie do komorki.
Réznorodnos¢ strukturalna glikandw moze stanowi¢ ochrone przed infekcjami réwniez
w ramach jednego gatunku, czego przyktadem moga by¢ cukrowe ukfady grupowe krwi
u cztowieka (Czerwinski i Kaczmarek, 2013; Czerwinski, 2015). Istnieje kilka antygendw,

ktdre ulegty zmianie pod wptywem presji ze strony patogendw.

4.5.1. Antygen Galal—3Gal

Terminalne potaczenie Galal-3Gal jest syntezowane przez
al,3-galaktozylotransferaze (a3GalT, GGTA1, kodowang przez gen A3GALT nalezgcy do
rodziny GT6 wedtug bazy CAZy) (Coutinho i in., 2003). Réznice w produkcji epitopu
Galal—3Gal i naturalnych przeciwciat rozpoznajgcych ten epitop wsréd gatunkéw
ssakow wykazali Galili i wsp6tpr. (Galili i in., 1987).

Struktura Galal—3Gal wystepuje u wiekszosci kregowcéw, w tym u lemurdw
i matp Nowego Swiata, ale nie u matp Starego Swiata, matp cztekoksztattnych czy ludzi
(Galili i in., 1987; Suchanowska i Czerwinski, 2009). Molekularne podstawy inaktywacji
genu A3GALT u matp Starego Swiata, matp cztekoksztattnych i ludzi przypisuje sie utracie
przez niego zdolnosci do kodowania aktywnego biatka okoto 28 milionéw lat temu
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w wyniku pojawienia sie kodonu STOP w pozycji 260 sekwencji nukleotydowej. Mutacje
te, skutkujgce utratg aktywnosci biatka umozliwity produkcje przeciwciat anty-
(Galal1—3Gal), co mogto wzmacnia¢ obrone przed patogenami produkujgcymi takie
struktury (Koike i in., 2002; Suchanowska i Czerwinski, 2009).

Syntaza iGb3 (iGb3S, kodowana przez gen A3GALT2) réwniez nalezy do rodziny
GT6 i przenosi reszte galaktozy z UDP-Gal na Galf1—4Glc z utworzeniem wigzania al—3
(Milland, Christiansen i Sandrin, 2005). Ludzki homolog syntazy iGb3 nie jest aktywny ze
wzgledu na mutacje punktowe w eksonie 5 genu (Christiansen i in., 2008). Wedtug bazy
danych NCBI (dostep 01.2022), niektére ryby doskonatokostne majg paralogi A3GALT
(lub GT6MS, jednej z glikozylotransferaz ssaczych z rodziny GT6 zidentyfikowanej przez
Turcot-Dubois
i wspotpr. (Turcot-Dubois i in., 2007)). U przedstawiciela ptazéw, tropikalnej zaby
szponiastej (Xenopus tropicalis) nie ma genéw kodujgcych enzymy z rodziny GT6. Mimo
braku identyfikacji homologéw genu A3GALT u gaddw, glikoproteiny bedace
sktadnikami jadu kobry nepalskiej (Naja naja kaouthia) z kladu Lepidozauréw
(Lepidosauria) zawierajg N-glikany o strukturze Galal->3GalB1—4(Fucal—3)GIcNAcB1
(Gowda i in., 2001). Nie zidentyfikowano homologéw gendéw kodujgcych
glikozylotransferazy z rodziny GT6 u ptakéw (Suzuki 2019).

Struktura Galal—3Gal jest podstawowym receptorem dla enterotoksyny
A Clostridium difficile. Mozna przypuszczaé, ze endemiczna infekcja naczelnych Starego
Swiata, ktérych N-glikany maja terminalne struktury Galal—3Gal szczepem bakterii
wytwarzajagcym toksyne mogta wywotaé presje selekcyjng w kierunku ewolucji
naczelnych pozbawionych tych struktur i tym samym niepodatnych na dziatanie
patogenu (Macher i Galili, 2008). Wykazano, ze struktura Galal—3Gal obecna
w otoczce wirusa ptasiej grypy jest rozpoznawana przez receptory endocytarne komérek
gospodarza (ptaka) powodujgc przytgczenie i wejscie czgsteczki wirusa do komorki (De
Geus i in., 2013). Brak struktury Galal—3Gal i wysokie miano przeciwciat anty-
Galal—3Gal sg przeszkodg w wykonywaniu ksenoprzeszczepien (Christiansen i in.,

2008).
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4.5.2. Kwas N-glikoliloneuraminowy (Neu5Gc)

Neu5Gc jest wariantem kwasu sjalowego, w ktérym grupa N-acetylowa ma
przytaczong grupe -OH (Ryc. 9). Reakcja przytaczenia tej grupy do kwasu
N-acetyloneuraminowego jest katalizowana przez hydroksylaze kwasu cytydyno-
monofosfo-N-acetyloneuraminowego (CMAH), kodowana przez gen CMAH. Kwas
N-glikoliloneuraminowy jest produkowany u wszystkich ssakéw z wyjatkiem cztowieka
i matp Nowego Swiata (Springer i Gagneux, 2016). Ludzki gen CMAH zawiera delecje 478
par zasad, w tym 92 z eksonu 6, w wyniku czego pojawia sie przedwczesny kodon stop.

Ponadto kwas N-glikoliloneuraminowy zidentyfikowano u ryb kostnych (np.
danio pregowany, rozdymka, tilapia i ryb celakantoksztattnych), ptazéw (np. zaby
szponiaste), gaddéw (jaszczurka anolisa) a takie u glowonokordy (lancet),

przedstrunowcow (zotedziogtowce) i szkartupni (jezowca i rozgwiazdy).

A B HO

OH

Kwas N-acetyloneuraminowy Kwas N-glikoliloneuraminowy
Ryc. 9. Struktury kwasdw sjalowych.

Geny homologiczne do CMAH u ssakéw wywodzg sie najprawdopodobniej
z gendw u bezkregowcdéw, ryb, ptazéw i owodniowcédw (wspdlny przodek
gadow/ptakéw i ssakéw). Gendw homologicznych do mysiego CMAH nie znaleziono
w genomach Zzadnego z gatunkéw ptakéw (66 gatunkéw dostepnych w bazie
NCBI/BLAST). Schauer i wspétpr. zbadali obecnosé Neu5Ge w tkankach i jajach réznych
ptakow (kurczak, kaczka, indyk, ges, strus, emu, ara, papuzka falista, jerzyk
i jaskétka) i gadow (m.in. kilku gatunkéw wezy, krokodyli i z6twi), ale nie wykryli Neu5Gc,
co sugeruje brak aktywnej formy enzymu u tych gatunkéw (Schauer i in., 2009). Analiza

struktur glikanow glikoprotein biatka jaja i przeciwciat IgY kilku rodzajéw ptakdw,
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(gotebie i mewy), wykazata obecnos$é¢ reszt kwasu sjalowego, ale byt to kwas
N-acetyloneuraminowy (Neu5Ac) (Takahashi i in., 2001; Suzuki i in., 2003, 2009).

Mutacje w enzymie CMAH mogg powodowac polimorfizm grupowy krwi u kotédw
i psow. Wiekszos¢ kotdw syntezuje kwas N-glikolineuraminowy, z wyjgtkiem niektérych
ras, jak brytyjska krotkowtosa. Osobniki tej rasy majg przeciwciata rozpoznajace kwas
N-glikoliloneuraminowy, a przetoczenie im krwi od kota produkujgcego Neu5Gc moze
spowodowac¢ hemolityczng reakcje poprzetoczeniowg (Omi i in., 2016). Natomiast
wiekszos¢ pséw nie produkuje kwasu N-glikoliloneuraminowego w wyniku kilku
missensownych mutacji punktowych, z wyjatkiem dalekowschodnich ras jak Shiba inu
(Parker i in., 2004; Schauer, 2016).

Uwaza sig, ze do inaktywacji genu CMAH u cztowieka doszto okoto 2,8 miliona lat
temu. Spowodowato to oporno$¢ na zakazenie zarodzcem Plasmodium falciparum,
ktora zostata przetamana ok. 50 000 lat temu (Altman i Gagneux, 2019; Burzyniska i in.,
2021). Poza rodzajem Plasmodium sp. kwas N-glikoliloneuraminowy petni role receptora
dla ludzkich wiruséw grypy (A i B) czy toksyny subtylazy AB wytwarzanej przez bakterie
E.coli (Burzynska i in., 2021). Unikalna wsrdd innych toksyn ABs, podjednostka A tej
toksyny to proteaza serynowa podobna do subtylazy, ktéra specyficznie tnie biatko
opiekuncze BiP retikulum endoplazmatycznego, indukujgc stres ER prowadzacy do
apoptozy komorki. Podjednostka SubB cytotoksyny wykazuje swoistos¢ wzgledem
glikanow konczacych sie resztg Neu5Gc (potaczong wigzaniem a2—3 z galaktozy),
ktdrego ludzie nie produkujg. Moze byé on jednak przyswajany z diety, zwtaszcza bogatej

w czerwone mieso (Beddoe i in., 2010; Tsutsuki i in., 2020; Yahiro i in., 2020).
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4.5.3. Antygeny GalNAc/Galal—3Gal (ABH) i GaINAcal—3GalNAc (Forssman)

Za synteze antygendw nalezacych do ludzkich uktadéw grupowych krwi ABO
i Forssman (Ryc. 10) odpowiedzialne sg enzymy nalezagce do rodziny GT6
glikozylotransferaz. U ssakéw zidentyfikowano kilku cztonkéw tej rodziny:
glikozylotransferazy A i B (ABO), Forssman
(FS, al,3-N-acetylogalaktozaminylotransferaza globozydu; GBGT1)
(Turcot-Dubois i in., 2007). U cztowieka zmiennos¢ aktywnosci enzymatycznej
wymienionych glikozylotransferaz jest podstawg uktadéw grupowych krwi ABO

i Forssman (ISBT: 001 oraz ISBT: 031).

A B

\uS ‘13
‘E B3 ‘E \[ss ‘:2 B3

—= — ad |

Antyger_l A Antygen B AntygenH

Antygen Forssman

Ryc. 10. Struktury cukrowe antygendw ABH i Forssman

Na scenariusz ewolucyjny dla gendw ABO sktada sie kilkanascie zdarzen
obejmujgcych m.in. pojawienie sie prototypu genu homologicznego do A3GALT2, jego
duplikacje, dywergencje czy utrate wsrdd przedstawicieli kregowcédw (niektére gatunki
gadow, ptakdw i zab z rodzaju Xsenopus) (Kitano, Blancher i Saitou, 2012). Obecnos¢
enzyméw zdolnych do syntezowania antygenéw uktadéw grupowych krwi ABO
i Forssman zostata stwierdzona u wiekszosci kregowcéw (Yamamoto 2017). Antygeny
A i B wystepujg u kilku gatunkéw naczelnych, w tym u ludzi, makakow, pawianow,
orangutanéw i koczkodandéw; zmiany te nie wykazujg jednak polimorfizmu
transgatunkowego, tak wiec prawdopodobnie wyewoluowaty oddzielnie (Segurel i in.,
2012). Wsréd ptakéw jedynie przedstawiciele dwdch gatunkow strusia (Struthionidae)
i kiwi brunatnego (Apteryx australis) majg jeden homolog genu ABO (Suzuki 2019).

Antygeny uktadu grupowego krwi ABO mogg petnié role receptorow dla wielu
patogendw. Najszerzej opisanym jest bakteria Vibrio cholerae czy enterotoksyczne
szczepy E. coli (ETEC) i bakterie z rodzaju Streptococcus. Znaczenie zrdéznicowanego

polimorfizmu fenotypédw ABO wykazano w podatnosci i rozprzestrzenianiu sie zakazen
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wirusowych: rotawirusami, norowirusami czy koronawirusami (Cooling, 2016; Goel i in.,
2021).

U cztowieka syntaza antygenu Forssman jest w wiekszosci populacji nieaktywna.
Za przywrocong aktywnos¢ u niektérych oséb odpowiada mutacja punktowa zamiany
reszty argininy na reszte glutaminy w pozycji 296 sekwencji aminokwasowej GBGT1.
Opisano kilka genéw homologicznych do ludzkiej
al,3-N-acetylogalaktozaminylotransferazy globozydu (GBGT1, syntaza antygenu
Forssman, FS) u niektérych ryb (Turcot-Dubois i in., 2007). Prawie wszystkie gatunki
ptakéw (w tym ptakéw z kladu Neoaves (np. gotebia (Columba livia), kukutki (Cuculus
canorus) i sokota (Falco peregrinus)), ktérych genomy dostepne sg w bazach danych
majg co najmniej jeden homolog mysiego genu kodujgcego antygen Forssman (60-68%
homologii).

Antygen Forssman moze petni¢ funkcje receptora dla patogendéw takich jak
enterokrwotoczne szczepy E. coli (w szczegdlnosci wytwarzajgce Stx2e) czy parwowirus
B19. Badania wskazujg jednak, ze wigzanie to nalezy traktowac jako dodatkowe, a nie

zastepujgce inny receptor (Xu i in., 1999; Miithing i in., 2012; Cooling, 2016).

4.5.3. Antygen Galal—4Gal

Za synteze antygendw o terminalnych strukturach Galal—4Gal nalezacych do
ludzkiego uktadu grupowego P1PK odpowiedzialna jest syntaza Gb3/CD77, nalezgca do
rodziny GT32 glikozylotransferaz kodowana przez gen A4GALT (podrozdziat 4.1.4). Ptazy,
ryby chrzestne i celakantoksztattne rowniez majg homologi ludzkiego A4GALT, podczas
gdy nie znaleziono homologéw u Actinoptergii (np. danio pregowany i medaka).
U gaddw, przedstawiciele Crocodylia (cztery gatunki krokodyli) i Tesudinata (cztery
gatunki zétwi) majg pojedyncze homologi A4GALT, a Lepidosauria (weze i jaszczurki)
majg jeden homolog A4GALT. Wiekszos¢ gatunkow ssakéw ma pojedynczy homolog
ludzkiego genu A4GALT, ktéry najprawdopodobniej koduje syntaze Gb3/CD77.
Wyijatkiem sg cztery gatunki Eutheria (np. marmozeta biatoczuba (Callithrix jacchus)
i ptetwal kartowaty (Balaenoptera acutorostrata)) oraz dziobak (Ornithorhynchus
anatinus), ktére majg dwa homologi A4GALT. Brak genu A4GALT lub jego skrdécona
forma zostaty stwierdzone u dwdch gatunkéw Eutheria (mroczek brunatny (Eptesicus
fuscus) i nietoperz Brandta (Myotis brandti)). Jednak homologia sekwencji
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aminokwasowych miedzy syntazami Gb3/CD77 ssakéw/ptakéw a ich homologdéw
u nizszych kregowcéw (ptazdw i ryb) jest niska (40-60%), i trudno jest okresli¢ aktywnos¢
enzymatyczng lub swoistos$¢ substratowg na podstawie poréwnania jedynie samych
sekwengji.

Badanie wystepowania genéw A4GALT wsréd ptakédw zasugerowato jedna
wyrazng rdéznice opartg na ich filogenezie. Sze$¢ gatunkéw Palaeognathae (strus, emu,
dwa gatunki kiwi i dwa gatunki cykorii) oraz szes¢ gatunkéw Galloanserae (kaczka
krzyzéwka, ges tabedzie, kura, indyk, przepidrka i perliczka) ma jeden homolog A4GALT.
Chociaz u dwdch gatunkéw kiwi stwierdzono dwa homologi genu A4GALT, to jeden
z tych gendw ma skrdcong sekwencje, w ktorej brak regionu kodujgcego miejsce
aktywne. Paralog A4GALT u przedstawicieli Palaeognathae i Galloanserae
najprawdopodobniej koduje syntaze Gb3/CD77. U przedstawicieli 54 gatunkdéw Neoaves
znaleziono wiele homologdéw A4GALT (0-7 gendw), przy czym dwie trzecie gatunkéw tej
parvklasy miato wiecej niz dwa homologi A4GALT. Analiza in silico wykazata, ze

w genomie gotebia istnieje 7 gendw mogacych kodowac syntaze Gb3/CD77 (Tabela 3).

Tabela 3. Podobienstwo (%) sekwencji nukleotydowych 7 genéw gotebiej syntazy Gb3/CD77

GEN A4GALT6 | A4GALT7 | A4GALT3 | A4GALT2 | A4GALT1 | A4GALT4 | A4GALTS
A4GALT6 - 72.79 63.15 62.30 63.91 64.55 72.18
A4GALT7 72.79 - 84.40 82.96 83.89 83.70 85.06
A4GALT3 63.15 84.40 - 93.32 92.40 90.56 93.33
A4GALT2 62.30 82.96 93.32 - 93.52 90.04 93.90
A4GALT1 63.91 83.89 92.40 93.52 - 91.22 93.36
A4GALT4 64.55 83.70 90.56 90.04 91.22 - 96.34
A4GALT5 72.18 85.06 93.33 93.90 93.36 96.34 -

Obecnos¢  terminalnej  struktury  Galal—4Gal opisano ssakow

w glikosfingolipidach produkowanych przez komérki krwi oraz komérki nabtonka
i Srédbtonka (Yang, Bergstrom i Karlsson, 1994). Epitop Galal—4Gal wystepuje na
glikosfingolipidach i na glikoproteinach, takich jak N-glikany (Suzuki, Laskowski i Lee,
2006; Stenfelt j in., 2019). Strukture Galal—4Gal znaleziono w O-glikanach
z jerzykowatych (Collocalini) (Wieruszeski i in., 1987), kilku ptazéw np. zaby (Guerardel

i in., 2000; Delplace i in., 2002)oraz aksolotla (Ambystoma mexicanum) (Strecker i in.,
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1992) czy w oligosacharydach pochodzacych z N-glikanéw z rekina (Scyliorhinus
caniculus) (Plancke i in., 1996).

Analiza glikoprotein z jaj 181 gatunkédw ptakéw wykazata, ze struktura
Galal—4Gal wystepuje u licznych przedstawicieli Neoaves i moze mieé¢ zwigzek
z ewolucjg wspodtczesnych ptakéw (Suzuki, Laskowski i Lee, 2006). Wsrdd wspotczesnych
ptakow, jedynie osobniki nalezace do Ratitae/Galloanserae nie produkujg glikoprotein
zawierajgcych struktury Gala1—4Gal, natomiast ptaki nalezgce do Neoaves w wiekszosci
majg glikoproteiny z takag strukturg. Genetyczne podstawy tej rdznicy pozostaja
niewyjasnione.

Antygen Pk (dalej stosowana bedzie nazwa Gb3) moze petnic role receptora dla
adhezyny SadP bakterii Streptococcus suis, cytotoksyny VacA Helicobacter pylori (Roche
iin., 2007), oraz dla adhezyny Pap uropatogennych bakterii E. coli, ktore majg fimbrie P
(Ferrando i in., 2017). Ponadto Gb3 uznawany jest za gtéwny receptor dla toksyn Shiga
(Stx) produkowanych przez baterie Shigella dysenteriae serotypu 1 oraz

enterokrwotoczne szczepy bakterii E. coli (Bruyand i in., 2018; Lee i Tesh, 2019).

4.6. Toksyny Shiga
4.6.1. Nazewnictwo

Toksyny te zawdzieczajg nazwe japoriskiemu mikrobiologowi Kiyoshiemu Shidze,
ktory w 1897 odkryt bakteryjne pochodzenie czerwonki wywotywanej przez Shigella
dysenteriae (Shiga 1898). Opisanie cytotoksyny wytwarzanej przez bakterie E. coli,
toksycznej dla komérek Vero (linia wyprowadzona z nerki afrykanskiej matpy zielonej),
zaowocowato nazwg ,werotoksyna” (verotoxin, VT) (Konowalchuk, Speirs i Stavric,
1977). Pdzniej okazato sie, ze niektore baterie E. coli wytwarzajg toksyny podobne do
toksyny produkowane przez S. dysenteriae (O’Brien i in., 1984). Dalsze badania

wykazaty, ze ,,werotoksyny” i ,toksyny podobne do Shiga” sg identyczne.

4.6.2. Struktura
Toksyny Shiga (Stx) sg zaliczane do klasy toksyn biatkowych okreslanych jako
holotoksyny ABs (Fan i in., 2000). Do tej grupy nalezg tez toksyna krztusca (Ptx), cholery

(Ctx), termolabilne enterotoksyny wytwarzane przez E.coli (LT-I i LT-1l) oraz subtylaza
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(SubAB) (Paton i in., 2004; Johannes i Romer, 2010). Toksyny te sktadajg sie
z pojedynczej podjednostki A oraz 5 podjednostek B (Ryc. 11). Aktywnos¢ enzymatyczna
odpowiedzialna za cytotoksycznos$é zlokalizowana jest w podjednostce A (o dtugosci 293
aa w Stx1 i 297 w Stx2), ktéra jest czesto klasyfikowana jako biatko inaktywujgce
rybosom typu Il (RIP, ribosome-inactivating protein) lub toksyna biatkowa kierowana
przez ER (ERT, ER-routing protein toxin). Podjednostka A sktada sie z fragmentéw A1l oraz
A2 potaczonych mostkiem disiarczkowym. Pentamer podjednostek B tworzy por,
w ktérym znajduje sie C-koricowy fragment podjednostki A. Kazda z podjednostek
B zbudowana jest z 69 (Stx1) lub 71 (Stx2) reszt aminokwasowych i obejmuje trzy miejsca
wigzania receptora. Toksyna wigze sie do powierzchni komérki za posrednictwem
pentameru podjednostek B, ktére moga rozpoznawac do pietnastu czgsteczek receptora

(Scheutziin., 2012; Silva i in., 2017).

Ryc. 11. Struktura 3D toksyny Shiga typu 1 (Stx1) z E. coli 0157:H7. (Na podstawie struktury krystalicznej
1DMO w bazie danych biatek (PDB, protein data base)

4.6.3. Klasyfikacja

Rdznice w strukturze pomiedzy typami i podtypami toksyn Shiga majg maty
wptyw na swoistos¢ i site wigzania tych toksyn. Uwalniane przez enterokrwotoczne
szczepy E. coli wytwarzajgce Stx (STEC) toksyny Shiga dzielg sie na dwa typy: Stx1 (prawie
identyczny z toksyng wydzielang przez S. dysenteriae serotypu 1), oraz Stx2, ktéra ma
podobng strukture, ale rézne sekwencje aminokwasowe (Liu i in., 2021). Stx2 wykazuje
wiekszg toksyczno$¢ i czesciej wigze sie z ciezkim przebiegiem infekcji STEC
w porownaniu do Stx1 (Melton-Celsa 2014). Warianty Stx1 i Stx2 mozna podzieli¢ na
podtypy w oparciu o podobieristwo sekwencji nukleotydowej i aminokwasowej. Stx1 ma

co najmniej 4 podtypy, podczas gdy Stx2 ma 12 podtypow (Tabela 4). Rdinice
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w strukturze wsrdd podtypdw toksyn czesto powodujg zmiany w wigzaniu receptoréw
i toksycznosci (Silva, Brandon i Skinner Xiaohuaahe, 2017). Uwaza sie, ze obecnos¢
gendw kodujgcych Stx w szczepach E. coli moze by¢ konsekwencjg horyzontalnego
transferu gendéw ze szczepow Shigella, w ktérym posredniczg bakteriofagi lambdoidalne

(Pinto i in., 2021).

Tabela 4. Typy i subtypy toksyn Shiga

Typ Podtyp Odnosnik
Stx1 Stxla (O’Brien i in., 1984)
Stxlc (Zhangiin., 2002)
Stx1d (Burk i in., 2003)
Stxle* (Probert, McQuaid i Schrader, 2014)
Stx2 Stx2a (O’Brien i in., 1984)
Stx2b (Paton iin., 1992)
Stx2c (Russmann i in., 1994)
Stx2d (Samuel i in., 1990)
Stx2e (Gannon i Gyles, 1990)
Stx2f (Schmidt, Scheef, Morabito, Caprioli, Lothar H. Wieler, i in., 2000)
Stx2g (Leung i in., 2003)
Stx2h* (Baiiin., 2018)
Stx2i* (Lacheriin., 2016)
Stx2j* (Koutsoumanis i in., 2020)
Stx2k* (Hughes i in., 2019)
Stx21* (Lacheriin., 2016)

* znaleziono tylko u Enterobacter cloacae
*przypisane tymczasowo

4.6.4. Mechanizm dziatania

Toksyny Shiga sg odporne na dziatanie enzymoéw trawiennych, co umozliwia im
unikniecie degradacji w przewodzie pokarmowym. Trawienie trypsyng nie wptywa na
biologiczng aktywnos¢ holotoksyny Stx1, ale powoduje ok. trzydziestokrotny wzrost
aktywnosci holotoksyny Stx2 (MaclLeod i in., 1991). W ludzkiej okreznicy Stx mogg by¢
uwalniane przez STEC w postaci wolnej poprzez indukowang przez fagi lize komoérek

bakteryjnych lub poprzez przytaczenie do wydzielanych przez bakterie pecherzykow
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zewnatrzbtonowych (OMV, outer membrane vesicles). Po wniknieciu do krwiobiegu,
pentameryczne podjednostki toksyn Shiga wigzga sie do GSL serii globo, wykazujac silng

preferencje dla trisacharydu Galal—4GalB1—4Glc. Toksyna Stx2e (patogenny dla swin

podtyp Stx), wykorzystuje jako receptor rowniez Gb4Cer
(GalNAcB1—3Galal—4GalB1—4Glc), Gb5Cer ze struktura
GalB1—3GalNAcf1—3Galal—4GalB1-4Glc) oraz

GalNAcal—3GalNAcB1—-3Galal—4Galp1—-4GIcfl—1Cer, czyli antygen Forssman.
Badania majgce na celu identyfikacje nieglikosfingolipidowego receptora dla Stx na
ludzkich granulocytach obojetnochtonnych ostatecznie wykazaty, ze jest nim czgsteczka
TLR4 (Brigotti i in., 2013). Wzajemne oddziatywanie Stx z TLR4 sugeruje mechanizm
interakcji biatko-biatko miedzy podjednostka A Stx a TLR4, ktéry moze dziataé niezaleznie
od interakcji biatko-cukier miedzy pentamerem B Stx a Gb3Cer (Gallegos i in., 2012;
Detzner, Krojnewski, i in., 2021).

Gb3 jest uwazany za gtéwny receptor dla obu typow holotoksyn Stx, przez co
mozliwa jest konkurencja toksyn o ten sam receptor. W testach in vitro wykazano, ze
holotoksyna Stx1 wigze sie do Gb3 szybciej niz Stx2, tym samym blokujac jej dostep do
receptora (Binnington i in., 2002). Wykazano, Zze zastosowanie inhibitora szlaku
biosyntezy  glikosfingolipidéw  powoduje  catkowite = zahamowanie  efektu
cytotoksycznego Stx2 i czesciowe dla Stx1, co sugeruje, ze Stx1 wigze sie réwniez do
receptorow glikoproteinowych (Szymczak-Kulus i in., 2021). Wptyw na site wigzania Stx1
i Stx2 do komorki gospodarza ma réwniez sktad dwuwarstwy lipidowej (Hoey i in., 2003;
Smith i in., 2006). Ze wzgledu na wigzanie sie do réznych mikrodomen w bfonie
komodrkowej, Stx1 i Stx2 mogg by¢ transportowane do cytozolu réznymi drogami (Tam

i in., 2008).
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Ryc. 12. Schemat mechanizmu dziatania toksyn Shiga. (1) Wigzanie do Gb3 na powierzchni komarki. (2)
Endocytoza. (3) Transport do aparatu Golgiego a nastepnie do ER. StxA1 hamuje synteze biatek w cytozolu
(4) przez odciecie reszty adeniny z 285 RNA podjednostki 60S rybosomu. Przygotowane na podstawie:
(Robert i Wiels, 2021).

Po zwigzaniu do powierzchni komadrki, toksyny moga by¢ internalizowane za
posrednictwem kilku mechanizméw. Po rozpoznaniu Gb3, toksyna Shiga moze wnikng¢
do komérki w wyniku endocytozy, a nastepnie zostac przetransportowana do cytozolu
(Ryc. 12). Linie komérkowe z zaburzonymi zdolno$ciami sortowania endosomoéw
w aparatach Golgiego sg oporne na cytotoksyczny efekt Stx, mimo ze wigzg i wchfaniaja
toksyny (Sandvig i in., 1992). Po fuzji endosomdéw z pecherzykami, pecherzyki
zawierajgce toksyne sg transportowane wzdtuz mikrotubul do czesci trans aparatu
Golgiego (Hehnly, Sheff i Stamnes, 2006). Podczas gdy receptor powraca na
powierzchnie komoérki, toksyna pozostaje w komodrce (nawet jezeli nie jest
translokowana do cytozolu). Wykorzystujgc transport wsteczny przez aparat Golgiego
czagsteczka toksyny Stx dociera do retikulum endoplazmatycznego i btony jgdrowej
(Sandvigiin., 1992). Dotarcie do ER jest warunkiem wywarcia dziatania cytotoksycznego,
poniewaz tylko tutaj moze dojs¢ do translokacji toksyny do cytozolu. Niektére komérki
majg alternatywny szlak endocytozy dla Stx, w ktérym posredniczg czgsteczki Gb3
zlokalizowane poza tratwami lipidowymi w btonie komdrkowej. Endocytoza niezalezna
od klatryny powoduje transport Stx do pdznych endosomoéw,

w ktorych toksyna jest degradowana (Falguieres i in., 2001). Stx moze by¢ skutecznie
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transportowana w taki sposéb az do aparatu Golgiego, ale komdrki wykazujgce tylko taki
rodzaj transportu sg ok. 1000 razy mniej wrazliwe na toksyne w poréwnaniu do komérek
zdolnych do transportu do ER i btony jadrowej (Arab i Lingwood, 1998). Podczas
transportu do ER podjednostki StxA oddzielajg sie od podjednostek B po proteolizie
i redukcji wigzan disiarczkowych i wigzg sie do rybosomu (Garred i in., 1997). Zdolnos¢
do inaktywacji podjednostki 60S rybosomu czyni z toksyny Stx silny inhibitor syntezy
biatek (Menge, 2020). Aktywnos¢ N-glikozydazowa fragmentu Al polega na wigzaniu
i odcinaniu konserwatywnej reszty adeniny w petli a-sarcyny 28S rybosomalnego RNA
eukariotycznej podjednostki 60S rybosomu. Enzymatyczna inaktywacja eukariotycznych
rybosomoéw powoduje nieodwracalne zahamowanie biosyntezy biatek komdrkowych.
Dotyczy to szczegdlnie tych rybosoméw, ktdre sg zwigzane z mRNA i sg biochemicznie
aktywne w czasie, gdy Stx rozszczepia wigzanie glikozydowe, poniewaz Stx wigzg tylko
podjednostki rybosomalne 60S, bedace czescig petnego rybosomu. Fragment Al toksyny
Stx2 wykazuje wieksze powinowactwo do rybosomdw, depurynuje je z wieksza
szybkoscig i hamuje translacje bardziej wydajnie niz fragment A1 Stx1 (Basu i in., 2015).
Dziatanie cytotoksyczne polega nie tylko na zahamowaniu translacji (Shi i in., 2017), ale
takze na uruchomieniu odpowiedzi na stres rybotoksyczny, ktdra wywotuje uszkodzenie
rybosomu przez podjednostke Al. Odpowiedz ta uruchamia kaskady sygnatowe
prowadzace do apoptozy (Johannes i Romer, 2010; Detzner, Pohlentz
i Muthing, 2020). Uwaza sie, ze stres rybotoksyczny i stres zwigzany z ER odgrywaja
wiekszg role w cytotoksycznosci Stx niz zahamowanie syntezy biatek (Lee i Tesh, 2019).

Rdznice w mechanizmach wigzania receptoréw Stx1 i Stx2 oraz rdznice
w preferencjach wigzania receptoréw miedzy Stx1 i Stx2 mogg przyczyniac sie do rdznic
w cytotoksycznosci obserwowanych miedzy toksynami. Holotoksyny Stx wnikajg do
komodrek poprzez szlaki endocytozy zalezne od klatryny lub niezalezne od klatryny
w zaleznosci od typu badanej komérki. Uwaza sie, ze proces zalezny od klatryny jest
najczestszym szlakiem wychwytu komérkowego po zwigzaniu receptora przez toksyny
(Saleh i Gariépy, 1993).

Petne spektrum mechanizméw wychwytu komodrkowego Stx nie jest jeszcze
dobrze scharakteryzowane. Na przyktad Malyukova i wspétpr. (Malyukova i in., 2009)
wykazali, ze makropinocytoza moze by¢ alternatywnym szlakiem wychwytywania Stx do

komorek, ktore nie wykazujg ekspresji Gb3. Wychwyt toksyn przez komérki nabtonka
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jelitowego pozbawione Gb3 angazuje nie tylko te komoérki jako inercyjng droge
transportu, ale réwniez wptywa na ich funkcje in vivo i in vitro. Ludzkie neutrofile
przenoszg toksyny, mimo braku receptorow (Gb3) dla Stx (Brigotti i in., 2013).
Interakcja pomiedzy czynnikami wirulencji STEC a komdrkami krwi sprzyja
agregacji komarek krwi i ekspresji czynnika tkankowego (TF) na btonach komadrkowych,
jak réwniez wydzielaniu mikroczgstek bogatych w TF. Proces ten jest wzmagany przez
krazgce cytokiny oraz uszkodzenia srédbtonka wywotane przez toksyny. Produkcja tych
mikroczgstek TF sprzyja wystepowaniu zakrzepdéw w przebiegu zespotu hemolityczno-
mocznicowego (HUS) (Stahl i in., 2009). Badania in vitro wykazaty, ze mikropecherzyki
pochodzace z ludzkich komérek krwi zawierajgce Stx ulegajg endocytozie w ludzkich
ktebuszkowych komédrkach $rédbtonka, gdzie mikropecherzyki uwalniajg swojg
zawartos¢ Stx, a toksyna dociera do rybosoméw, powodujgc Smieré komorek. Istniejg
dowody na to, ze mikropecherzyki zawierajgce Stx2 odgrywajg kluczowg role
w transporcie i przenoszeniu Stx2 in vivo, a nawet sg przenoszone z komoérki do komarki
(Stahl i in., 2015), co sugeruje, ze ukierunkowanie na komoérki gospodarza
nieprodukujgce Gb3 moze by¢ niedocenianym mechanizmem patogennym (Menge,

2020; Detzner, Pohlentz i Miithing, 2020).

4.6.5. Znaczenie epidemiologiczne

Gtéwnym szczepem STEC zakazajgcym ludzi jest E.coli O157:H7 (Johannes
i Rdmer, 2010). Szacuje sie, ze rocznie na catym Swiecie okoto 2,8 miliona ostrych
zachorowan jest powodowanych przez te bakterie (Majowicz i in., 2014). Zakazenia STEC
wywoftujg krwotoczne zapalenie jelita grubego, ktdore czesto prowadzi do wystgpienia
zespotu hemolityczno-mocznicowego (HUS, hemolytic uremic syndrome), ciezkiego
powikfania charakteryzujgcego sie m.in. matoptytkowoscig, niedokrwistoscig
i ostrg niewydolnoscig nerek (Lingwood 2020). Grupg obarczong najwiekszym ryzykiem
rozwoju HUS sg osoby starsze oraz dzieci ponizej 10 roku zycia (ok. 15% pacjentéw) (Tarr,
Gordon i Chandler, 2005).

STEC mogg wywotywaé powazne epidemie (Kim, Lee i Kim, 2020). W 1982 r.
w stanach Oregon i Michigan (Stany Zjednoczone Ameryki Pétnocnej) miaty miejsce dwie
epidemie zachorowan na krwotoczne zapalenie okreznicy i HUS. Szczep E. coli 0157:H7
zostat wyizolowany z prébki katu pacjentow i uznany za przyczyne choroby (Rangel i in.,
2005). Po roku obecnosc¢ toksyn Shiga zostata potwierdzona przez poréwnanie toksyn
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oczyszczonych z S. dysenteriae i trzech izolatéw E. coli z epidemii (O’Brien i in., 1984),
w wyniku czego szczep STEC 0157 zostat uznany za szczep stanowigcy powazine
zagrozenie dla przemystu i funkcjonowania szpitali. W ciggu 30 lat od pierwszego raportu
na temat szczepu 0157:H7 opisano w Stanach Zjednoczonych facznie 740 ognisk zakazen
spowodowanych przez STEC 0157:H7 i O157:NM; 13 526 przypadkéw zakoriczyto sie
2765 hospitalizacjami (20%), u 653 rozwinat sie HUS (4,8%), a 73 pacjentdw zmarto
(0,5%) (Rangel i in., 2005; Heiman i in., 2015). Infekcje innymi szczepami (026, 0103,
091, 0145, i 0146) powodujg mniej epidemii niz 0157, mimo ze wystepujg dwukrotnie
czesciej (Scallan i in., 2011; Terajima i in., 2014). W latach 1998 - 2016, region europejski
(EUR) i region Zachodniego Pacyfiku (WPR) zgtosity 211 ognisk zakazen STEC (EUR: 176,
WPR: 35), a w obu Amerykach zgtoszono 708 ognisk zakazen (FAO/WHO 2018).
W Japonii doszto do najwiekszej zarejestrowanej epidemii STEC 0157 w regionie
Zachodniego Pacyfiku: ponad 12 680 pacjentéw, z czego u 121 wystgpit HUS (Japonia,
1996) (Fukushima i in., 1999). Po tej epidemii czesto$é przypadkéw STEC wzrosta: od
1999 do 2012 r. w Japonii zgtoszono ponad 3000 przypadkéw, podczas gdy
w poprzednich 5 latach (1991-1995) srednia roczna wynosita 105 przypadkow (Terajima
i in., 2014). Najpowazniejsza epidemia STEC nie-O157 (0104) miata miejsce w Europie
(Niemcy, 2011): w okresie 3 miesiecy zgtoszono 3816 przypadkéw. Poczatkowo
uwazano, ze zrédtem zakazenia byty produkty miesne lub ogorki, ale pdzniej okazato sie,
ze byty to kietki kozieradki. Pomimo mniejszej liczby przypadkdéw niz podczas epidemii
w Sakai, w Niemczech odsetek HUS (n = 845, 22,4%) i zgondéw (n = 54) byt wyzszy (Frank
iin., 2011).

Wedtug raportow Europejskiego Centrum Zapobiegania i Kontroli Chordb, tgczna
liczba potwierdzonych zakazen STEC wyniosta 3 573 w 2009 r. i wzrosta do 6 073
przypadkéw w 2017 r. (Anon 2018). NajczesSciej opisywang serogrupg w latach 2009-
2017 byta 0157, a nastepnie 026, 0103, 091, 0145 i 0146. Udziat serogrupy 0157 spadt
jednak z 51,7 do 31,9%, podczas gdy odsetek zakazen szczepami innymi niz 0157
odpowiednio wzrdst. Wsrdd 31 krajéw w Europie, Niemcy i Wielka Brytania miaty
najwyzszy wskaznik infekcji STEC wsrdd ludzi (wg danych Europejskiego Urzedu ds.
BezpieczeAstwa Zywnosci (European Food Safety Authority, EFSA): liczba zakazen

STEC/100 000 mieszkancow) (Kim, Lee i Kim, 2020).
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4.6.6. Zwierzeta jako rezerwuary enterokrwotocznych szczepdw E. coli produkujacych
toksyny Shiga

Gtéwnymi zrédtami infekcji bakteriami produkujgcymi toksyny Shiga jest skazona
zywnos¢ (jak np. surowe mieso, mleko, a takze warzywa), woda oraz bezposredni
kontakt ze zwierzetami bedacymi nosicielami tych szczepow bakterii. Odnotowano
rowniez zarazenia w wyniku kontaktéw miedzyludzkich, jednak wiekszos¢
zidentyfikowanych zakazen miata pochodzenie odzwierzece (Persad i Lejeune, 2014;
Radosavljevi¢, Finke i Belojevi¢, 2016).

STEC wykryto u wielu gatunkéw ssakow, ptakéw, ryb i kilku gatunkéw owadow.
Namnazanie bakterii moze zachodzi¢ w przewodzie pokarmowym niektérych zwierzat,
zwilaszcza przezuwaczy, ktére uwaza sie za gtéwne rezerwuary szczepéw STEC.
Nosicielstwo moze by¢ bierne lub przejsciowe, bez znaczgcego wzrostu liczby bakterii
w zywicielu. Zwierzeta mogg by¢ klasyfikowane jako gatunki rezerwuarowe, zywiciele
zewnetrzni lub zywiciele koricowi. Klasyfikacja ta opiera sie na zdolnosci zwierzecia do
przenoszenia STEC na inne gatunki zwierzat oraz utrzymania zakazenia STEC przy braku
ciggtej ekspozycji na bakterie. Zywiciele dodatkowi, chociaz zdolni do przenoszenia STEC
na inne zwierzeta, nie sg w stanie utrzymac infekcji przy braku powtarzajacej sie
ekspozycji na patogen. Duza rdéznorodnos¢ gatunkdéw zywicieli rezerwuarowych
i dodatkowych skutkuje ztozonymi sciezkami przenoszenia. Dowody epidemiologiczne
wskazujg, ze ptaki, Swinie, psy i konie moga by¢ zywicielami dodatkowymi (Fairbrother
i Nadeau, 2006; Doane i in., 2007; Gioia-Di Chiacchio i in., 2016; Borges i in., 2017;
Mughini-Gras i in., 2017).

Wykazano, ze Swinie przenoszg i wydzielajg STEC przez okres do 2 miesiecy po
zakazeniu (Booher, Cornick i Moon, 2002). Ponadto, poniewaz swinie majg w jelitach
receptory Stx (Gb3), sg one podatne na szczepy STEC produkujgce Stx2e, ktére powodujg
obrzek z objawami klinicznymi (zaburzenia koordynacji, obrzek powiek, w ostatniej fazie
czesciowy paraliz) i wysokg $miertelnoscig (Steil i in., 2016). Co wiecej, opisano przypadki
infekcji w wyniku kontaktu z konmi (Luna i in., 2018), chociaz konie nie sg uwazane za
rezerwuary STEC ze wzgledu na niskg czesto$é wystepowania tego patogenu
u przedstawicieli tego gatunku (Lengacher i in., 2010). Opisano rowniez przypadki
stwierdzenia nosicielstwa STEC u przedstawicieli drobiu domowego, takich jak kura

domowa, kaczka i indyk (Doane i in., 2007; Koochakzadeh i in., 2015; Russo i in., 2021).
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Wykazano réwniez, ze kury, ktore zostaty eksperymentalnie inokulowane STEC 0157,
moga wydalac bakterie w kale przez prawie rok (Schoeni i Doyle, 1994).

Zwierzeta towarzyszgce (domowe) mogg odgrywac duzg role w epidemiologii
zakazen STEC, poniewaz mogg by¢ bezobjawowymi nosicielami wielu serotypéw STEC
(Hogg i in., 2009; Rumi i in., 2012). Opisano kilka infekcji majgcych swoje zrédto
u pséw i kotéow (Persad i Lejeune, 2014; McFarland i in., 2017). STEC zostat réwniez
znaleziony w odchodach dzikich psowatych, ale nie kotowatych (Mora i in., 2012).

Wystepowanie STEC u dzikich zwierzat, ktére mogg przenosi¢ bakterie na ludzi
poprzez bezposredni i/lub posredni kontakt, jest wazne z punktu widzenia zdrowia
publicznego. Wykazano, ze STEC mozna znalez¢ u przedstawicieli miejskich gatunkéw
zwierzat, takich jak szczury (Himsworth i in., 2015), gotebie (Schmidt, Scheef, Morabito,
Caprioli, Lothar H Wieler, i in., 2000; Morabito i in., 2001; Ghanbarpour i Daneshdoost,
2012; Gargiulo i in., 2014; Murakami i in., 2014; De Oliveira i in., 2018; Luzzago i in.,
2021) i muchy (Kobayashi i in., 1999). Wiele gatunkéw dzikich ptakéw, ktére zyja
w poblizu hodowli, sktadowisk odpaddéw i obszaréw zamieszkanych przez ludzi, réwniez
zostato zidentyfikowanych jako potencjalne zrédta infekcji STEC (Nielsen i in., 2004;
Foster i in., 2006; Pedersen i Clark, 2007; Koochakzadeh i in., 2015; Kuczkowski i in.,
2016). Pasza dla zwierzat domowych stanowi dobre zrédto pozywienia dla gryzoni,
ptakow i owaddéw. Zwierzeta te w poszukiwaniu tatwo dostepnego pokarmu trafiajg do
gospodarstw, gdzie mogg przenosi¢ STEC na zwierzeta hodowlane i ludzi.

Dzikie zwierzeta przebywajgce w poblizu obiektéw inwentarskich mogg ulegaé
zakazeniom STEC (Espinosa i in., 2018). Wykazano, ze niektdre duze ogniska zakazen
STEC zostaty wywotane przez odchody dzikich zwierzat (S6derqvist i in., 2019). Dzikie
zwierzeta zostaty zidentyfikowane jako zrédto STEC w latach 90., a ponad 70%
odpowiednich badan opublikowano od przetomu XX/XXI wieku identyfikujgc coraz
wiekszg liczbe gatunkdéw dzikich zwierzat, w tym ptakéw jako zywicieli rezerwuarowych
lub dodatkowych STEC (Wallace, Cheasty i Jones, 1997; Bonnedahl i in., 2009; Persad
i Lejeune, 2014; Fadel, Afifi i Al-Qabili, 2017; Sanches i in., 2017; Espinosa i in., 2018;
Murphy i in., 2021). Niewiele badan dotyczy jednak roli dzikich ptakéw
w przenoszeniu STEC na ludzi i zwierzeta domowe oraz w faricuchu pokarmowym. Ptaki
moga mie¢ bezposredni kontakt z ludzmi, zwierzetami domowymi i dzikimi, zwiekszajac
w ten sposodb czestos¢ wystepowania STEC (Reed i in., 2002; Kirschner j in., 2004; Wani
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i in., 2004; Kobayashi i in., 2009; Kauffman i Leleune, 2011; Williams, Pearl i Leleune,
2011; Yuri i in., 2016; Louise Wester i in., 2021; Seleem, Sabry i Abdel-Moein, 2021).
Monitorowanie wedréowek i liczebnosci niektérych gatunkéw ptakéw jako dziatanie
prewencyjne moze pomodc W ograniczaniu rozprzestrzeniania sie STEC (Daszak,

Cunningham i Hyatt, 2000; Tsiodras i in., 2008; Radhouani i in., 2012).
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5. CEL PRACY

Szczepy STEC i Shigella dysenteriae typu 1 wytwarzajgce toksyny Shiga stanowig
rosngce zagrozenie dla ludzi. Gtéwnym receptorem dla toksyn Shiga jest
glikosfingolipidowy antygen grupowy krwi P* (Gb3) nalezacy do ludzkiego uktadu
grupowego krwi P1PK. Bydto od lat uznawane jest za gtéwny rezerwuar dla patogennych
bakterii E. coli zakazajacych cztowieka. Wsréd gatunkdéw rozwazanych jako nosniki STEC,
ptaki wymieniane sg jako grupa o duzym potencjale epidemiologicznym ze wzgledu na
mozliwos¢ tatwego przenoszenia patogendw na duze odlegtosci i tatwos¢ dostepu do
siedlisk ludzkich i zwierzat hodowlanych. Podobnie jak bydto wykazujg one opornosé na
zakazenia STEC, mimo obecnosci funkcjonalnych receptoréw. Ptasia syntaza Gb3/CD77
nie jest tak dobrze scharakteryzowana jak ludzki enzym, a jej rola w zakazeniach STEC
i podstawy mechanizmdéw molekularnych opornosci ptakéw na dziatania toksyn Shiga sg

nieznane i nigdy dotad nie byty przedmiotem badan.

Celem pracy byto:

1. Okreslenie poziomu homologéw antygendw ludzkiego uktadu grupowego krwi

P1PK u ptakéw;
2. Molekularna charakterystyka syntazy Gb3/CD77 i jej paralogu z gotebi;

3. Préba odpowiedzi na pytanie: dlaczego ptaki sg oporne na zakazenia STEC?
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Jezeli nie wykazano inaczej, wszystkie uzyte odczynniki i drobny sprzet laboratoryjny

pochodzity z firmy Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).

6.1. Przeciwciata

Tabela 5. Przeciwciata monoklonalne

Przeciwciata Klon Producent/Odnosnik
anty-P1 P3NIL100 | Immucor Inc

anty-P1 650 Ce-Immundiagnostika
anty-CD77 5B5 BioLegend
anty-NOR* norll8 (Dukiin., 2005)
anty-Gb4* PAS5 (Okuda 2017)

anty-Stx1B, koniugat z 13C4
FITC

Merck

mysie anty-Stx1B

Otrzymano od dra B.
Bednarza, IITD PAN

anty-6x-His Tag HIS.H8

Thermo Fisher Scientific

* uzyty jako supernatant z hodowli komodrek hybrydoma

Tabela 6. Przeciwciata poliklonalne

Przeciwciato Koniugat | Producent

Kozie anty-ludzkie poliklonalne Biotyna Sigma-Aldrich

przeciwciato (IgG/IgA/IgM)

Kozie anty-mysie poliklonalne Biotyna BioRad Laboratories

przeciwciato (IgG/A/M (H/L))

Kozie anty-ludzkie (IgM) przeciwciato | FITC Thermo Fisher
Scientific

Kozie anty-mysie (IgM) przeciwciato FITC Thermo Fisher
Scientific

Kozie anty-mysie poliklonalne FITC Agilent Technologies

(1gG/1gA/1gM - F(ab’). fragment)

przeciwciato

Kozie anty-ptasie poliklonalne (IgG HRP MyBioSource

(H+L)) przeciwciato
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6.2. Izolacja, manipulacja i analiza gotebiego DNA

6.2.1. Pobranie i przechowywanie krwi ptasiej

Krew zostata pobrana od zdrowych pacjentéw Kliniki Epizootiologii z Klinikg
Ptakow i Zwierzat Egzotycznych Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu w ramach
badan okresowych. Do doswiadczen zwigzanych z izolacjg DNA lub badaniem aglutynacji
krew pobrano do probdwek z EDTA jako antykoagulantem, natomiast do doswiadczen
z badaniem oddziatywania surowic krew pobierano bez wuzycia czynnikéw
antykoagulacyjnych. Analizy z uzyciem cytofluorometrii przeptywowej byty wykonywane

maksymalnie w ciggu 24 h od pozyskania probki krwi.

6.2.1.1. Analiza cytofluorometryczna antygendw uktadu grupowego krwi P1PK

Obecnos¢ homologéw antygendéw uktadu grupowego krwi P1PK na ptasich
erytrocytach  przeprowadzono z  uzyciem  cytofluorometrii  przeptywowej
z wykorzystaniem przeciwciat: anty-P1/P¥ (klon 650, okreélane jako ,mysie”), anty-P1
(klon P3NIL100, okreslane jako ,ludzkie”) w rozcienczeniu 1:2 000 oraz anty-NOR (klon
nor118, nadsacz z hodowli komérek hybrydoma) w rozciericzeniu 1:50. Jako przeciwciat
drugorzedowych uzyto skoniugowanych z fluorochromem (FITC) przeciwciat
wskazanych w Tabeli 6 w rozciericzeniu 1:100. Rozcienczenia dla wszystkich uzytych
przeciwciat zostaty przygotowane w buforze PBS, pH 7,4. Inkubacje z przeciwciatami lub
podjednostkg 1B toksyny Shiga (w koncowym stezeniu 1 pug/ml) prowadzono na lodzie
przez 40 min. (dla przeciwciat skoniugowanych z FITC w ciemnosci) a nastepnie 3 razy
przeptukano prébki zimnym roztworem PBS, pH 7,4. Nastepnie zawieszono erytrocyty
w 500 pL PBS, pH 7,4. Analize przeprowadzono z uzyciem cytofluorometru
przeptywowego FACSCalibur (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) dla 10 000
zdarzen a wyniki przeanalizowano w programie Flowing Software (Perttu Terho,

University of Turku, Turku, Finlandia).

Dla analiz cytofluorometrycznych prowadzonych dla linii komdrkowych
zastosowano nastepujgce rozcienczenia przeciwciat pierwszorzedowych: 1:100 — dla

anty-P1/P¥ (klon 650) i anty-P1 (klon P3NIL100) oraz 1:20 dla anty-NOR (klon nor118).

Do pomiaréw ilo$ciowych dla antygenéw P1/PX na ptasich erytrocytach

wykorzystano mikrokulki kalibracyjne (Quantum calibration microspheres, BioRad,
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Hercules, CA, USA), ktérych intensywnos¢ fluorescencji kazdej z pieciu populacji byta
odczytywana w kazdym eksperymencie a nastepnie uzywana do wyznaczenia krzywej
kalibracyjnej (Srednia intensywnos$¢ fluorescencji do czgsteczek réwnowaznych
jednostkom rozpuszczalnego fluorochromu, MFI/MESF). Na podstawie uzyskanej
krzywej oraz wartosci molarnego stosunku fluorochromu do biatka (czasteczka
przeciwciata skoniugowanego z FITC) wyznaczono liczbe czasteczek wigzacych

przeciwciato (ABC, antibody binding capacity) przypadajaca na erytrocyt.

6.2.1.2. Aglutynacja

Erytrocyty przemyto trzykrotnie zimnym roztworem PBS, pH 7,4, wirowano przez
3 min. 400 x g (Eppendorf Centrifuge 5415 R, Eppendorf) w 4° C. 20 uL upakowanych
erytrocytéw zmieszano w stosunku 1:1 (v/v) z papaing i inkubowano 40 min. w 37 'C.
Nastepnie co najmniej 5 razy przeptukano erytrocyty jak opisano powyzej. Reakcje
aglutynacji prowadzono w 96-dotkowych U-ksztattnych polistyrenowych ptytkach
(NUNC) z uzyciem 2% roztworu erytrocytéw, ktéry zmieszano w stosunku 1:1 (v/v)
z roztworem przeciwciat bgdZz surowic w odpowiednim rozcieiczeniu. Aglutynacje
okreslano po godzinie inkubacji w 4 'C. Do reakcji hamowania aglutynacji uzyto seryjnych
rozcienczen roztworu owomukoidu jaja gotebiego zawierajgcego antygeny P1,
glikoforyny A (od 0séb o grupach krwi A lub O) oraz BSA (kontrola negatywna) o stezeniu
wyjsciowym 200 pg/ml lub 50 pg/ml (dla glikoforyny A od osoby o grupie krwi O).
Roztwory te inkubowano przez 1 h w RT z wytrzgsaniem z 100X rozciericzong surowicg
gotebia, a nastepnie dodano 2% roztwor erytrocytéw ludzkich (o réznych fenotypach,
Tabela 16) w stosunku 1:1 (v/v) z roztworem czynnik hamujgcy — surowica. Aglutynacje
lub jej hamowanie okre$lano po godzinie inkubacji w 4 "C. Dodatkowo wykonano
detekcje wigzania glikoforyny A przez przeciwciata z ptasiej surowicy z uzyciem testu
ELISA. Ptytki 96-dotkowe optaszczone roztworem glikoforyny A o koncowym stezeniu
2 pg/ml inkubowano kolejno z roztworem blokujgcym (5% BSA w PBS, pH 7,4), gotebig
surowicg (100-krotnie rozciericzong w PBS, pH 7,4) oraz przeciwciatem anty-ptasie 1gG
skoniugowanym z HRP (1000-krotnie rozciericzone w 1% BSA w PBS; Tabela 6,
podrozdziat 6.1). Kazdg z inkubacji prowadzono przez 1 h w temperaturze pokojowe;.
Do wywofania reakcji uzyto odczynnika OPD (o-fenylodiamina) rozpuszczonego
w mieszaninie metanolui 0,1 M buforu cytrynianowego, pH 4,5, z dodatkiem 10 ul H,0..
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Odczyt wykonano przy dtugosci fali A = 490 nm za pomocy czytnika do mikroptytek
EnSpire 2300 Multilabel Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

6.2.2. Izolacja genomowego DNA

Izolacja genomowego DNA z petnej krwi gotebiej zostata przeprowadzona za
pomocg zestawu Quick Blood DNA Purification Kit (EURx, Gdansk) zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta z drobnymi modyfikacjami. Inkubacja z proteinaza

K zostata wydtuzona z 5 do 15 minut. Etap denaturacji zostat skrécony do 3 minut.

6.2.3. Reakcja taricuchowej polimerazy (PCR)
Skfad wszystkich uzytych w pracy mieszanin reakcyjnych byt nastepujacy:

- 100-300 ng matrycy

- 0,2 mM kazdego ze starteréw (synteza zlecona firmie Genomed)
- 200 uM kazdego z dNTPs

- 1U polimerazy HF Taq

- 20 uL 5X buforu dla polimerazy HF Taq z dodatkiem MgCl,

- H,O —do 100 uL

Wszystkie reakcje zostaly przeprowadzone z uzyciem aparatu MJ Mini gradient
thermocycler (BioRad, Hercules, CA, USA). Sekwencje starteréw oraz warunki reakcji

zostaty zebrane w Tabeli 7 i 8.

Tabela 7. Startery uiyte do amplifikacji i sekwencjonowania gotebiego genu A4GALT
(F — forward, starter dla nici kodujacej; R- reverse, starter dla nici matrycowej)

Nazwa Sekwencja
P_A4GALT_Xhol_F 5 CTCGAGATGTCCAGCTACCTGCAA 3’
P_A4GALT _Notl_ R | 5 GGCGGCCGCTCACATTACAGGCCTTGAC 3’

Tabela 8. Warunki reakcji PCR

Krok Temperatura [°C] Czas [hh:mm: ss]
1. Wstepna denaturacja 98 00:00:30
2. Denaturacja 98 00:00:20
3. Przytaczanie 55-60 00:00:30 30X
4. Wydtuzanie/elongacja 72 00:00:20
5. Koricowa elongacja 72 00:10:00
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6.2.4. Precypitacja DNA

Do roztworu DNA dodano 1 pl glikogenu (20 mg/ml), 3 M roztwér octanu sodu,
pH 5,2 w stosunku 1:3 (v/v) oraz zimny 96% etanol w stosunku 3:1 (v/v) i wymieszano
przez kilkakrotne odwrdcenie probdéwki. Mieszanine inkubowano co najmniej
1 h w temperaturze -20°C a nastepnie zwirowano 21 000 x g (Eppendorf 5415 R,
Eppendorf) przez 30 min. w 4 C. Osad przemyto 1 ml 70% zimnego etanolu, zwirowano
jak wyzej, a nastepnie wysuszono w wiréwkowym koncentratorze prézniowym (Savant

DNA SpeedVac Concentrator) przez 10 min. Nastepnie rozpuszczono w H;O.

6.2.5. Oczyszczanie DNA

Do oczyszczania DNA wykorzystano preparatywng elektroforeze w zelu
agarozowym przy napieciu 4-5 V/cm dtugosci zelu. Do wizualizacji prazkow uzyto
transluminatora UV, prazki zostaty wyciete skalpelem, a DNA ekstrahowano z zelu za
pomocg zestawu Gel-Out kit (A&A Biotechnology, Gdansk) zgodnie z instrukcjg
dostarczong przez producenta. Stezenie prébek DNA okreslano z uzyciem
nanospektrofotometru UV/Vis: Thermo Scientific™ NanoDrop™ Lite

Spectrophotometer.

6.2.6. Sekwencjonowanie
Ustuga sekwencjonowania zostata zlecona zewnetrznej firmie (Genomed).

Analizy zgodnosci sekwencji DNA wykonywano z uzyciem narzedzia BioEdit v7.2.6.

6.2.7. Elektroforeza DNA

Fragmenty DNA byly analizowane za pomocg elektroforezy w 1% zelu
agarozowym (Sigma-Aldrich) zawierajgcym barwnik Midori Green Advance DNA Stain
(ABO, Gdansk). Do prébek dodano bufor obcigzajgcy 6X DNA Gel Loading Dye.
Elektroforeza byta prowadzona w buforze TAE przy napieciu 90 V w temperaturze
pokojowej w aparacie Wide Mini-Sub Cell GT Horizontal Electrophoresis System
(BioRad). Prazki DNA byty wizualizowane z wykorzystaniem systemu GBox (Syngene,
Cambridge, Wielka Brytania) z transluminatorem UV i poréwnywane do markera masy

GeneRuler 1 kb DNA Ladder, (ready-to-use).
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6.2.8. Trawienie enzymami restrykcyjnymi

Trawienia enzymami restrykcyjnymi na potrzeby analitycznego rozdziatu
elektroforetycznego byty prowadzone przez 3 h w temperaturze 37 'C (ThermoStat Plus,
Eppendorf). W reakcjach uzywano ok. 100-300 ng DNA, 1U enzymu restrykcyjnego
(maksymalnie uzywano mieszaniny 2 enzymow) oraz buforu dedykowanego danemu
enzymowi lub grupie enzyméw zgodnie z zaleceniami producenta. Dla preparatywnego
rozdziatu w zelu agarozowym do sekwencyjnego trawienia wykorzystywano 1 ug DNA,
a reakcje prowadzono przez noc w warunkach dedykowanych dla uzywanego enzymu

(4 U/reakcja). Precypitacje DNA wykonywano zgodnie z opisem powyzej (6.2.4).

6.2.9. Izolacja RNA

Izolacje RNA z ptasich jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMC,
peripheral blood mononuclear cells) lub organdw wykonano za pomocg zestawu do
izolacji RNA NucleoSpin RNA, Mini kit for RNA purification (Macherey-Nagel, Hoerdt,

Francja) zgodnie z protokotem dostarczonym przez producenta.

6.2.10. Odwrotna transkrypcja mRNA
Do syntezy komplementarnego DNA (cDNA) uzyto ok. 250 ng RNA oraz
SuperScript 1l First-Strand Synthesis kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

z wykorzystaniem tzw. , losowych starteréw” (random primers).

6.2.11. Analiza poziomu transkryptu A4GALT

Dla ilosciowej analizy transkryptu genu A4GALT oraz jego paralogu, cDNA
otrzymane z RNA gotebia i kury (75 ng) zostato uzyte jako matryca dla reakcji PCR wraz
z zaprojektowanymi sondami TagMan skierowanymi na fragment rozrdzniajgce obydwa
geny. Sondy zostaty zaprojektowane tak, aby rozpoznawac réwniez fragmenty sekwencji
kurzego genu A4GALT. Reakcja byta prowadzona w objetosci 20 uL w aparacie 7500 Fast
Real-Time PCR System. Poziomy transkryptow A4GALT zostaty znormalizowane
wzgledem gendw referencyjnych: ACTB (B-aktyna, #H5s99999903 m1) dla ludzkiej linii
komodrkowej 2102Ep oraz kurzego GAPDH dla prébek uzyskanych z ptasich komorek i
organow. Wszystkie doswiadczenia zostaty wykonane w trzech powtdrzeniach
biologicznych i statystycznych. Do analizy wynikdw uzyto programdéw Sequence

Detection software Version 1.3.1 oraz GraphPad Prism 8.0. Sekwencje
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zaprojektowanych sond i starterdw zebrano w Tabeli 9, natomiast warunki reakcji PCR

w Tabeli 10.

Tabela 9. Sondy i startery uzyte do analizy ekspresji genu A4GALT

Nazwa Sekwencja
StarterF-1 5’ TGTACTGAAGAACTTGAAGAAC 3’
StarterR-P 5’ ATGAACTCATGCTTCGG 3’
StarterR-M 5" ATGAACTCATGCTTGGG 3’
Sonda (enzym P) 5’ TGCCCTCGGGCTCCAGTCTC 3’
Sonda (enzym M) 5’ TGCCCTTGGTATTGAGTCTC 3’

Tabela 10. Warunki qPCR uzyte dla analizy ekspresji genu A4GALT

Warunki reakgcji

Parametr Denaturacja PCR (40 cykli)
wstepna Denaturacja Wydtuzanie
Temperatura (°C) 95 95 60
Czas (s) 600 15 60

6.3. Przygotowanie wektoréw kodujacych gotebiag syntaze Gb3/CD77 oraz jej paralog

6.3.1. Klonowanie do wektora pCAG

Fragmenty DNA namnozone w reakcji PCR wklonowano do wektora pCAG
(otrzymany od prof. Petera W. Andrewsa z Uniwersytetu Sheffield, Wielka Brytania;
mapa wektora przedstawiona na Ryc. S1) w miejsca restrykcyjne Xhol/Notl za pomocg
ligazy T4. Mieszanina reakcyjna zawierata: 50 ng insertu, 50 ng wektora
(w stosunku molowym 3:1), 2 U ligazy T4 oraz 1,5 pL 10X buforu do ligazy. Reakcje byty
prowadzone przez 1 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie wykonano precypitacje
produktéw reakcji zgodnie z opisem z podrozdziatu 6.2.4. i zawieszono w 10 uL H;O.
Kolejnym krokiem byta transformacja elektrokompetentnych bakterii E. coli (6.3.2. oraz

6.3.3.).

6.3.2. Przygotowanie elektrokompetentnych bakterii E. coli

Bakterie E. coli (szczep XL-1, Stratagene, La Jolla, CA, USA) zostaty wysiane na
ptytki agarowe SB (Super Broth, sktad podany w Tabeli S5) z dodatkiem tetracykliny
i inkubowane przez noc w 30 'C. Z ptytki pobrano pojedynczg kolonie i nastawiono

inokulum w 10 ml pozywki SB z dodatkiem 10 pg/ml tetracykliny w 30 "C z wytrzgsaniem
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180 rpm (New Brunswick Excella E24, New Brunswick Scientific, Edison, NJ) na
16 h (hodowla catonocna), a nastepnie przeniesiono do 200 ml Swiezej pozywki
i prowadzono hodowle do czasu uzyskania ODeoo = 0,5. Hodowle wirowano (10 min,
6371 x g, Beckman, JA-10 rotor) a otrzymany osad dwa razy przemyto 350 ml zimnej,
sterylnej wody. Nastepnie zawieszono w 10 ml 20% glicerolu i ponownie wirowano.
Ostatecznie osad rozpuszczono w 2 ml 20% glicerolu i rozporcjowano po 100 ul,
zamrozono w mieszaninie zimnego etanolu i suchego lodu. Tak przygotowane komérki

elektrokompetentne przechowywano w —80 “C.

6.3.3. Transformacja elektrokompetentnych komarek E. coli

Do 2 mm kuwet (BioRad) przeniesiono mieszanine 50 plL elektrokompetentnych
komodrek E.coli oraz 1 pg DNA (z wytrgconej mieszaniny ligacyjnej) i wykonano
elektroporacje z uzyciem aparatu Gene Pulser (BioRad) z uzyciem nastepujgcych
ustawien: 2000 V, 50 pF oraz 1500 Q. Niezwtocznie przeniesiono komoérki do 0,5 ml
pozywki SOC (sktad w Tabeli S5) i inkubowano przez 1 h w 37 'C z wytrzgsaniem 210 rpm
(New Brunswick Excella E24 incubator shaker, New Brunswick Scientific, Edison, NJ).
Z prowadzonej hodowli 50 ul wysiano na ptytce agarowej (SB z dodatkiem 100 pg/ml

karbenicyliny) i inkubowano w 37 “C przez noc.

6.3.4. I1zolacja plazmidowego DNA

Do namnozenia plazmidéw wykorzystano szczep E. coli XL-1 (Stratagene, La Jolla,
CA, USA). Do izolacji DNA plazmidowego wykorzystano gotowe zestawy Mini- lub
Maxiprep kit (Qiagen, Hilden, Niemcy). Do minipreparacji DNA (do 20 ug DNA) uzyto
2 ml hodowli catonocnej E. coli XL-1 w pozywce SB z dodatkiem 100 pg/ml karbenicyliny.
W drugim przypadku (maksipreparacja, do 500 pg DNA) zatozono hodowle 10 ml
(inokulum), ktéra po 4-8 h (widoczne zmetnienie) zostata przeniesiona do 200 ml swiezej
pozywki z dodatkiem antybiotyku na 16 h (hodowla catonocna, 37 'C, 180 rpm).

W dalszych etapach postepowano zgodnie z instrukcjg dostarczong przez producenta.

6.3.5. Przygotowanie wektordw kodujgcych rozpuszczalng forme gotfebiej syntazy
Gb3/CD77 i jej paralogu

Aby okresli¢ cze$é sekwencji aminokwasowej kodujgcg domene katalityczng
syntazy Gb3/CD77 lub jej paralogu tak, aby byta mozliwa produkcja aktywnych,
rozpuszczalnych form obydwu enzymoéw, przeprowadzono analize bioinformatyczna
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narzedziem Phyre2. Fragment okreslony dla enzymu ,P” to 38-361 aa (odpowiednio
114-1083 w sekwencji nukleotydowej ORF genu A4GALT_p) natomiast dla enzymu ,,M”
41-361 aa (odpowiednio 123-1083 w sekwencji nukleotydowej ORF genu A4GALT_m)
(Ryc. S4). Dla wyznaczonych fragmentdw zostaty zaprojektowane startery zawierajace
miejsca restrykcyjne dla enzymow Notl i EcoRl (Tabela 11 oraz zastosowane warunki
reakcji PCR w Tabeli 12) pozwalajgce na wklonowanie fragmentéw gendéw A4GALT p
oraz A4GALT_m do wektora EBA181-bio (Addgene, Watertown, MA, USA), wczesniej
zmodyfikowanego poprzez dodanie sekwencji sygnatowej (fragment lekkiego taricucha
K mysiego przeciwciata 1gG), metek utatwiajagcym oczyszczanie i detekcje
produkowanego biatka (8xHis, FLAGTag oraz fragmentu Fc ludzkiego przeciwciata 1gG1)
na miejsca restrykcyjne Xhol/Notl (mapa zmodyfikowanego wektora umieszczona na
Ryc. S2).

Tabela 11. Startery uzyte do amplifikacji i sekwencjonowania gotebich genéw A4GALT_p oraz
A4GALT_m (F - forward, starter dla nici kodujacej; R- reverse, starter dla nici matrycowej)

Nazwa Sekwencja
A4GALT _p_Notl_F 5" AAAAAA GCG GCC GCC TTC TCA GGA ACA CCTCTG 3’
A4GALT _p_EcoRI_R 5" AAAAAA GAATTC TCA CATTACAGG CCTTGA C 3’
A4GALT_m_Notl_F 5’ AAAAAA GCG GCC GCC AAA CAG TTT TTC GCT TCT CCT 3’
A4GALT_m_EcoRI_R 5" AAAAAA GAATTC TCATCT GTG CAG ATG TGG 3’

Tabela 12. Warunki reakcji PCR

Krok Temperatura [°C] Czas [hh:mm: ss]
1. Wstepna denaturacja 98 00:00:30
2. Denaturacja 98 00:00:20
3. Przytaczanie 52-58 00:00:30 30X
4. Wydtuzanie/elongacja 72 00:00:20
5. Koncowa elongacja 72 00:10:00

6.4. Linie komdrkowe zastosowane w badaniach
6.4.1. Hodowla ludzkiej linii komérkowej 2102Ep

Hodowla ludzkiej linii komérkowej 2102Ep (potworniakoraka jadra, otrzymana od
prof. Petera W. Andrewsa z Uniwersytetu Sheffield, Wielka Brytania) byta prowadzona w

medium DMEM wzbogaconym glukozg (4,5 g/L) z dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej
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(FBS, 10%, v/v), 2 mM glutaMAX i koktajlu antybiotykdw (Pen-Strep) w 37 'C i 5% CO;
(inkubator do hodowli komdrek ssaczych; IncuSafe MCO-170AICD-PE, PHCbi, Tokio,
Japonia) w butlach hodowlanych przeznaczonych do hodowli adherentnej (Sarstedt,
Nimbrecht, Niemcy). Komorki pasazowano co 3-4 dni roztworem trypsyny (sktad w Tabeli

S6).

6.4.2. Transfekcja komdrek ludzkiej linii komdrkowej 2102Ep wektorami kodujgcymi
gotebig syntaze Gb3/CD77 i jej paralog

Dzien przed transfekcjg zebrano komarki i wysiano na ptytki 6-dotkowe do hodowli
adherentnej (Sarstedt) w gestosci 2 x 10° komdrek/dotek, tak aby w dniu transfekcji
konfluencja hodowli wynosita ok. 60%. 4 h przed transfekcjg zmieniono medium na DMEM
bez dodatku FBS. Mieszanine transfekcyjng ztozong z 9,5 pg plazmidowego DNA oraz 35
ug polietylenoiminy (PEI, Polysciences, Warrington, PA) przygotowano w buforze HEPES
(20 mM, pH 7,5) z dodatkiem 150 mM NaCl, inkubowano 20 min. w temperaturze
pokojowej i dodano do odpowiednich dotkow.
Dobe po transfekcji zmieniono medium na petne (z dodatkiem FBS). Kolejno, 48 h po
transfekcji komorki poddano selekcji antybiotykiem dodajgc medium z 0,2 pg/ml

puromycyny.

6.4.3. Hodowla linii komérkowej Expi293F

Komorki ludzkiej linii komoérkowej Expi293F (zawiesinowa hodowla ludzkich
embrionalnych komérek nerki HEK, human embryonic kidney) hodowano w kolbach
Erlenmeyera w minimalnej objetosci 25 ml i maksymalnej 400 ml w 37 °C, przy ciggtym
wytrzgsaniu 125 rpm (Celltron, INFORS HT, Bottmingen, Szwajcaria) i 8% CO: (IncuSafe
MCO-170AICD-PE, PHCbi, Tokio, Japonia) w dedykowanym przez producenta medium
EXP1293™ Expression Medium do gestosci nie przekraczajacej 3 x 10® komérek/ml.
Komérki pasazowano srednio co 3-4 dni przy gestosci wyjsciowej hodowli nie mniejszej

niz 2,5 x 10°> komérek/ml.

6.4.4. Transfekcja linii komdrkowej Expi293F
Transfekcje linii komérkowej Expi293F wykonywano zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta wykorzystujgc do wprowadzenia plazmidowego DNA do

komdrek EXPlfectamine™ Transfection Kit. Optymalizacje warunkéw transfekgc;i
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przeprowadzono na ptytkach 6-dotkowych przeznaczonych do hodowli zawiesinowych w

objetosci 2,5 ml dla kazdego biatka.

W zwigzku z obnizong stabilnoscia produkowanych biatek zmniejszono
temperature prowadzenia hodowli z 37 'C do 32 'C, a do transfekowanych komérek
dodano inhibitor proteaz: MG-132 (MERCK, Darmstadt, Niemcy), w przypadku syntazy
Gb3/CD77 (w tej pracy okreslona réwniez jako ,enzym P”) 24 h po transfekcji, natomiast

dla paralogu (okreslanego w pracy jako ,enzym M”) - 72 h po transfekg;ji.

6.4.5. Wyprowadzenie pierwotnych endotelialnych ptasich linii komdérkowych

Do wyprowadzenia pierwotnych linii komérkowych wykorzystano fragmenty aorty
pochodzace z gotebia (Columba livia) i kury (Gallus gallus). Tkanki po pobraniu ptukano
przez 2 h w temperaturze pokojowej z mieszaniem w buforze Hanksa (MERCK). Nastepnie
tkanke podzielono na ok. 1,5 mm fragmenty, umieszczono na 12-dotkowych ptytkach
przeznaczonych do hodowli adherentnej w medium DMEM F-12 suplementowanym 10%
FBS oraz koktajlem antybiotykéw (Pen-Strep + amfB) w 37 'C przy 5% CO,. Po okoto 4

dniach obserwowano na ptytkach pierwsze kolonie komérek srédbtonka naczyniowego.

6.4.6. Tworzenie pseudonaczyn na podtozu Matrigel®

Podtoze Matrigel® (Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA) przygotowano
zgodnie z zaleceniami producenta. 50 puL mieszaniny podfoza o koncowym stezeniu
10 mg/ml rozcienczono w medium DMEM F-12 z dodatkiem i bez 10% FBS
i rozprowadzono na studzienkach 96-dotkowej mikroptytki hodowlanej i inkubowano
30 min. w 37 "C. Komérki (1 x 10* komdrek/dotek) zostaty zawieszone w odpowiedniej
objetosci medium bez i z dodatkiem FBS a nastepnie przeniesione na podtoze matrigel (50
uL/dotek, w szesciu powtdrzeniach) i inkubowane do 16 h w 37 ° C, 5% CO». Analize
wynikéw prowadzono pod mikroskopem Zeiss Axio Vert (Jena, Niemcy). Jako kontroli
pozytywnej uzyto ludzkiej linii komodrek endotelialnych (HMVEC Human Lung

Microvascular Endothelial Cells, dzieki uprzejmosci dr Anny Urbaniak).

6.4.7. Uniesmiertelnienie gotebiej i kurzej linii endotelialnej
Do uniesmiertelnienia linii ptasich pierwotnych komdrek endotelialnych
wykorzystano system lentiwirusowy trzeciej generacji (VSV-G pseudotypowany).

Przygotowanie wirusa zawierajgcego gotebig odwrotng transkryptaze telomerazy (miano
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>108 TU/ml) zostato zlecone zewnetrznej firmie VectorBuilder (Neu-Isenburg, Germany)
(mapa wektora kodujgcego gotebi gen TERT, Ryc. S7). Dzien przed transdukcjg kurze lub
gotebie pierwotne komorki endotelialne (1 x 10* komdrek/ml) wysiano na ptytke 24-
dotkowg w medium DMEM F-12. Na 4 h przed transdukcja zmieniono medium na
pozbawione surowicy. Mieszanine transdukcyjng przygotowano w 1 ml medium Opti-
MEM  Reduced Serum z dodatkiem 20 puL zawiesiny wirusa oraz
16 pl polibrenu (stezenie wyjSciowe 500 upg/ml, stezenie konicowe w roztworze:
8 ug/ml), czynnika utatwiajgcego wigzanie czgsteczek wirusa do komorek.
Po 24 h wymieniono medium na DMEM F-12 z dodatkiem 10% FBS. Po 96 h dodano

medium selekcyjne z dodatkiem 0,2 pg/ml puromycyny.

6.4.8. Testy cytotoksycznosci

Na jeden dzien przed eksperymentem komorki wysiano na mikroptytki
96-dotkowe do hodowli adherentnej (Sarstedt) w gestosci 2 x 10* komoérek/dotek. Po
24 h zmieniono medium bez dodatku FBS z nastepujgcymi stezeniami holotoksyn Stx1
i Stx2 ze szczepu 0157 E. coli: 12,5, 50, 250, 500, 1000 ng/ml. Po 20 h inkubacji dodano 20
ul/dotek odczynnika MTS (CellTiter 96 AQueous One Solution Assay®, Promega, Madison,
WI, USA) i inkubowano 2,5 h w 37 ° C, 5% CO,. Zmierzono absorbancje przy
A = 490 nm na czytniku EnSpire 2300 Multilabel Reader (PerkinElmer, USA). Jako tto
przyjeto absorbancje uzyskang dla samego odczynnika MTS. Jako odniesienie do 100%
zywotnosci przyjeto wartosci absorbancji uzyskane dla komdrek nietraktowanych
holotoksynami. Doswiadczenie wykonano w trzech powtérzeniach statystycznych i co

najmniej trzech biologicznych.

Dla ptasich pierwotnych linii komdrkowych pomiar zywotnosci komérek wykonano
za pomocg odczynnika 5-CFDA, AM (5-carboxyfluorescein diacetate, acetoxymethyl ester)
dla nastepujgcych  stezed  holotoksyn Stx1 i Stx2: 0,5, 1, 5, 25,
50 pg/ml. Po 20 h inkubacji z holotoksynami komorki zostaty oderwane od podtoza
z uzyciem skrobakéw do hodowli komérkowej, zwirowane (200 x g, 5 min. Sigma 3K15;
MERCK) i zawieszone w 100 pL medium DMEM F-12 bez FBS dla kazdego stezenia.
Odczynnik 5-CFDA, AM rozciericzono 1: 100000 w medium DMEM F-12 bez FBS i dodano
po 100 pL do zawiesiny komdrek i inkubowano 15 min. w 37 'C, 5% CO,. Komérki

analizowano z uzyciem cytofluorymetrii przeptywowej (FACSCalibur, BD Biosciences) dla
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10000 zdarzen a wyniki przeanalizowano w programie Flowing Software (Perttu Terho,

University of Turku, Turku, Finland).

6.5. Proteomika

6.5.1. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE)

Rozdziat biatek wykonywano w obecnosci SDS (Roth, Karlsruhe, Niemcy)
wykorzystujgc 10% zel poliakrylamidowy (sktad w Tabeli S4) zgodnie z metoda
Laemmliego (Laemmli 1970) i zwizualizowane za pomocg barwnika CBB (Coomassie
Brilliant Blue R-250, Roth, Karlsruhe, Niemcy). Jako standardu masy uzyto PageRuler
Prestained Protein Ladder (10 — 180 kDa). Przed natozeniem na Zzel do prébek (50 pg
biatka) dodano buforu obcigzajgcego (sktad w Tabeli S4) a nastepnie denaturowano przez
5 min. w temperaturze 95 'C lub dla lizatdw komérkowych (50 pg biatka)
w temperaturze 65 'C przez 10 min. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przez
45 min. przy napieciu 200 V w aparacie Mini-Protean Tetra Cell system (BioRad) wraz

z zasilaczem PowerPac (BioRad).

6.5.2. Barwienie CBB

W celu wizualizacji prazkdéw biatkowych zel poliakrylamidowy po rozdziale ptukano
woda a nastepnie inkubowano z roztworem barwnika CBB (0,6% (m/v) CBB
R-250, 45% (v/v) metanol, 10% (v/v) lodowaty kwas octowy) przez 1 h w temperaturze
pokojowej. Nastepnie w roztworze odbarwiajgcym (35% (v/v) metanol, 7% (v/v) lodowaty

kwas octowy) w celu pozbycia sie tta.

6.5.3 Western blotting

Transfer biatek z zelu poliakrylamidowego po rozdziale elektroforetycznym na
membrane nitrocelulozowg (Roth, Niemcy) przeprowadzono zgodnie z protokotem
(Towbin, Staehelin i Gordon, 1979) w buforze Tris-glicyna (25 mM Tris, 192 mM glicyna,
20% (v/v) metanol) przez 1 h przy napieciu 100 V i natezeniu 0,25 A uzywajac modutu Mini
Trans-Blot i zasilaczca PowerPac HC (BioRad). Membrany byly blokowane
w roztworze 5% odttuszczonego mleka w TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,6) lub 5%
rybiej zelatyny (dla lizatow biatkowych uzyskanych z komoérek 2102Ep) w TBS przez

1 h w temperaturze pokojowej lub przez noc w 4 °C zaleznie od prowadzonego
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doswiadczenia. Nastepnie prowadzone byty inkubacje z przeciwciatami lub podjednostkg
1B toksyny Shiga (w stezeniu koricowym 1 pg/ml) (1 h, temperatura pokojowa).
Membrany byty ptukane 2x H,O0 i 3x TBS miedzy inkubacjami, a nastepnie inkubowane w
roztworze ekstrawidyny skoniugowanej z alkaliczng fosfatazg (ExAvVAP, MERCK,
rozcienczona 5000x z dodatkiem 0,05% Tween20 (Roth, Karlsruhe, Niemcy)
w 1% BSA (MERCK) w TBS. Jako substratéw do wywotania reakcji dla alkalicznej fosfatazy
uzyto BCIP (sél disodowa fosforanu 5-bromo-4-chloro-3-indolilu (MERCK); 0,45 mM), NBT
(chlorek 3,3'-(3,3'-Dimetoksy-4,4'-bifenyleno) bis [2-(4-nitrofenylo) -5-fenylo-2H-
tetrazolinu (MERCK); 0,4 mM NBT) w buforze Tris-HCl, pH 9,5 z dodatkiem chlorku sodu
oraz jondw Mg?* (0,1 M Tris-HCI, 100 mM chlorek sodu oraz 5 mM MgClz). Reakcje

zatrzymywano przez zanurzenie membran w destylowanej wodzie.

6.5.4. Dot blotting

Frakcje zebrane podczas oczyszczania biatek na kolumnach powinowactwa byty
wstepnie analizowane z uzyciem metody , dot blotting”. Na membrane nitrocelulozowa
naniesiono po 3 uL kazdej frakcji jak rowniez kontroli pozytywnej (biatko z fragmentem Fc
ludzkiego przeciwciata 1gG1 jako metk3) i negatywnej (bufor, w ktérym prowadzono
rozdziat chromatograficzny). Blokowano przez 45 min. w 5% odttuszczonym mleku w TBS
w temperaturze pokojowej. Ptukano 3 razy w buforze TBS a nastepnie inkubowano przez
kolejne 45 min. z roztworem przeciwciata w rozcieficzeniu 1:2500. Przy wywotywaniu

membrany postepowano jak przy metodzie Western blotting (6.5.3).

6.5.5. Liza komérek 2102Ep

Nietransfekowane oraz transfekowane wektorami kodujgcymi gotfebig syntaze
Gb3/C77 lub jej paralog) komérki 2102Ep zostaty zebrane za pomoca 0,25% roztworu
trypsyny (jak opisano powyzej) zwirowane (200 x g, 5 min., Sigma 3K15) a osad zawieszony
w odczynniku do lizy CellLytic M™ (MERCK) z dodatkiem koktajlu inhibitoréw proteaz
(100X) i wytrzasany przez 15 min. w temperaturze pokojowej. Aby wyeliminowa¢ resztki
komorek lizat zwirowano 15 min., 21130 x g (Eppendorf 5415 R, Eppendorf). Stezenie
biatek obecnych w nadsgczu okreslono z uzyciem dwdch metod: nanospektrofotometru
UV/Vis Thermo Scientific™ NanoDrop™ Lite Spectrophotometer oraz zestawu Pierce™

BCA Protein Assay Kit postepujgc zgodnie z wytycznymi okreslonymi przez producenta.
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6.5.6. Oczyszczanie rozpuszczalnej formy gotebiej syntazy Gb3/CD77 i jej paralogu

Do oczyszczania rozpuszczalnej formy gotebiej syntazy Gb3/CD77 i jej paralogu
wykorzystano chromatografie powinowactwa, stosujgc ztoze z immobilizowanym
biatkiem A (IBA Lifesciences GmbH, Gottingen, Niemcy). Zawiesine hodowlang komadrek
EXPI293F odwirowano 10 min. przy 1000 x g (Sigma 3K15). Nadsgcz dializowano
48 h (co najmniej czterokrotnie wymieniany bufor) do 20 mM buforu fosforanowego, pH
7,0, z dodatkiem 150 mM NaCl. Nastepnie zwirowano 10 min. 5000 x g (Sigma 3K15).
Procedure oczyszczania przeprowadzano zgodnie z protokotem dostarczonym przez
producenta stosujgc 0,1 M glicyne, pH 2,7 jako bufor elucyjny i 1 M Tris-HCl, pH 8,5, jako
bufor neutralizujgcy (Tabela S2). Zebrane frakcje zageszczono z uzyciem koncentratoréow
wirowkowych o odcieciu 30 kDa z membrang PES (Vivaspin®, MERCK)

i analizowano wykorzystujgc metody dot blotting oraz Western blotting.

6.5.7. Trawienie rozpuszczalnej formy gotebiej syntazy Gb3/CD77 i jej paralogu przez
PNGaze F i O-glikanaze.

Preparaty biatkowe (50 pg) wuzyskane po oczyszczaniu na ztozu
z zimmobilizowanym biatkiem A (podrozdziat 6.5.6) poddano trawieniu w 37 "C przez noc
przez dwie proteazy: PNGaze F (otrzymana od prof. dr hab. Mariusza Olczaka, Zaktad
Biochemii, Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, Wroctaw) oraz
O-GIcNAc-aze (Lectenz®Bio, Athens, GA, USA). Trawienie PNGazg F przygotowano zgodnie
z opublikowanym protokotem (Maszczak-Seneczko i in., 2011). Trawienie

O-GIcNAc-azg przygotowano zgodnie z zaleceniami producentéw.

6.5.8. Badanie aktywnos$ci enzymatycznej gotebiej syntazy Gb3/CD77 i jej paralogu za
pomocg syntetycznych glikokoniugatéw w tescie ELISA

Mikroptytki 96-dotkowe Nunc Maxisorp® optaszczono 2 pg/50 pL roztworami
syntetycznych glikokoniugatéw: Lac-PAA, nLc44-PAA Gb4-PAA (GlycoNZ, Auckland, Nowa
Zelandia) (struktury cukrowe w Tabeli 13) w 50 mM buforze fosforanowym, pH 7,4 z
dodatkiem 5 mM MgCl, i inkubowano przez noc w 4 °C. Nastepnie blokowano
w 5% roztworze BSA w TBS przez 2 h w 37 'C a nastepnie przez noc w 4 "C. Prébki enzymow
(po 5 pg/dotek dla kazdego z preparatéw) rozciericzono w 50 mM buforze kakodylowym
(kakodylan sodu), pH 6,3, z dodatkiem jonéw Mn?Z* (14 mM MnCly) oraz noénikiem

substratu UDP-Gal (200 puM). Reakcje prowadzono przez noc w 37 'C. Rozciericzenia

75



MATERIALY | METODY

przeciwciat reagujgcych z produktami reakcji (1:100 dla anty-P1/P* oraz anty-P1, 1:50 dla
anty-NOR (klon nor118)) w 1% BSA w TBS dodano i inkubowano przez 90 min. w
temperaturze pokojowej. Inkubacje z biotynylowanymi przeciwciatami drugorzedowymi
(anty-mysie lub anty-ludzkie (Tabela 6 w sekcji 6.1.) rozciericzonymi 1:1000 prowadzono
przez 1 h, a nastepnie inkubowano z koniugatem alkaliczna fosfataza - ekstrawidyng w
rozciefczeniu 1:10000 z dodatkiem 0,05% Tween20. Po kazdej inkubacji ptytki ptukano
pieciokrotnie buforem TBS, pH 7,4 z dodatkiem 0,05% Tween20. Dodatkowo po ostatniej
inkubacji wykonano 3 ptukania H.O0. Jako substratu dla alkalicznej fosfatazy uzyto
fosforanu p-nitrofenolu w 50 mM buforze weglanowym, pH 9,6, z dodatkiem jonéw Mg?*
(1 mM MgCl,). Absorbancje mierzono z uzyciem czytnika EnSpire 2300 Multilabel Reader
(PerkinElmer) przy A = 405 nm po 10, 20, 45 i 60 min. Wyniki analizowano w programie
Microsoft Office Excel (Microsoft Corp, Redmond, WA). Jako kontroli negatywnych uzyto
niepetnych mieszanin reakcyjnych (brak nosnika substratu lub enzymu). Dodatkowo do
pomiaru tta wykorzystano roztwér substratu w buforze weglanowym. Wszystkie reakcje byty

przygotowywane w trzech powtdrzeniach.

Tabela 13. Struktury syntetycznych glikokoniugatéw wykorzystanych w tej pracy

Glikokoniugat Struktura Prekursor dla
LacPAA GalB1—4GIc-PAA pk
nLc4-PAA GalB1—4GIcNAcB1—-3Galf1—-4GIc-PAA P1
Gb4-PAA GalNAcB1—-3Galal—4Galf1—-4Glc-PAA NOR1

6.6. lIzolacja, oczyszczanie i analiza glikosfingolipidow

6.6.1. Izolacja neutralnych glikosfingolipidow

Izolacja neutralnych glikosfingolipidéw (z bton ptasich erytrocytéw, komadrek
2102Ep oraz komodrek gotebiej i kurzej pierwotnej linii endotelialnej) sktadata sie
z etapdw: ekstrakcji trzema rdéznymi uktadami chloroform/metanol, saponifikacji
fosfolipidow, odsolenia na ztozu Sephadex G-25 SuperFine (MERCK) oraz oddzielenia od
gangliozyddw na ztozu DEAE-Sephadex (MERCK).

Ekstrakcje przeprowadzono metodg Folcha i wspétpr. (Folch, Lees i Sloane Stanley,
1957). Okoto 1x10% komodrek/ml (nietransfekowanych i stabilnie transfekowanych
wektorami kodujgcymi syntaze Gb3/CD77 M i P) lub 200 mg bton ptasich erytrocytow

(liofilizat) przeniesiono do kolby okragtodennej. Glikosfingolipidy wyekstrahowano 10 ml
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mieszaniny chloroform/metanol (2:1, v/v) przez 30 min. w 37 °C w tazni wodnej z
ultradzwiekami (Sonorex™, Banderlin (obecnie Merck), USA). Homogenat wirowano przez
5 min., 1620 x g (Sigma 3K15) i pozostaty osad ponownie wyekstrahowano 10 ml
mieszaniny chloroform/metanol/woda (38:19:3, v/V) przez
30 min w 37 °C. Po kolejnym odwirowaniu nadsgcze pofgczono i catkowicie odparowano
przy uzyciu wyparki obrotowe] (Buchi Rotavapor R-114, Buchi Labortechnik AG, Flawil,
Szwajcaria). Aby usung¢ fosfolipidy, film lipidowy rozpuszczono i zmydlano w 1 ml
0,2 M KOH w 100% metanolu przez 3 godziny w 37 °C. Roztwdr nastepnie zobojetniono
50% kwasem octowym i osuszono jak opisano powyzej. Probki odsalano na kolumnie do
filtracji zelowej (Sephadex G-25). Zywice wstepnie zréwnowazono mieszaning
chloroform/metanol/woda (60:30:4,5, v/v). Osuszong prébke rozpuszczono w 2 ml tego
samego rozpuszczalnika, naniesiono na zywice, eluowano 9 ml ukfadu i osuszono jak
opisano powyzej. Aby oddzieli¢ obojetne glikosfingolipidy od gangliozydéw, wysuszong
prébke rozpuszczono w 8 ml uktadu chloroform/metanol/woda (30:60:8, v/v) i natozono
na kolumne jonowymienng dietyloaminoetylowg (DEAE-Sephadex A-50) wstepnie
zrownowazong tym samym uktadem. Nastepnie obojetne glikosfingolipidy eluowano

wspomnianym ukfadem i suszono jak opisano powyzej.

6.6.2. Analiza neutralnych glikosfingolipidéw z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC)

Do analizy neutralnych glikosfingolipidéw wykorzystano wysokosprawng
chromatografie cienkowarstwowg (HPTLC, high-performance thin layer chromatography)
na aluminowych ptytkach pokrytych zelem silikonowym Kiesielgel 60 (MERCK).
Oczyszczone glikosfingolipidy zostaty naniesione w odpowiedniej objetosci uktadu
chloroform/metanol (2:1, v/v) na ptytki HPTLC i poddane rozdziatowi w ukfadzie

chloroform/metanol/woda (55:45:9, v/v/v).

6.6.3. Barwienie orcynolem ptytek HPTLC
Wysuszone ptytki HPTLC spryskano roztworem 0,2% orcynolu (MERCK)
w 3 M H,S0;4 i inkubowano w temperaturze 120 °C przez 5 min. (inkubator standardowy

ED115 Binder, Tuttlingen, Niemcy).
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6.6.4. Analiza HPTLC glikosfingolipidéw

Wysuszone ptytki HPTLC inkubowano przez 1 min. w 0,05% roztworze polimeru
isobutylometakrylanu (MERCK) w heksanie. Wysuszono ponownie i ptukano w TBS.
Nastepnie blokowano w roztworze 5% BSA w TBS przez 1 h. Po tym czasie ponownie

odptukano w TBS i postepowano jak w metodzie Western blotting (podrozdziat 6.5.3).

6.6.5. Metaboliczne znakowanie glikosfingolipidéw 4C-galaktoza

Znakowanie metaboliczne  glikosfingolipidow przygotowano zgodnie
z protokotem opisanym przez Morimoto i wspoétpr. (Morimoto i in., 2020).
Nietransfekowane i transfekowane wektorami kodujgcymi enzym P i enzym M komorki
2102Ep wysiano na 6-dotkowg ptytke (3 x 10° komdrek/dotek) w medium DMEM (jak
w podrozdziale 6.4.1). Do przyzyciowego znakowania metabolicznego uzyto
14C-galaktozy (PerkinElmer, USA). Komdrki inkubowano przez noc w medium OptiMEM
z dodatkiem 1% Nutridoma (MERCK) oraz 0,2 uCi !%C-galaktozy w standardowych
warunkach (37 °C, 5% CO3). Izolacja i analiza glikosfingolipiddw przebiegata jak w wyzej
opisanych podrozdziatach. Jako uktadu rozwijajgcego dla rozdziatu HPTLC uzyto uktadu

chloroform/metanol/0,25%CaCl; (65:35:8, v/v/v).

6.6.6. Analiza MALDI-TOF glikosfingolipidéw neutralnych

Do identyfikacji izolowanych glikosfingolipiddw neutralnych wykorzystano metode
spektrometrii mas: MALDI-TOF (laserowa jonizacja prébki wspomagana matrycy z
detektorem czasu matrix-assisted laser desorption/ionizatioN-time of flight)
przeprowadzong na aparacie Autoflex Ill TOF/TOF™ (BrukerDaltonics, Bremen, Niemcy).
Jako kalibratora zewnetrznego uzyto Peptide Calibration Standard (BrukerDaltonics) oraz
tricyklicznego  alkaloidu  norharman  (9H-Pyrido[3,4-b]  indolo,  B-karbolina)
w stezeniu 10 mg/ml w ukfadzie chloroform/metanol (2:1, v/v) jako matrycy. Na ptytke
naniesiono po 1 pL proébki i matrycy. Eksperyment prowadzono w dodatnim trybie
reflektronu ze skanowaniem widma w przedziale m/z 700 — 2500. Do wstepnej analizy

uzyskanych widm uzyto programu flexAnalysis 3.4 (BrukerDaltonics, Bremen, Niemcy).

6.7. Immunohistochemia

Skrawki do analizy immunohistochemicznej zostaty pozyskane z organdw gotebia i
kury przez dr n. wet. Tomasza Piaseckiego z Katedry Epizootiologii Zwierzat Egzotycznych
z Klinikg Ptakow Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Preparaty zostaty
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przygotowane przez zespot prof. Piotra Kuropki z Katedry Biostruktury i Fizjologii Zwierzat
UPWr). Barwienie immunohistochemiczne wykonano za pomocga zestawéw EnVisionTM
FLEX Mini Kit, High pH oraz EnVision FLEX HRP Magenta Substrate Chromogen System
(Agilent Dako, Santa Clara, CA, USA) zgodnie z instrukcjg dostarczong przez producenta.
Przed natozeniem roztworéw przeciwciat preparaty inkubowano w buforze
cytrynianowym, pH 6,0, z dodatkiem 0,05% Tween20 w 98 °C przez 20 min. Roztwory
przeciwciat pierwszorzedowych (anty-P1/P* (klon 650) i anty-P1 (klon P3NIL100)
przygotowano w rozcienczeniu 1:100, a podjednostek toksyny Shiga 1B w stezeniu
koncowym 1 pupg/ml w Dako Antibody Diluent® (Agilent Dako, USA)
i inkubowano w 4 °C przez noc. Dla podjednostek toksyn Shiga oraz przeciwciata anty-P1
dodano inkubacje odpowiednio z mysimi przeciwciatami drugorzedowymi, odpowiednio
anty-Stx1B, oraz kréliczym anty-ludzkim skoniugowanym z HRP
w rozcienczeniach 1:1000. Inkubacje prowadzono w temperaturze pokojowej przez
45 min. Wybarwione preparaty zanalizowano z uzyciem mikroskopu ZEISS Axio Imager Z2

wraz z oprogramowaniem (Jena, Niemcy).

6.8. Statystyka

Do analizy wynikdéw testdw cytotoksycznosci uzyto t-testu dla grup niezaleznych z
poprawkg Holma-Bonferroniego. Rdznice w poziomie transkryptu gotebich gendow
A4GALT p i AAGALT_m uzyto jednokierunkowego testu ANOVA z testem Bonferroniego
post hoc. Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono z uzyciem narzedzia GraphPad

Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

6.9. Bioetyka
Krew pobierano od pacjentéw po uzyskaniu Swiadomej zgody zgodnie
z Deklaracjg Helsinska. Procedury wykonywane na tkankach pobranych od usmierconych

ptakow zgodnie z polskim prawem nie wymagajg zgody Komisji Etycznej.

6.10. Narzedzia bioinformatyczne

Lista wykorzystanych w pracy narzedzi bioinformatycznych ujeta w Tabeli 14.
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Tabela 14. Narzedzia bioinformatyczne

w pracy

Analiza sekwencji nukleotydowych

uzyte do analizy wynikéw umieszczonych

ClustalW, ClustalO (McWilliam i in., 2013);
BioEdit 7.0

Analiza sekwencji aminokwasowych

Phyre2.0 (Kelley i in., 2015); BLAST (States
and Gish 1994); UniProt (Bateman i in.,
2021); PredictProtein (Bernhoferiin., 2014)

Tworzenie map wektorow i modyfikacje

sekwencji

SnapGene 6.0 (SnapGene | Software for

everyday molecular biology)

Analiza cytofluorometryczna

FlowingSoftware 2.5.1. (Sahraneshin Samani

iin., 2014)

Analiza wystepowania miejsc N-glikozylacji

NetNGlyc 1.0 (Gupta and Brunak 2002)

Analiza wystepowania reszt lizyny

podatnych na ubikwitynacje

iUbig-Lys (Qiu i in., 2015)
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7. WYNIKI
7.1. Antygeny ukfadu grupowego P1PK na komoérkach ptakéw

7.1.1. Glikotopy Galal—4Gal na erytrocytach

Syntaza Gb3/CD77 jest enzymem odpowiedzialnym za synteze antygendow uktadu
grupowego P1PK u cztowieka. Liczba tych antygendw na powierzchni erytrocytow jest
wyzsza u oséb z grupg krwi Pi1, niz u oséb z grupg krwi P, (Kaczmarek
iin., 2018). Na powierzchni erytrocytéw ptakéw nigdy nie byta jednak przedmiotem analiz.
Badano jedynie struktury oligosacharydéw z glikoprotein biatka jaja oraz niektdrych
tkanek pobranych od przedstawicieli 25 rzedéw ptakow
i wykazano, ze zawierajg one terminalne struktury Galal—4Gal (Suzuki, Laskowski, and
Lee 2004). Aby okresli¢ poziom antygendw uktadu P1PK, erytrocyty 47 ptakdw nalezgcych
do 12 gatunkdw zbadano za pomoca cytofluorometrii przeptywowej, stosujgc mysie
przeciwciato monoklonalne anty-P1 (klon 650, swoistoéé: P1 i PX) (Tabela 15).
Stwierdzono, ze struktury Galal—4Gal obecne s3 tylko u ptakdéw nalezgcych do parvklasy

ptakéw wspotczesnych (Neoaves) (Ryc. 13).

Tabela 15. Wigzanie przeciwciata anty-P1/P* (klon 650) do erytrocytéow réinych gatunkéw
ptakow. Na czerwono oznaczono przedstawicieli rzedu Galliformes

Wigzanie przeciwciata
Lp. Gatunek Rzad
anty-P1/P*
1 Kura (Gallus gallus domestica) (3) _
Grzebigce (Galliformes)
2 Kura zielonondézka (Gallus gallus) _
3 | Gotgb pocztowy (Columba livia) +
Gotebiowe
(24)
(Columbiformes)
4 Gotagb ozdobny (Columba livia) (6) +
5 Papuzka falista (Melopsittacus +
undulatus) (2) Papugowe
6 Ksiezniczka ~ Walii (Polytelis (Psittaciformes) +
alexandrae) (3)
7 Puszczyk zwyczajny (Strix aluco) Sowy (Strigiformes) +
8 Stonka  zwyczajna  (Scolopax Siewkowe +
rusticola) (Charadriiformes)
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9 Bazant (Phasianus colchicus) Bazantowate _
(Phasianiformes)

10 | Wrona siwa (Corvus cornix) Wrdblowe +
(Passeriformes)

11 | Ges domowa (Anser domesticus) -
Blaszkodziobe
(2)
(Anseriformes)
12 | Kaczka (Anas platyrhynchos) -

Najsilniejsze wigzanie przeciwciat obserwowano w przypadku erytrocytéow
gatunkéw nalezgcych do papugowych (Pssitaciformes), a najwieksze zrdznicowanie
wigzania miato miejsce wsrdd przedstawicieli gotebiowych (Columbiformes). Zblizong
liczbe antygenéw P1 i P obserwowano dla przedstawiciela wréblowych ((Passeriformes)
wrona siwa) oraz puszczyka zwyczajnego (puszczykowate, Strigidae). Nie zaobserwowano
wigzania przeciwciata do erytrocytéow gatunkoéw nalezgcych do rzedu bezgrzebieniowcéw
(Galliformes). Ponadto, $rednia liczba antygendw P1 i P na erytrocytach u przedstawicieli
ptakéw dziko zyjacych z parvklasy ptakow wspétczesnych byta nizsza, niz u przedstawicieli
gatunkéw zyjacych blisko cztowieka jako zwierzeta domowe lub hodowlane. Okreslono
rowniez liczbe antygenéw P1 i PX na erytrocytach gofebi pochodzacych z dwdch ras:
gotebia pocztowego oraz gotebia ozdobnego (Columba livia) (Ryc. 13B). U gotebia
pocztowego zaobserwowano duze miedzyosobnicze réznice w liczbie antygenéw P1 i PX
na erytrocytach. W przypadku gotebia ozdobnego rdéznice byly mniejsze, ale liczba
przebadanych osobnikéw byta zbyt mata, aby jednoznacznie okresli¢ stopien
zréznicowania. Ze wzgledu na brak dostepu do wystarczajgcej liczby (przynajmniej pieciu)
przedstawicieli poszczegdlnych gatunkow
u papugowych, nie wykonano analizy miedzyosobniczego zréznicowania liczby antygenow
P1 i Pk Wigzanie podjednostki 1B toksyny Shiga  zaobserwowano
u wszystkich gatunkéw ptakow z parvklasy ptakow wspodtczesnych; najsilniejsze dla

erytrocytéw sokofa.
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Ryc. 13. Analiza cytofluorometryczna wigzania przeciwciata anty-P1/P* (klon 650) do erytrocytéw réznych
gatunkéw ptakéw. Panel A: Analiza ilodciowa antygenéw P1 i PXna erytrocytach ptakéw réznych gatunkéw.
Panel B: Poréwnanie liczby antygendw P1, P* na erytrocytach dwdch ras gotebi. Panel C: Analiza wigzania
podjednostki 1B toksyny Shiga (Stx1B) do ptasich erytrocytéw. Oznaczenia: ABC: liczba czgsteczek wigzgcych
przeciwciato (Antibody Binding Capacity); RBC: erytrocyt (Red Blood Cell).

7.1.1.1. Charakterystyka glikosfingolipidow i glikoprotein z erytrocytow ptakow

W celu okreslenia, czy glikotopy Galal—4Gal rozpoznawane przez mysie
przeciwciato anty-P1/PX (klon 650) znajdujg sie na glikoproteinach czy na
glikosfingolipidach, z ptasich erytrocytow wyizolowano frakcje glikosfingolipidéw
neutralnych. Analiza za pomocg wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej
(HPTLC), wykazata, ze gtownymi glikosfingolipidami w erytrocytach gotebi sg GlcCer
i LacCer. Ponadto, frakcja glikosfingolipidow neutralnych z gotebia ozdobnego zawierata

Gb3Cer i glikosfingolipid o ruchliwosci podobnej do ludzkiego antygenu grupowego krwi
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P1 (Ryc.14A). Ten dodatkowy GSL byt rozpoznawany przez ludzkie przeciwciato anty-P1
(klon P3NIL100). Podwdjne prazki P1 rozpoznawane przez przeciwciato to
najprawdopodobniej izoformy P1 zawierajgce kwasy ttuszczowe o rdéznej dtugosci
taricucha weglowego (Dupuy i in., 1999). Nie wykryto glikosfingolipidéw reagujgcych
z przeciwciatem anty-NOR (Ryc.14B). We frakcji glikosfingolipidow neutralnych
z erytrocytow przedstawicieli bezgrzebieniowcéw (kura domowa, ge$) i gotebia
pocztowego nie obserwowano wigzania przeciwciat o swoistosci anty-P1 (klon 650 i klon
P3NIL100) ani anty-NOR. Podjednostka 1B toksyny Shiga wigzata sie tylko do Gb3Cer (P¥)
z GSL otrzymanych z erytrocytéw gotebia ozdobnego (Ryc.14B).

A orcynol anty-P1 (klon 650) anty-P1 (klon P3NIL100)
LacCer - ‘
Gb3Cer - o
Gba4cCer .
P1 - PL -
?
PINOR  Clivie* PINOR Clivie* Clivia G.gallus A.domes. PINOR Ciwvia* Clivia G.gallus A.domes.
B orcynol Stx1B anty-NOR (klon nor-118)
LacCer
Ghacer W W
GbacCer . ”
NORL e
PL
now2 B
PINOR PINOR C.livia* C.livia G.gallus A.domes. PLNOR Clwvia* G.gallus

Ryc. 14. Analiza HPTLC frakcji neutralnych glikosfingolipiddw wyizolowanych z erytrocytéw ptakéw
nalezgcych do ptakéw wspdtczesnych oraz bezgrzebieniowcdw. Panel A: Barwienie orcynolem oraz detekcja
wigzania przeciwciat anty-P1 (klon 650 oraz P3NIL100). Panel B: Detekcja wigzania podjednostki 1B toksyny
Shiga (Stx1B) oraz przeciwciata anty-NOR (nor118). Oznaczenia: PINOR: GSL z ludzkich erytrocytéow o
fenotypie P1NOR; C. livia*: GSL wyizolowane z erytrocytéw gotebia ozdobnego; C. livia: GSL wyizolowane z
erytrocytéw gotebia pocztowego; G. gallus: GSL z erytrocytow kury; A. domes: GSL wyizolowane z
erytrocytéw gesi domowej.
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2000+

Spektrometria MALDI-TOF wykazata, ze glikosfingolipidy neutralne erytrocytéw
kury, gesi, gotebi: ozdobnego i pocztowego zawierajg kilka klastrow monosodowanych
jonéw addycyjnych [M+Na]* odpowiadajgcych glukozyloceramidowi (GlcCer) (Ryc. 15).
Rdéznice mas miedzy jonami (gtdwnie ~28 Da, odpowiadajgce masie czgsteczkowej dwdch
grup metylowych) odpowiadajg izoformom zawierajgcym grupy acylowe o réznej liczbie
atomoéw wegla w czasteczce ceramidu (np. 16:0, 18:0, 24:0). W prébce GSL
z erytrocytow kury zidentyfikowano jony odpowiadajgce GlcCer przy m/z 725,6 i m/z
835,7 (odpowiednio grupy acylowe 16:0 i 24:1) (Ryc. 15C). W prébkach GSL
wyizolowanych od gotebi ozdobnych znaleziono jony dla GlcCer oraz jony m/z 957,6, m/z
985,7 i m/z 1013,4 odpowiadajgce LacCer z hydroksylowanym tarnicuchem acylowym
(20:0h; 22:0h; 24:0h), m/z 1199,8 dla nLc4Cer (15:0) i m/z 1343,9 dla fukozylowanego
paraglobozydu (Ryc.15A). GlcCer stanowit gtéwny sktadnik frakcji glikosfingolipidow
neutralnych z erytrocytéw ptakéw. Dodatkowo, we frakcji glikosfingolipiddw neutralnych
pochodzacych z erytrocytéw gotebia pocztowego poza jonami dla GlcCer (jak u kury)

zidentyfikowano jon dla LacCer z hydroksylowanym taricuchem acylowym (16:0h)
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Ryc. 15. Widma masowe MALDI TOF glikosfingolipiddw neutralnych wyizolowanych z membran
erytrocytéw przedstawicieli ptakdw wspoétczesnych i bezgrzebieniowcéw. Panel A: widmo masowe GSL
wyizolowanych z erytrocytéw gotebia ozdobnego; Panel B: widmo masowe GSL wyizolowanych z
erytrocytéw gotebia pocztowego; Panel C: widmo masowe GSL wyizolowanych z membran erytrocytéw
kury. Oznaczenia: d18:1 lub t20: dwa typy zidentyfikowanych tancuchdéw sfingozyny; h — OH;
hydroksylowany tancuch acylowy reszty ceramidu.

Analiza glikoprotein metodg Western blotting z zastosowaniem przeciwciat anty-
P1 (klon 650 oraz P3NIL100) wykazata, ze struktury rozpoznawane przez mysie
przeciwciato anty-P1 (klon 650; prazki reprezentujgce biatka o masie czgsteczkowej 80 kDa
i wieksze) sg obecne tylko w lizatach biatkowych uzyskanych z erytrocytow ptakow
nalezagcych do parvklasy ptakéw wspdtczesnych. W obu prébkach otrzymanych
z erytrocytéw gotebi zaobserwowano prawie identyczne wigzanie przeciwciat anty-P1
(Ryc. 16A). W lizatach otrzymanych z erytrocytow ptakdéw nalezgcych do rzedu
bezgrzebieniowcéw obserwowano tylko nieswoiste wigzanie (Ryc. 16A). W lizatach
otrzymanych z erytrocytéw przedstawicieli ptakdw wspdtczesnych wigzanie podjednostki
1B toksyny Shiga do glikoprotein byto identyczne, co  korelowato
z wynikami cytofluorometrii przeptywowej. Wigzanie do biatek o masie czasteczkowej

nizszej niz 17 kDa okazato sie nieswoiste.
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anty-P1 (klon 650) anty-P1 (klon P3NIL100) Stx1B

. gallus  C. livia* Clivia MWG. gallus C. livia

kontrola (H) kontrola (M)

Ryc. 16. Analiza metodg Western blotting lizatow biatkowych otrzymanych z erytrocytéw gotebi: pocztowego
(C.livia) oraz ozdobnego (C.livia*) i kury (G.gallus). Panel A: Wigzanie przeciwciat anty-P1 (klon 650 oraz P3NIL100)
oraz podjednostki 1B toksyny Shiga (Stx1B). Panel B: Kontrole bez przeciwciat pierwszorzedowych dla anty-P1 (klon
650, mysie) (kontrola (M)) i dla anty-P1 (klon P3NIL100, ludzkie) (kontrola (H)). Uzyte przeciwciata drugorzedowe
wskazane w rozdziale ,Materiaty i metody”, Tabela 6 w podrozdziale 6.1. Oznaczenia: MW — standard masy
czasteczkowe] (Page Ruler Prestained 10-180kDa).

7.1.2. Przeciwciata rozpoznajace antygeny oligosacharydowe u ptakéw

Zidentyfikowanie antygenéw ludzkiego uktadu grupowego krwi P1PK
u przedstawicieli parvklasy ptakdw wspétczesnych oraz zwiekszona liczba tych antygenéw
na erytrocytach gatunkéow Zzyjacych blisko cztowieka zasugerowaty mozliwosc
wystepowania przeciwciat rozpoznajgcych antygeny tego uktadu grupowego u ptakéw,
podobnie, jak to moze mie¢ miejsce u ludzi. Aby sprawdzi¢ obecnos¢ takich przeciwciat,
wykonano testy aglutynacji z uzyciem ludzkich erytrocytéw i surowic ptakow. Ptasie
surowice w réznych rozcieAczeniach inkubowano z erytrocytami  oséb

o grupach krwi P1, P oraz A, B i O w réznych kombinacjach (Ryc. 17). Najwiekszy odsetek
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przypadkow aglutynacji obserwowano dla erytrocytéw oséb o fenotypie P1 (genotyp P*PY)

/A oraz P, (genotyp P?P?) /A i P?P?/0O. Surowice ptakéw dziko zyjacych oraz papugi
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Ryc. 17. Aglutynacja erytrocytéw osdb o réznych grupach krwi przez surowice ptakéw réznych gatunkéw.
Podano genotypy P1PK (P1P, P?P?) oraz fenotypy ABO (A, B i O). Oznaczenia: ,+”: aglutynacja; ,-,: brak

aglutynacji.
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Ksiezniczki Walii (Polytelis alexandrae) nie powodowaty aglutynacji ludzkich erytrocytéw,
natomiast surowice papug Ara ararauna (potocznie nazywana zwyczajng) oraz Ara
harlequin powodowaty aglutynacje badanych ludzkich erytrocytow,
w szczegoblnosci o fenotypach P1 A, P, A oraz P, O, uprzednio poddanych dziataniu papainy.
Najmniejszy odsetek aglutynacji obserwowano dla erytrocytéw P1 O (Ryc. 17). Aby
stwierdzi¢, czy zawarte w surowicy ptasiej przeciwciata rozpoznajg antygeny P1 lub Pk,
zastosowano test hamowania aglutynacji z uzyciem owomukoidu jaja gotebiego jako
inhibitora, poniewaz biatko to zawiera glikoproteiny z glikotopami P1 (Tabela 16)
(Francois-Gérard, Brocteur and André, 1980; Takahashi i in., 2001). Nie zaobserwowano
hamowania aglutynacji, co sugeruje, ze przeciwciata te rozpoznajg antygeny niezwigzane
z uktadem grupowym P1PK. Aby odpowiedzie¢ na pytanie, czy przeciwciata te rozpoznajg
ludzkie antygeny grupowe AB(H), zastosowano test hamowania aglutynacji z uzyciem
ludzkiej glikoforyny A otrzymanej z erytrocytow osoby o grupie A. N- i O-glikany takiej

glikoforyny A zawierajg antygeny A (Fredriksson i in., 2010).

Tabela 16. Test hamowania aglutynacji ludzkich erytrocytéw przez gotebia surowice

ABO | P1PK P1-owomukoid z jaja gotebiego [ug/ml]

200 100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,195 0,098
A pip? ++ ++ + | ++ ++ ++ - - ++ s - s
A Pp? - 4 +H+ |+ ++ ++ -+ ++ ++ ++ ++ ++
0 P2p? R - ++ | 4+ - L - - ++ ++ 4+ +4

BSA [pg/ml]

200 | 100 [ 50 | 25 | 125 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,195 0,098
A pipt - ++ +H=+ | - - ++ ++ ++ ++ ++ ++
A P2p? B - ++ | ++ . e B - ++ G - e
0 p2p? + ++ | ++ | ++ ++ + 4 ++ e i i b

Glikoforyna A (grupa krwi A) [pg/ml]
200 | 100 | 50 [ 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78 0,39 0,195 0,098

A pipt - - _ - - - - - _ - - -
A | PP | - - -] - : - - - - - +/- i
0] P2p _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - _
Glikoforyna A (grupa krwi O) [pg/ml] |
50 25 [125(6,25| 3,13 1,56 0,78 0,39 | 0,195 | 0,098 0,049 0,025
0 pp? - _ +/- | +/- + + + +4+ ++ ++ ++ +4

Glikoforyna A hamowata aglutynacje, co sugeruje, ze antygenem rozpoznawanym
przez przeciwciata z ptasich surowic moze by¢ ludzki antygen grupowy A (Tabela 16).
Niestety, nasze laboratorium nie dysponuje glikoforyng A  otrzymang
z erytrocytdw osoby o grupie B, co uniemozliwito sprawdzenie, czy ptasie surowice
zawierajg przeciwciata o swoistosci anty-B. Zastosowanie glikoforyny A od osoby

o grupie O rowniez hamowato aglutynacje. Hamowanie byto obserwowane tylko dla
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erytrocytow traktowanych nieswoistg proteaza papaing wskazujac, ze gotebia surowica
zawiera przeciwciata rozpoznajace ludzkie antygeny A/B/H bedgace na glikoforynie, nie za$
samo biatko. Za pomocg testu ELISA wykazano, ze przeciwciata z surowicy gotebia
skalnego wigzg sie do ludzkiej glikoforyny A otrzymanej z erytrocytéw osoby o grupie

A (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Analiza wigzania gotebiej surowicy do ludzkiej glikoforyny A w tescie ELISA. Oznaczenia: anty-A,
anty-B: przeciwciata do oznaczania grup krwi ABO; g_sur: gotebia surowica; Kneg_p: kontrola negatywna
bez dodatku surowicy dla drugorzedowego przeciwciata anty-ptak IgG-HRP; Kneg_m: kontrola negatywna
bez dodatku pierwszorzedowych przeciwciat dla drugorzedowego przeciwciata anty-mysz IgG-HRP.

Do wykrywania przeciwciat gotebia uzyto poliklonalnego przeciwciata anty-ptasie IgG.
Obserwowano stosunkowo duze nieswoiste wigzanie przeciwciat anty-IgG do glikoforyny

A (Kneg_p, gdzie nie uzyto gotebiej surowicy).

7.1.3. Glikotopy Galal—4Gal na komdrkach srédbtonka gotebia

Aby zbadac¢ obecnos¢ glikotopow Galal—4Gal na komadrkach srodbtonka gotebia,
wykonano  barwienie  immunohistochemiczne  skrawkéw  tkanek.  Wstepna
charakterystyke ptasich pierwotnych linii komoérek srédbtonkowych pozyskanych z aorty
gotebia i kury przygotowano z wykorzystaniem metod uzytych w podrozdziale 6.2.1.1

w doswiadczeniach z erytrocytami ptakow.
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Ze wzgledu na brak swoistych przeciwciat rozpoznajgcych markery
powierzchniowe komoérek srédbtonkowych u ptakéw, do wstepnej charakterystyki
fenotypowej tych komorek wykorzystano ich zdolno$¢ do tworzenia pseudonaczyn na
podtozu Matrigel® (opis w podrozdziale 6.4.6).

Po okoto 4 h inkubacji komodrek $rédbtonka kury i gotebia obserwowano zalgzki
pierwszych pseudonaczyn (Ryc. 19). Po 8 h liczba obserwowanych potgczen podwoita sie
i pojawito sie charakterystyczne ,narastanie” pseudonaczyn, szczegdélnie dla komodrek
uzyskanych z tkanki gotebia (Ryc. 19A). Komérki endotelialne kury utworzyty mniej
potgczen niz komarki gotebia w tych samych przedziatach czasowych (Ryc. 19B).

Z uwagi na ograniczony potencjat proliferacyjny komdérek pierwotnych
przeprowadzono prdébe unie$miertelnienia gotebiej srédbtonkowej linii komdrkowej. Do
unieSmiertelniania wykorzystano lentiwirusa zawierajgcego w sobie sekwencje dla
gotebiego genu odwrotne] transkryptazy telomerazy (TERT, GenBank: XM_021297821).
Gen ten ulega ekspresji w komdrkach macierzystych, aktywowanych limfocytach
i komorkach szybko dzielgcych sie (Yuan and Xu 2019). Ponowng ekspresje genu TERT
zaobserwowano w 80-90% nowotwordw ztosliwych (Pestana i in., 2017; Colebatch,
Dobrovic and Cooper, 2019). Gen TERT byt juz wykorzystywany do uniesmiertelniania
kurzych predipocytéw (Wangiin., 2017). Nie uzyskano jednak do tej pory linii komdrkowej
pochodzacej od przedstawicieli ptakdw wspdtczesnych. W niniejszym projekcie nie udato
sie uzyskaé¢ niesmiertelnej linii komdrkowej. W kazdej z wielu podjetych préb liczba
kurzych i gotebich komorek spadata do zera po okoto

4-6 tygodniach od transdukcji.
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Ryc. 19. Tworzenie pseudonaczyn przez komérki Srédbtonkowe gotebia (panel A) i kury (panel B).

Aby zbada¢ obecnos¢ glikotopéw Galal—4Gal na powierzchni komodrek
srodbtonkowych ptakow, wykonano analize cytofluorometryczng, ktéra wykazata, ze
przeciwciata anty-P1 (klony 650 oraz P3NIL100) i anty-CD77 (Gb3) wigzg sie do komdrek
otrzymanych z aorty gotebia, ale nie do komédrek otrzymanych z aorty kury, przy czym
wigzanie przeciwciata anty-P1 (klon 650) jest silniejsze od wigzania przeciwciata anty-P1
(klon P3NIL100).

Wigzanie podjednostki 1B toksyny Shiga (Stx1B) do komdrek srodbtonkowych gotebia byto
na podobnym poziomie, co wigzanie przeciwciata anty-P1 (klon P3NIL100). Wigzanie
Stx1B do komodrek srodbtonkowych kury byto niskie i podobne do wigzania

obserwowanego dla komérek srédbtonkowych gotebia (Ryc. 20).
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Ryc. 20. Analiza cytofluorometryczna wigzania przeciwciat anty-P1 (klon 650 i P3NIL100), anty-CD77 oraz
podjednostki 1B toksyny Shiga (Stx1B) do pierwotnych komdrek endotelialnych uzyskanych ze srédbtonka
aorty gotebia i kury.

7.1.3.1. Charakterystyka glikosfingolipidow i glikoprotein komorek srodbtonka gofebiej
aorty

Analiza HPTLC frakcji glikosfingolipiddw neutralnych wyizolowanych z komodrek
srodbtonkowych gofebia i kury wykazata, ze w obu rodzajach komodrek gtéwnymi
glikosfingolipidami sg LacCer i GlcCer (Ryc. 21). Ponadto, w GSL kury wykryto
glikosfingolipid migrujacy podobnie do Gb3Cer, ale niereagujacy z przeciwciatem
rozpoznajacym Gb3 (Ryc. 21B). Frakcja neutralnych GSL gotebia zawierata glikosfingolipidy
o dtuzszych faincuchach cukrowych (nLc4Cer, P1, FORS1). Przeciwciato anty-P1 (klon 650)
oraz podjednostka 1B toksyny Shiga wigzaty sie do Gb3 we frakcji neutralnych GSL
wyizolowanych z komdrek sréodbtonkowych gotebia (Ryc. 21B).
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Ryc. 21. HPTLC frakcji neutralnych glikosfingolipiddw wyizolowanych z pierwotnych komérek endotelialnych
kury i gotebia. Panel A: barwienie orcynolem; Panel B: detekcja z uzyciem przeciwciata anty-P1 (klon 650)
oraz podjednostki 1B toksyny Shiga (Stx1B). Czerwonymi strzatkami oznaczono prazki odpowiadajgce
opisanym GSL. Znakiem zapytania oznaczono glikosfingolipidy, ktérych nie udato sie zidentyfikowac.

Spektrometria MALDI-TOF wykazata obecnos¢ we frakcji glikosfingolipidéw
neutralnych z kurzych komédrek endotelialnych kilku jonéw odpowiadajgcych GlcCer
z faricuchami acylowymi o réznej dtugosci (od 16:0 do 24:0) (Ryc. 22A). Dodatkowo
zidentyfikowano jon m/z 1102,6 odpowiadajacy izoglobotriaozyloceramidowi (iGb3Cer)
oraz m/z 1252,7 (paraglobozyd) (nLc4Cer). We frakcji glikosfingolipidow neutralnych
z gotebich komérek endotelialnych réwniez zidentyfikowano jony odpowiadajgce GlcCer
(od 16 do 24 atomdéw wegla w tancuchu acylowym ceramidu). Ponadto zidentyfikowano
jony m/z 908,1 oraz m/z 1009,1 dla LacCer (18:2 oraz 24:1-h), m/z 1260,3 dla nLc4Cer
o niespotykanym tancuchu weglowym z wieloma nienasyconymi wigzaniami (19:4).
Zidentyfikowano rowniez jony dla antygenu P1 (m/z 1453,3 oraz m/z 1509,4, odpowiednio
dla tancuchéw acylowych ceramidu o dtugosci: 20:1 oraz 24:1) oraz antygenu Forssman

(m/z 1537,4 oraz m/z 1564,5 dla taricuchéw acylowych o dtugosci: 22:00i 24:0) (Ryc. 22B).
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Ryc. 22. Widma masowe MALDI-TOF glikosfingolipiddw neutralnych wyizolowanych z pierwotnych komérek

endotelialnych kurzych (panel A) oraz gotebich (panel B). Oznaczenia: h — OH, hydroksylowany taricuch
acylowy reszty ceramidu.

W analizie Western blotting lizatow uzyskanych z komadrek gotebia (Ryc. 23) obserwowano
swoiste wigzanie przeciwciat anty-P1 (klon 650 i P3NIL100) do biatek o masie
czgsteczkowej powyzej 43 kDa. Podjednostka 1B toksyny Shiga wigzata sie jedynie do
biatek o masie czasteczkowej 54 i 100 kDa z komdrek gotebia. Nie wykazano swoistego

wigzania do komdrek otrzymanych ze srédbtonka kury.
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Ryc. 23. Analiza metoda Western blotting lizatow biatkowych otrzymanych z pierwotnych komérek
endotelialnych kury i gotebia. Panel A: Wigzanie przeciwciat anty-P1 (klon 650 i P3NIL100) i podjednostki 1B
toksyny Shiga (Stx1B); Panel B: Kontrole negatywne bez uzycia przeciwciat pierwszorzedowych. Oznaczenia:
MW: standard masy (Page Ruler PreStained, 10-180 kDa); Kontrola (M): bez przeciwciata
pierwszorzedowego dla anty-P1 (klon 650, mysie); kontrola (H): bez przeciwciata pierwszorzedowego dla
anty-P1 (klon P3NIL100, ludzkie).

7.1.3.2. Wrazliwos¢ komorek srodbfonka gotebiej aorty na toksyny Shiga

Aby okresli¢ bezposredni wptyw holotoksyny Stx1 na przezywalnos¢ komorek,
wykonano testy cytotoksycznosci z uzyciem holotoksyny i endotelialnych komérek gotebia
i kury. Wykazano, ze komorki endotelialne gotebia sg stosunkowo niewrazliwe na
holotoksyne Stx1 nawet przy zastosowaniu wysokiego stezenia roztwordw holotoksyny
(50 ng/ml). Obserwowany efekt cytotoksyczny holotoksyny byt niewielki (spadek
zywotnosci komadrek do 89% przy najwyzszym zastosowanym stezeniu holotoksyny). Efekt
cytotoksyczny mozna byto natomiast zaobserwowac dla komdrek endotelialnych kury: po
inkubacji z roztworem holotoksyny o stezeniu 50 ng/ml zywotnos$¢ komédrek spadta do

68% (Ryc. 24).
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Ryc. 24. Zywotno$¢ pierwotnych ptasich komdrek endotelialnych (wyrazona w %) po wystawieniu na
dziatanie holotoksyny Shiga 1 (Stx1). Stupki btedéw reprezentujg odchylenie standardowe. Dane byty

analizowane z uzyciem dwukierunkowego testu ANOVA z wykorzystaniem testu Holma-Sidaka (post-hoc
test) do poréwnan wielokrotnych. */** - poziom istotnosci (* - p < 0,05, ** - p < 0,001).

7.1.4. Glikotopy Galal—4Gal na innych tkankach gotebia

W celu analizy obecnosci glikotopdw P1 na tkankach gotebia i kury pochodzacych
z réznych narzagddéw, wykonano barwienia immunohistochemiczne z uzyciem przeciwciat
anty-P1 (klon 650 oraz P3NIL100). Wybrano preparaty uzyskane z trzech organow kazdego
ptaka: watroby, dwunastnicy oraz ptuc. Preparaty uzyskane z tkanek gotebia swoiscie
wigzaty obydwa klony przeciwciat anty-P1 (Ryc. 25A). Glikotopy Galal—4Gal
zidentyfikowano w btonie miesniowej (muscularis externa) dwunastnicy; Srédbtonku
oskrzelowym i $rédmigzszu u nasady przegrody ptuc, gdzie obserwowano réwniez duzg
liczbe jadrzastych erytrocytéw i makrofagow; w watrobie, obok hepatocytow,
erytrocytdw, mikroguzkéw komorek Kupffera oraz sinusoid skierowanych w strone zyty
gtownej. Zaobserwowano réwniez mikropecherzykowg wakuolacje ttuszczowa
(przemieszczenie cytoplazmy hepatocytow ze wzgledu na obecnos¢ wakuoli lipidowych
roznej wielkosci; jadra hepatocytow sg przesuniete do sinusoidalnej granicy; zjawisko
uznawane za normalne dla pisklagt, wystepujace réwniez u osobnikdéw bedacych na diecie
wysokottuszczowej). Nie zaobserwowano wigzania w kontrolach negatywnych.
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W preparatach uzyskanych z tkanek kury nie stwierdzono obecnosci glikotopow
Galal—4Gal. Obserwowane wigzania byty nieswoiste i pokrywaty sie z wynikami kontroli
negatywnych (Ryc. 25B).

Podobne wyniki uzyskano dla podjednostki 1B toksyny Shiga (Ryc. 25C, D). Swoiste
wigzanie obserwowano jedynie dla tkanek gotebia, w preparatach otrzymanych z tkanek
kury wigzanie byto nieswoiste (Ryc. 25D). Jedynie dla preparatu otrzymanego
z dwunastnicy zaobserwowano pojedyncze wigzanie podjednostki toksyny w obrebie
blaszki miesniowej btony S$luzowej (zaznaczone strzatkg na Ryc. 25D). Jest to

prawdopodobnie artefakt.
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Ryc. 25. Barwienie immunohistochemiczne hematoksyling i detekcja antygenéw P1 i P* (Panel A i B)
oraz wigzania podjednostki 1B toksyny Stx (Panel Ci D) na skrawkach pochodzacych z tkanek gotebia
(Panel A i C) oraz kury (Panel B i D). Oznaczenia: 1: skupiska komérek jednojadrzastych (np.
erytrocytéw); 2: beleczki watrobowe z sinusoidami; 3: wakuole ttuszczowe; 4: kanaliki powietrzne
miedzy $cianami naczyi wiosowatych; 5: przegroda miedzyptacikowa; 6: krypta Lieberkihna; 7:
czes¢ kosmka krypty dwunastnicy; 8: blaszka miesniowa btony Sluzowej; 9: gruczot Bowmana; 10:
skupisko komorek gruczotowych sluzowych.
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7.2. Charakterystyka swoistosci syntazy Gb3/CD77 gotebia

7.2.1. Dwa geny kodujace syntazy Gb3/CD77 u gotebia

W celu zbadania swoistosci syntazy Gb3/CD77 u gotebia, podjeto prdébe
sklonowania genu kodujgcego ten enzym. Wykorzystano startery opisane przez Suzuki
i wspotpr. oraz genomowe DNA wyizolowane z watroby z gotebia pocztowego C. livia.
Uzyskano klony o dwdch sekwencjach: jeden z nich zostat zidentyfikowany jako syntaza
Gb3/CD77 gotebia, a jego sekwencja zostata opisana wczesniej przez Suzuki i wspotpr.
(Suzuki i Yamamoto, 2010) (GenBank: NM_001315524.1). Gen o tej sekwencji zostat
nazwany genem P. Drugim, ktérego sekwencja nukleotydowa wykazywata homologie
93,3% wobec sekwencji genu P zostat nazwany genem M (Ryc. S3). Homologia jego
sekwencji aminokwasowej wobec genu P wynosita 90,5%. Nazwy gendw pochodzg od ras
gotebi, u ktérych je znaleziono: pocztowego i mewki.

W genie M obecna jest mutacja punktowa c.631C>G, ktdrej obecnos¢ w genie
kodujgcym ludzkg syntaze Gb3/CD77 powoduje rozszerzenie swoistosci akceptorowe;j
enzymu, w wyniku czego produkcje on rowniez antygen NOR (podrozdziat 4.1.4).
Poréwnanie sekwencji nukleotydowych gendw M i P oraz sekwencji aminokwasowych
enzymow M i P zamieszczono na Ryc. S3 i Ryc. S4A w Suplemencie. Aby sprawdzi¢ czy geny
te nie sg allelicznymi odmianami tego samego genu, wykonano trawienie enzymami
restrykcyjnymi Pael i Hincll, ktére rozpoznajg sekwencje obecne odpowiednio w genach
kodujacych enzym M i enzym P. Wszystkie probki DNA uzyskane z krwi gotebi oraz innych
analizowanych gatunkéw ptakow wspétczesnych (m.in. puszczyk, stonka) byty trawione

przez obie te restryktazy (Ryc. 26).
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Ryc. 26. Trawienie rdznicujgce M/P dla réznych gatunkéow ptakéw: gotebi (Panel A); puszczyka, pingwina
i stonki (Panel B); symulacja trawienia sekwencji gotebich genéw A4GALT wykonana w programie SnapGene.
Oznaczenia: M1: marker masy ®X174 DNA/BsuRI (Haelll); M2: marker masy Lambda DNA/Hindlll; G1-G6:
prébki od réinych gotebi pocztowych; Pu: puszczyk; Pi: pingwin; Sl: stonka. Na czerwono zaznaczono
fragment markera M2 widoczny na prezentowanych zelach.

7.2.2. Otrzymanie gotebich syntaz Gb3/CD77 w komérkach 2102Ep

W celu wykonania charakterystyki obydwu enzyméw i zbadania ich swoistosci
substratowej, oba geny sklonowano do wektora pCAG i uzyto do przejsciowej transfekcji
komodrek linii ludzkiego potworniakoraka jadra 2102Ep (Liew J in., 2008;
Suchanowska i in., 2012).

Do amplifikacji ptasiego genu A4GALT uzyto uprzednio opisanych starteréw (Suzuki
i Yamamoto, 2010) oraz genomowego DNA gotebia (opis w podrozdziale 6.3.1).

Analiza wigzania przeciwciat anty-P1 (klon 650 oraz P3NIL100), anty-NOR oraz
podjednostki 1B toksyny Shiga z uzyciem cytofluorometrii przeptywowej wykazata, ze
komérki transfekowane wektorem kodujgcym enzym P charakteryzowaty sie
podwyzszonym poziomem produkcji glikotopéw Galal—4Gal w pordwnaniu
z komdrkami transfekowanymi wektorem kodujgcym enzym M (Ryc. 27). Przeciwciato

anty-P1 (klon 650) wigzato sie rowniez do nietransfekowanych komérek 2102Ep; dziato
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sie tak ze wzgledu na obecnosé endogennej (ludzkiej) syntazy Gb3/CD77 (Suchanowska i
in., 2012). Wigzanie podjednostki 1B toksyny Shiga (Stx1B) do komdrek transfekowanych
wektorami kodujagcym enzym M lub P byto wyzsze niz do komérek nietransfekowanych.
Komoérki nietransfekowane ze wzgledu na obecno$é¢ endogennego Gb3 rowniez
wykazywaty wigzanie podjednostki Stx1B. Nie obserwowano wigzania dla przeciwciata

anty-NOR  do  komodrek  transfekowanych  wektorami  kodujagcym  enzym

M lub P.
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Ryc. 27. Analiza cytofluorometryczna komérek linii 2102Ep transfekowanych wektorami kodujgcymi syntaze
Gb3/CD77 M lub P z wykorzystaniem przeciwciat anty-P1 (klon 650 i P3NIL100), anty-NOR (klon nor118)
oraz podjednostki 1B toksyny Shiga (Stx1B).

7.2.2.1. Charakterystyka glikosfingolipidow i glikoprotein z komodrek 2102Ep
transfekowanych wektorami kodujgcymi enzymy M i P

Analiza HPTLC wykazata, ze gtownymi obojetnymi glikosfingolipidami sg dwie
formy Gb3Cer i Gb4Cer zawierajgce hydroksylowane i niehydroksylowane reszty kwaséw

ttuszczowych (Ryc. 28A). Przeciwciato anty-P1 (klon 650) wigzato sie do prazka

105



WYNIKI

odpowiadajgcego Gb3Cer, podczas gdy przeciwciato anty-P1 (klon P3NIL100) wigzato sie
do prazka odpowiadajgcego antygenowi P1, ale tylko we frakcji neutralnych
glikosfingolipidow wyizolowanych z komodrek transfekowanych wektorem kodujgcym
enzym M (Ryc. 28B). Nie zaobserwowano wigzania przeciwciata anty-NOR (Ryc. 28B).
Podjednostka 1B toksyny Shiga rozpoznawata tylko Gb3Cer, podobnie jak przeciwciato
anty-P1 (klon 650).

orcynol anty-P1 (klon 650) Stx1B anty-P1(klon P3NIL100) anty-NOR (klon nor 118)
Gb3Cer

Gh3Cer &

Gb4Cer
NOR1

P1
NOR2
NAT EnP EnM NAT EnP EnM NAT EnP EnM NATEnP EnM QE P1NOR NAT EnP EnM

Ryc. 28. Analiza HPTLC frakcji neutralnych glikosfingolipidow wyizolowanych z komarek linii 2102Ep. Panel
A: barwienie orcynolem; Panel B: detekcja z uzyciem przeciwciat anty-P1 (klon 650 i P3NIL100), anty-NOR
oraz podjednostki 1B toksyny Shiga (Stx1B). Oznaczenia: NAT: frakcja GSL neutralnych wyizolowanych
z nietransfekowanych komérek linii 2102Ep; EnM: frakcja GSL neutralnych wyizolowanych z komérek linii
2102Ep transfekowanych wektorem kodujagcym enzym M; EnP: frakcja GSL neutralnych wyizolowanych
z komorek linii 2102Ep transfekowanych wektorem kodujgcym enzym P; PINOR: frakcja GSL neutralnych
wyizolowanych z erytrocytéw osoby o fenotypie PiNOR; QE: frakcja GSL neutralnych wyizolowanych
z komorek linii 2102Ep transfekowanych wektorem kodujgcym ludzka syntaze Gb3/CD77 z podstawieniem
p.Q211E (jako pozytywna kontrola dla przeciwciata anty-P1 (klon P3NIL100).

Spektrometria MALDI-TOF wykazata, ze gtéwnymi sktadnikami neutralnych frakgcji
GSL wyizolowanych z nietransfekowanych komadrek linii 2102Ep byty: GlcCer, Gb3Cer i
Gb4Cer z dominujgcymi jonami przy m/z 725,6 (GlcCer), m/z 1046,7 i m/z 1156,8
(Gb3Cer), oraz m/z 1249,8 i 1359,9 (Gb4Cer). Prawie identyczne widma masowe uzyskano
dla GSL z komdrek transfekowanych wektorem kodujgcym enzym P; dodatkowo
zidentyfikowano w nich  jon m/z 884,6 dla LacCer (Hex-Hex-Cer)
(Ryc. 29A i B). Komoérki produkujgce enzym M réwniez zawieraty te same jony: GlcCer,
Gb3Cer i Gb4Cer. Ponadto zidentyfikowano jony w zakresie od m/z 1419,9 (izoforma
ceramidu C17:3) do 1507,96 (izoforma ceramidu C23:2), ktére mogg odpowiadac
ludzkiemu antygenowi P1/NOR (Ryc. 29C). Z uwagi na brak reakcji z przeciwciatem anty-
NOR w testach immunologicznych HPTLC, zatozono, ze wymienione jony pochodzg od
homologa antygenu P1. Dla prawie kazdego glikosfingolipidu zaobserwowano od 3 do

5 jondéw odpowiadajgcych izoformom o réznej dtugosci faricucha acylowego. Wsrdd jondw
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zidentyfikowanych dla komérek produkujgcych enzym M, szczegélnie dla glikosfingolipidu
P1, zidentyfikowano kilka rzadkich i nietypowych dtugosci i/lub modyfikacji kwasow

ttuszczowych (wielonienasycone faiicuchy weglowodorowe).
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Ryc. 29. Widma masowe MALDI-TOF frakcji glikosfingolipidow neutralnych wyizolowanych z komarek linii
2102Ep nietransfekowanych lub transfekowanych wektorami kodujgcymi syntaze Gb3/CD77 M lub P.
Panel A: widmo masowe frakcji neutralnych GSL wyizolowanych z nietransfekowanych komérek linii
2102Ep; Panel B: widmo masowe frakcji neutralnych GSL wyizolowanych z komdrek linii 2102Ep
transfekowanych wektorami kodujgcymi syntaze Gb3/CD77 M; Panel C: widmo masowe frakcji
neutralnych GSL wyizolowanych z komarek linii 2102Ep transfekowanych wektorami kodujgcymi syntaze
Gb3/CD77 P.

W celu potwierdzenia wynikéw otrzymanych za pomocga barwienia orcynolem,
komorki linii 2102Ep transfekowane wektorami kodujgcymi ludzkg lub gotebig syntaze
Gb3/CD77 (enzym M lub P) wyznakowano metabolicznie 4C-galaktozg (Ryc. 30). We
wszystkich badanych prébkach gtéwnym GSL byt Gb3Cer, z dodatkowymi prazkami
odpowiadajgcymi  GalCer, LacCer, Gb4Cer i niezidentyfikowany glikosfingolipid
pentasacharydowy. We wszystkich préobkach obserwowano podobny skfad
glikosfingolipidéw. Ponadto we frakcjach glikosfingolipidow neutralnych pochodzacych z
komérek transfekowanych syntazg Gb3/CD77 M i P zidentyfikowano prazki szybko
migrujgce, ktére mogy odpowiada¢ galaktozylo-alkiloacylo- i galaktozylo-

diacyloglicerolom (Nagai, Takahashi i Niimura, 2016).
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Ryc. 30. Analiza HPTLC glikosfingolipidow wyizolowanych z komdrek linii 2102Ep i transfekowanych
wektorami kodujgcymi enzym M lub P, ktére byty metabolicznie znakowane *C-galaktoza. Oznaczenia: STDs
GSL: standard mas dla frakcji glikosfingolipidéw neutralnych (dwa prazki dla kazdego GSL odpowiadajace
hydroksylowanej i niehydroksylowanej formie taricucha acylowego w ceramidzie); STDs Ganglio: standardy
dla glikosfingolipidéw kwasnych (gangliozydéw); NAT: frakcja GSL neutralnych wyizolowanych z
nietransfekowanych komérek linii 2102Ep; QE: frakcja GSL neutralnych wyizolowanych z komdérek linii
2102Ep transfekowanych wektorem kodujgcym ludzkg syntaze Gb3/CD77 z podstawieniem p.Q211E; EpP:
frakcja GSL neutralnych wyizolowanych z komadrek linii 2102Ep transfekowanych wektorem kodujgcym
enzym P; EpM: frakcja GSL neutralnych wyizolowanych z komarek linii 2102Ep transfekowanych wektorem
kodujacym enzym M; ORI — punkt startowy rozdziatu GSL na ptytce do HPTLC.

Analiza Western blotting wykazata, ze przeciwciato anty-P1 (klon 650) wigze sie
silniej do lizatéw komoérek transfekowanych wektorem kodujgcym syntaze Gb3/CD77 P,
niz do lizatow komoarek transfekowanych syntazg Gb3/CD77 M. Jest to wyraznie widoczne
w przypadku prazkéow odpowiadajgcych biatkom o masie czgsteczkowej 100 kDa i wyzszej.
Wigzanie przeciwciata anty-P1 (klon P3NIL100) do lizatédw otrzymanych
z obu rodzajow komdrek byto podobne i nieswoiste. Podjednostka 1B toksyny Shiga
wigzata sie w lizatach komérek transfekowanych wektorami kodujgcymi enzymy M lub P
przede wszystkim do biatka o masie czgsteczkowej 40 kDa (Ryc. 31A). Nie obserwowano
swoistej reakcji z przeciwciatami lub podjednostkg toksyny dla nietransfekowanych

komorek.

109



WYNIKI

anty-P1 (klon 650) . Stx1B kontrola (M)

NAT EnM EnP

B kontrola (H anty-P1 (klon P3NIL100)

%

—

NAT EnM EnP MW NAT EnM

EnP
Ryc. 31. Analiza metodg Western blottingu lizatdw otrzymanych z komarek linii 2102Ep transfekowanych
wektorami kodujgcymi syntaze Gb3/CD77 M lub P. Panel A: Wigzanie przeciwciata anty-P1 (klon 650)
i podjednostki 1B toksyny Shiga (Stx1B) do lizatéw komdrek 2102Ep oraz kontrola bez uzycia przeciwciata
pierwszorzedowego; Panel B: Wigzanie przeciwciata anty-P1 (klon P3NIL100) do lizatéw komérek 2102Ep
oraz kontrola negatywna bez uzycia przeciwciata pierwszorzedowego. Oznaczenia: NAT: lizat
z nietransfekowanych komérek linii 2102Ep; En M: lizat z komérek linii 2102Ep transfekowanych wektorem
kodujgcym syntaze Gb3/CD77 M; En P: lizat z komorek linii 2102Ep transfekowanych wektorem kodujgcym
syntaze Gb3/CD77 P; MW: standard masy (Page Ruler PreStained, 10-180 kDa); Kontrola (M): bez
przeciwciata pierwszorzedowego dla anty-P1 (klon 650, mysie); kontrola (H): bez przeciwciata
pierwszorzedowego dla anty-P1 (klon P3NIL100, ludzkie).

7.2.2.2. Analiza poziomu transkryptow genow kodujgcych syntazy Gb3/CD77
w transfekowanych komadrkach linii 2102Ep

Aby wykluczy¢é obecnos¢ obu badanych genéw w jednym klonie (co mogtoby
prowadzi¢ do btednej interpretacji wynikéw uzyskanych dla swoistosci enzyméw),
przeprowadzono analize ekspresji gendéw kodujacych syntazy Gb3/CD77 M i P
w komérkach linii 2102Ep. Wzgledne poziomy transkryptéw wynosity RQu = 25
i RQp = 270 odpowiednio dla enzyméw M i P (Ryc. 32). Nie obserwowano nieswoistego

krzyzowego wigzania sond.
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Ryc. 32. llosciowa analiza transkryptow gendw kodujacych syntaze Gb3/CD77 M i P w komdrkach linii
2102Ep. Oznaczenia: EpM: komérki linii 2102Ep transfekowane wektorem kodujgcym enzym M; EpP:
komorki linii 2102Ep transfekowane wektorem kodujgcym enzym P; EnM: gen kodujgcy enzym M; EnP: gen
kodujacy enzym P; Kneg-1: kontrola krzyzowej reaktywnosci sond: komérki linii 2102Ep produkujgce enzym
M w reakcji z sondg rozpoznajgca gen dla enzymu P; Kneg-2: kontrola krzyzowej reaktywnosci sond: komarki
linii 2102Ep produkujgce enzym P w reakcji z sondg rozpoznajacy gen dla enzymu M. Dane byty analizowane
z uzyciem testu jednokierunkowej ANOVY z poprawka Bonferroniego (test post-hoc); *** - poziom istotnosci
(*** - p<0,0001).

7.2.2.3. Wrazliwos¢ komdrek linii 2012Ep transfekowanych wektorami kodujgcymi syntazy
Gb3/CD77 M i P na toksyny Shiga

Aby oceni¢, jak nadprodukcja syntaz Gb3/CD77 M i P wptywa na wrazliwosé
komérek na holotoksyne Stx1, wykonano testy cytotoksycznosci (Ryc. 33). Komorki
transfekowane wektorami kodujgcymi syntaze Gb3/CD77 M i P wykazaty odpowiednio
okoto 2- i 1,5-krotnie wyiszg wrazliwos¢ na holotoksyne Stx1 w pordéwnaniu
z komorkami nietransfekowanymi, ale wyniki uzyskane dla wiekszosci préb byty nieistotne
statystycznie. Jedynie dla dwdch najwyiszych  stezen  holotoksyny  Stx1
(1000 i 500 pg/ml) obserwowano statystycznie istotne rdznice miedzy komdrkami

nietransfekowanymi i komérkami produkujgcymi enzym M.

111



WYNIKI

__ 100+

=

S 754 1 *

O —

S

X 50 -

9 Legenda:

Q NAT

< 25—

<] EnM

s n

~ 0 Bm EnP
125 250 500 1000

Stx1 [pg/mL]

Ryc. 33. Zywotno$é komérek linii 2102Ep (wyrazona w %) po wystawieniu na dziafanie
holotoksyny Shiga 1 (Stx1). Stupki btedéw reprezentujg odchylenie standardowe. Dane
byty analizowane z uzyciem dwukierunkowego testu ANOVA z wykorzystaniem testu
Holma-Sidaka (post-hoc test) do poréwnan wielokrotnych.

7.2.3. Poziomy transkryptéw gendéw kodujgcych syntazy Gb3/CD77 M i P w réznych
tkankach i komdrkach gotebi

7.2.3.1. Analiza poziomdw transkryptow genow kodujqgcych syntazy Gb3/CD77 M i P
w jednojgdrzastych komorkach krwi obwodowej gotebi

llosciowa analiza ekspresji gendw kodujgcych syntazy Gb3/CD77 M i P wykazata
istotne réznice miedzy dwiema rasami gotebi. Wzgledny poziom ekspresji (RQ) syntazy
Gb3/CD77 M w jednojadrzastych komodrkach krwi obwodowej gotebia ozdobnego
(C. livia*) wyniost RQu = 300, natomiast syntazy Gb3/CD77 P RQ, = 15. U gotebia
pocztowego (C. livia) poziomy ekspresji M i P wynosity odpowiednio RQm = 43
i RQp = 120 (Ryc. 34). Zaobserwowano réwniez réznice u przedstawicieli ras: stosunek
poziomu transkryptu genu kodujgcego enzym M do poziomu transkryptu genu
kodujacego enzym P u gotebia pocztowego wynidst okoto 1:3, podczas gdy u gofebia
ozdobnego 1:20. W jednojadrzastych komédrkach krwi obwodowej kury nie stwierdzono

obecnosci transkryptow gendw M ani P.
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Ryc. 34. llosciowa analiza ekspresji genéw kodujgcych enzym M i enzym P w jednojadrzastych komérkach
krwi obwodowej gotebia pocztowego i ozdobnego. Oznaczenia: EnM: gen kodujacy enzym M; EnP: gen
kodujacy enzym P; C. livia: gotgb pocztowy; C. livia*: gotgb ozdobny. Dane byty analizowane z uzyciem testu
jednokierunkowej ANOVY z poprawka Bonferroniego (test post-hoc); **/*** - poziom istotnosci (** - p <
0,001; *** - p < 0,0001).

7.2.3.2. Poziomy transkryptow genow kodujgcych syntazy Gb3/CD77 M i P w rdznych
tkankach gotebi

Aby okresli¢ poziom transkryptow gendw syntazy Gb3/CD77 w tkankach gotebia i
kury, wykonano analize ekspresji genow w tkankach: watroby, $ledziony, nerki, ptuca,
dwunastnicy, jelita kretego, aorty i mdzgu (Tabela 17). W tkankach kury nie obserwowano
wigzania sond dla enzymu M i P, a jedynie wigzanie sondy dla genu referencyjnego (kurzy
GAPDH). Wyniki te postuzyty jako kalibrator dla okreslenia poziomu ekspresji gendw
kodujacych Gb3/CD77 M i P u gotebia. Wysoki poziom transkryptu (RQ > 250) dla genu
kodujgcego enzym P obserwowano dla probki otrzymanej ze $ledziony. W czterech
analizowanych tkankach wzgledny poziom transkryptu genu P byt nizszy od 100 (watroba,
nerka, jelito krete i aorta). Brak transkryptu dla genéw kodujgcych enzymy M i P
stwierdzono dla prébek pochodzgcych z ptuca (G4), dwunastnicy (G5), jelita kretego (G6)
(tutaj tylko dla genu kodujgcego enzym M) oraz mdézgu (G8). Ponadto obserwowano
réznice w stosunku wzglednych poziomdw transkryptow dla M i P pomiedzy tkankami. W
probce pochodzacej z watroby stosunek RQm do RQp wynidst 1:1,3, natomiast dla

$ledziony 1:11. W probkach uzyskanych z gotebiej nerki i aorty stosunek RQwm do RQp byt
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na zblizonym poziomie
i wyniost 1:7. W prébce pochodzacej z gotebiego jelita kretego obserwowano niski poziom
transkryptu jedynie dla genu kodujgcego enzym P, RQ, = 10 (Ryc. 35)

Tabela 17. Tkanki gotebia (G) i kury (K) uzyte w detekcji immunohistochemicznej oraz w qPCR

K1 | G1 | Watroba | G5 | K5 | Dwunastnica

K2 | G2 | Sledziona | G6 | K6 | Jelito krete
K3 G3| Nerka | G7|K7 Aorta
K4 | G4 Ptuco G8 | K8 Modzg
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Ryc. 35. llosciowa analiza ekspresji gendw kodujacych enzym M i enzym P w réznych tkankach u gotebia pocztowego.
Oznaczenia: EnM: gen kodujgcy enzym M; EnP: gen kodujacy enzym P; G1 — G8: oznaczenia tkanek, zestawienie
podane w Tabeli 16. Dane byty analizowane z uzyciem testu jednokierunkowej ANOVY z poprawka Bonferroniego
(test post-hoc); **/*** - poziom istotnosci (** - p < 0,001; *** - p < 0,0001; **** - p < 0,0001).

7.2.4. Otrzymanie rozpuszczalnych form syntaz Gb3/CD77 w komodrkach Expi293F

W celu analizy aktywnosci syntaz Gb3/CD77 M i P, komorki linii Expi293F
transfekowano wektorami EBA-181bio kodujgcymi syntazy Gb3/CD77 M i P pozbawione
fragmentow przezbtonowych (opis w podrozdziale 6.3.5). Uprzednio, transfekcja komadrek
Expi293F wektorami kodujgcymi ludzkg syntaze Gb3/CD77 oraz jej muteine p.Q211E
pozwolita na uzyskanie rozpuszczalnych fragmentow tych enzymow (Mikotajczyk i wsp,

nieopublikowane). Niestety, w przypadku gotebich enzymoéw, stezenia otrzymanych
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biatek byty bardzo niskie, prawdopodobnie z uwagi na ich niestabilnos¢ lub degradacje. W
celu zwiekszenia wydajnosci produkgcji oaz stabilnosci
i rozpuszczalnosci docelowych biatek, zaprojektowano nowy konstrukt (EBA-181bio, Ryc.
S2), w ktérym na 5’-koncu sekwencji nukleotydowej kodujgcej rozpuszczalng forme
enzymu M i P dodano sekwencje kodujgca fragment Fc ludzkiego przeciwciata 1gG1.
Ponadto optymalizacji poddano kazdy z elementéw, w tym przede wszystkim stosunek
ilosci czynnika transfekcyjnego (EXPlfectamine™) do ilosci plazmidowego DNA,
temperature i czas hodowli oraz jej gestos¢ w dniu transfekcji. Najlepsze wyniki uzyskano
dla hodowli 4-dniowej prowadzonej w 32 °C, 8% CO;, przy stosunku EXPlfectamine™: DNA
(3:1) i gestosci poczatkowej hodowli 2,5 x 10 komdrek/ml hodowli. Jednak w trakcie
oczyszczania ilos¢ biatka gwattownie spadata, w szczegdlnosci w przypadku enzymu M,
ktéry byt niewykrywalny po zakofczeniu oczyszczania.

Analizy bioinformatyczne (Ryc. S6) wskazywaty na obecnos¢ reszt lizyn
podlegajgcych ubikwitynacji, dlatego wykonano ponowng optymalizacje hodowli
z uzyciem MG-132, ktéry jest inhibitorem proteasomu. Prébki nadsgczu analizowano za
pomocg metody Western blotting (Ryc. 36). Wykazano, ze w hodowlach z dodatkiem MG-
132 ilos¢ biatka byta wyzsza. Ponadto czas dodania inhibitora wptywat na wydajnosé
ekspresji: dla syntazy Gb3/CD77 P najlepszy wynik uzyskano, gdy MG-132 dodawano
24 h po transfekcji (Ryc. 36B). W przypadku enzymu M, najlepszy rezultat uzyskano dla
dodatku MG-132 po 72 h (Ryc. 36A, sciezka ,2”). Dane te wskazujg, ze ekspresja
rekombinowanych gotebich enzymdéw w systemie ekspresyjny Expi293F wymaga dodatku
inhibitora proteasomu (Stockklausner iin., 2015; Otani i in., 2020; Appanna i in., 2021).

Uzyskane w komédrkach Expi293F rozpuszczalne enzymy M i P oczyszczano na ztozu
z immobilizowanym biatkiem A (opis w podrozdziale 6.5.6), ktdre wykazuje duze
powinowactwo do biatka fuzyjnego (Fc higGl). Srednia wydajnos$¢ produkcji biatka
wynosita od 100 pg/ml (dla enzymu M) do 400 pg/ml (dla enzymu P). Czystosc
otrzymanych biatek oceniono na ok. 85 - 90% (Ryc. 37C).
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Ryc. 36. Analiza Western blotting nadsgczu z hodowli komorek linii EXPI293F transfekowanych wektorami
kodujgcymi rozpuszczalne formy syntazy Gb3/CD77 M (Panel A) lub Gb3/CD77 P (Panel B) wraz z Fc hlgG1
oraz analiza SDS-PAGE frakcji zebranych z réznych etapdw oczyszczania syntazy Gb3/CD77 P na ztozu Protein
A Sepharose. Oznaczenia: 1: hodowla EXPI293F bez MG-132; 2: hodowla EXPI293F z MG-132 dodanym po
24 h; 3: hodowla EXPI293F z MG-132 dodanym po 72 h; F: frakcja niezwigzana do ztoza (flow through); W:
frakcja biatek nieswoiscie zwigzanych do ztoza (wash); E1, E2: frakcje elucyjne. Strzatkg zaznaczono prazek
pochodzacy od enzymu.

7.2.4.1. Analiza N-glikanéw w rozpuszczalnych domenach syntaz Gb3/CD77

Analiza bioinformatyczna miejsc glikozylacji rozpuszczalnych form enzymodéw
wskazywata na obecnos¢ 3 miejsc N-glikozylacji w obu analizowanych biatkach (z czego
jeden sekwon we fragmencie Fc) i brak O-glikozylacji (Ryc. S5). W celu zbadania obecnosci
glikandw na powierzchni ptasich biatek prébki enzymdéw poddano trawieniu PNGazg F i O-
glikanazg. Wykazano, ze poddanie syntazy Gb3/CDD77 M dziataniu PNGazy F
spowodowato obnizenie masy czgsteczkowej o ok. 9,4 kDa (Ryc. 37), co odpowiada
w przyblizeniu czterem N-glikanom o strukturze kompleksowej/hybrydowej. Poddanie
syntazy Gb3/CD77 P dziataniu PNGazy F spowodowato obnizenie masy czgsteczkowej

o ok. 10,3 kDa, co odpowiada réwniez czterem N-glikanom (za $rednig mase jednego
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N-glikanu przyjeto 2,5 kDa (Li i in., 2021)). Poniewaz jedno miejsce N-glikozylacji wchodzi
w sktad biatka fuzyjnego, réznice w masie zidentyfikowanych miejsc glikozylacji dla
enzymow M i P mogga by¢ zwigzane z rodzajem i ztozonoscig przytgczonych do nich N-
glikanow. W preparatach poddanych dziataniu O-glikanazy nie zaobserwowano réznic w

masie w poréwnaniu do enzymow nietrawionych.

Syntaza Gb3/CD77 M Syntaza Gb3/CD77 P
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Ryc. 37. Analiza Western blotting syntaz Gb3/CD77 M i P wyprodukowanych w komdrkach Expi293
i poddanych dziataniu PNGazy F i O-glikanazy. Oznaczenia: M_nt: syntaza Gb3/CD77 M, nietrawiony
preparat; M_PNGaza F: syntaza Gb3/CD77 M po trawieniu PNGazg F; M_Ogly: syntaza Gb3/CD77 M po
trawieniu O-glikanazg; P_nt: syntaza Gb3/CD77 P, nietrawiony preparat; P_PNGaza F: syntaza Gb3/CD77 P
po trawieniu PNGazg F; P_Ogly: syntaza Gb3/CD77 P po trawieniu O-glikanazg; MW: standard masy (Page
Ruler PreStained, 10-180 kDa). Zielonymi strzatkami zaznaczono preparaty nietrawione, na czerwono —

trawione.

7.2.4.2. Analiza swoistosci syntaz Gb3/CD77 M i P

W celu okreslenia aktywnosci enzymatycznej syntaz Gb3/CD77 M i P, wykonano
test ELISA z uzyciem koniugatéw oligosacharydéw z poliakrylamidem jako substratéw
reakcji enzymatycznej. Do detekcji uzyto przeciwciat anty-P1 oraz anty-NOR (Tabela 5).
Jako kontroli pozytywnej uzyto rozpuszczalnych form ludzkiej syntazy Gb3/CD77
otrzymanych réwniez w komadrkach linii EXPI293F: WT (dla powszechnie wystepujgcego
enzymu) oraz QE (dla wariantu z podstawieniem p.Q211E).

Aktywnos¢ ludzkiej syntazy Gb3/CD77 WT byta najwyzsza wobec LacPAA i ok.
3 razy nizsza wobec nLcPAA, podczas gdy muteina tego enzymu byta aktywna przede

wszystkim wobec nLcPAA, i ok. 3-krotnie mniej aktywna wobec LacPAA. Muteina jako
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jedyna wykazata aktywnos¢ wobec Gb4PAA, czyli byta jedynym wsréd testowanych
enzymow, ktéry byt zdolny do syntezy antygenu NOR. Najwiekszg aktywno$é wobec
LacPAA wykazywata ludzka syntaza Gb3/CD77 WT, duzo nizszg ludzki wariant QE oraz
enzym P, a najnizszg enzym M. Enzymy M i P wykazaty wysoka aktywnos¢ wobec nLc4PAA
(prekursor P1), a aktywnos¢ wobec LacPAA (prekursor Gb3) byta 5 lub 10 razy mniejsza
(odpowiednio dla enzymu P i M) od ludzkiego enzymu WT. Enzymy M i P nie wykazaty
aktywnosci wobec Gb4PAA, ktory jest prekursorem antygenu NOR (Ryc. 38).

[ .

15

LacPAA
GhAPAA
I nLcAPAA
1

Absorbancja (405 nm)

05

syntaza Gb3/CD77 M  syntaza Gb3/CD77 P syntaza Gb3/CD77 QE syntaza Gb3/CD77 WT K-UDP-Gal Kneg
Probka

Ryc. 38. Aktywnos¢ enzymatyczna oczyszczonych ludzkich i gotebich syntaz Gb3/CD77 wobec syntetycznych
prekursorow oznaczona za pomocg testu ELISA. Oznaczenia: K-UDP-Gal: kontrola negatywna, bez dodatku
nosnika cukru UDP-Gal; Kneg: kontrola bez mieszaniny reakcyjnej. Wartosci prezentowane dla enzymoéw
stanowig wartosci po odjeciu wszystkich zastosowanych kontroli negatywnych.
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8. DYSKUSIJA

8.1. Antygeny uktadu grupowego krwi P1PK u ptakow

Unikalnos$¢ ludzkiej syntazy Gb3/CD77 polega na jej zdolnosci do syntezy
produktdéw o kilku réznych strukturach: w wyniku dodania reszt galaktozy do terminalnych
galaktoz w dwdch réznych akceptorach glikosfingolipidowych powstajg glikosfingolipidy
Gb3 (antygen P¥) i P1, a enzym z podstawieniem p.Q211E przenosi reszte galaktozy
rowniez na terminalng N-acetylogalaktozamine, tworzgc antygeny NOR1 i NOR2.
Glikosfingolipidy P¥, P1i NOR nalezg do ludzkiego uktadu grupowego krwi P1PK (ISBT 003).
Ponadto, jak wykazano ostatnio (Szymczak-Kulus i in., 2021), syntaza Gb3/CD77 moze
przytacza¢ terminalng galaktoze takie do N-glikandw, tworzac glikotopy P1
(Gala1—4Galf1—4GIcNAc). W zwigzku z tym ten sam enzym moze syntezowaé cztery
rézne glikosfingolipidy (Gb3, P1, NOR1 i NOR?2) oraz
a-galaktozylowany N-glikan, co mozna opisa¢ zasada ,jeden enzym, pie¢ antygendw,
cztery fenotypy” (Suchanowska i in., 2012; Kaczmarek i in., 2014, 2018).

O ile ludzka syntaza Gb3/CD77 byta przedmiotem licznych badan (w tym
prowadzonych w naszym Laboratorium), to jedynym przebadanym homologiem tego
enzymu z gatunku innego niz cztowiek jest syntaza Gb3/CD77 gotebia (C. livia). Wykazano,
ze enzym ten, w przeciwienstwie do ludzkiej syntazy Gb3/CD77, przenosi galaktoze przede
wszystkim na akceptory glikoproteinowe, a jego aktywno$é wobec GSL jest niewielka
(Suzuki, Nawa i Yamamoto, 2011; Morimoto i in., 2020). Obecnos¢ struktur Galal—4Gal
stwierdzono jedynie u ptakow wspétczesnych (Neoaves), podczas gdy ptaki nalezgce do
bezgrzebieniowcodw (Galloansers i Paleognathae) ich nie majg (Suzuki, Laskowski, i Lee,
2004; Suzuki, Laskowski i Lee, 2006). Wszystkie publikacje dotyczace ekspresji
Galal—4Gal u réznych gatunkow ptakow zostaty przygotowane
w oparciu o badania nad glikoproteinami biatka jaja, watroby oraz limfocytéow (Suzuki
i in., 2003). Nie badano natomiast obecnosci tych struktur na powierzchni ptasich
erytrocytow, ktére sg stosunkowo tatwo dostepne. Dlatego w niniejszej pracy erytrocyty
40 osobnikéw nalezgcych do 12 gatunkdéw ptakdéw zostaty przebadane za pomoca
cytofluorometrii przeptywowej, Western blottingu, HPTLC i spektrometrii masowe;j.
W cytofluorometrii przeptywowej z zastosowaniem przeciwciat anty-P1, najwyzsze

wigzanie przeciwciat do erytrocytéw zaobserwowano u gatunkéw zyjgcych na obszarach
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zurbanizowanych (gotebie, wrony) lub hodowanych jako zwierzeta domowe (papugi) (Ryc.
13A). Najnizsze wigzanie miato miejsce u przedstawiciela ptakéw drapieznych (sokota)
oraz siewkowych (stonka). Wykryto znaczgce rdzinice miedzygatunkowe
i miedzyosobnicze w wigzaniu przeciwciat, przy czym rdéznice te byty najwieksze
u przedstawicieli gotebiowych i papugowych. Erytrocyty sokota wykazaty najwyzsze
wigzanie podjednostki 1B toksyny Shiga, podczas gdy wigzanie tej toksyny do erytrocytéw
innych gatunkow byto niskie (Ryc. 13C). Nie obserwowano wigzania przeciwciata anty-P1
ani podjednostki toksyny Shiga 1B do erytrocytéw przedstawicieli bezgrzebieniowcow
(dréb hodowlany, bazant).

Analiza frakcji neutralnych glikosfingolipiddw wyizolowanych z erytrocytéw
przedstawicieli ptakéw wspdtczesnych (gotgb pocztowy i ozdobny) i bezgrzebieniowcow
(kura, ges) wykazata, ze jedynie u gotebia ozdobnego obecne s3 glikosfingolipidy
z terminalng strukturg Galal—4Gal: byty to Gb3Cer i P1. Podjednostka 1B toksyny Shiga
wigzata sie do Gb3 we frakcji neutralnych GSL z erytrocytéw gotebia.

Potwierdzity to widma masowe, ktdére wykazaty, ze glikosfingolipidy neutralne
wyizolowane z erytrocytow kury i gotebia zawierajg kilka izoform glukozyloceramidu.
W GSL z erytrocytéw gotebia wykryto laktozyloceramid, a takze glikosfingolipidy
o dtuzszych tfaricuchach cukrowych, w tym rozpoznawane przez przeciwciato anty-P1,
ktérych struktur nie udato sie ustalic.

Oligosacharydy z terminalng strukturg Gala1—4GalBf1—4GIcNAc zostaty uprzednio
wykryte na biatkach jaj, ale biatka bton erytrocytow nie byty dotgd badane.
W niniejszej pracy wykazano, ze glikotopy takie sg obecne w biatkach bton erytrocytéw
gotebia, ale nie znaleziono ich u kury. Obecno$é terminalnych struktur Galal—4Gal na
glikoproteinach erytrocytow gatunkéw nalezgcych do ptakow wspodtczesnych (ale nie do
bezgrzebieniowcdw) potwierdza wczesniejsze doniesienia o utracie zdolnosci do syntezy
reszt Galal—4Gal przez przodka bezgrzebieniowcédw w momencie dywergencji od
parvklasy ptakéw wspodtczesnych (Suzuki, Laskowski, i Lee, 2004).

Przedstawione wyzej wyniki wskazywaty na mozliwo$é istnienia alloprzeciwciat
rozpoznajacych antygeny grupowe P1PK, podobnie, jak ma to miejsce u cztowieka.
Alloprzeciwciata anty-P1P%, ktére rozpoznajg antygeny P1 i PX, wystepujg przede
wszystkim u oséb o fenotypie p (Daniels 2013). Mogg wystepowaé rowniez u osob

o fenotypie P, (genotyp P:P2); zwtaszcza u hodowcow gotebi, co wigze sie
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prawdopodobnie z immunizacjg przez biatka gotebia zawierajgce glikotopy P1 (Effler,
Roland i Redding, 1976; Radermecker i in., 1980). Przeciwciata anty-P1P¥ mogg
powodowac samoistne poronienia, zwtaszcza u matek z fenotypem p, poniewaz duza ilosé
tych antygendow wystepuje w tozysku (Kaczmarek i in., 2014).

Do tej pory zagadnienie zréznicowania antygendéw uktadéw grupowych krwi byto
badane u kur (Dietert i in.,, 1992; Taylor, Medarova i Briles, 2016), ale nigdy
u przedstawicieli gatunkdw nalezgcych do parvklasy ptakow wspoétczesnych. Gdyby takie
alloprzeciwciafa istniaty, najprostszg metodg ich wykrycia byftaby aglutynacja ludzkich
erytrocytow o fenotypie P1 (ale nie P2). Wykazano, ze ilo$¢ antygenéw P1PK na
powierzchni ludzkich erytrocytéw moze wynosi¢ od 5000 do 25 000 jednostek wigzacych
przeciwciato w przypadku genotypu P'P! oraz 100 do 15 000 wigzacych przeciwciato
w przypadku genotypu P!P?; na erytrocytach oséb o genotypie P?°P? nie wykryto
antygenow P1 (Kaczmarek i in., 2018). Aglutynacje ludzkich erytrocytow przez surowice
ptakéw obserwowano jednak niezaleznie od fenotypu P1 i Py, i tylko w przypadku surowic
ptakow nalezgcych do Neoaves, ktére zyjg blisko cztowieka (gotagb pocztowy, badane
gatunki Ary). Aglutynacja ta nie byta hamowana przez owomukoid gotebia, ktéry jest
bogaty w glikotopy P1, co sugeruje, ze ptasie przeciwciata nie rozpoznajg antygendow
grupowych P1PK. Hamowanie aglutynacji stwierdzono jedynie w przypadku preparatéw
ludzkiej glikoforyny A, ktére zawierajg ludzkie antygeny grupowe A/B/H (Podbielska i in.,
2004; Fredriksson i in., 2010). W tescie ELISA wykazano wigzanie przeciwciat z ptasich
surowic do glikoforyn otrzymanych od oséb o grupach A i O (glikoforyna A od osoby
B nie byta dostepna). Ze wzgledu na to, ze aglutynacje stwierdzono réwniez w przypadku
erytrocytow traktowanych papaing, ktéra usuwa caty N-koricowy fragment glikoforyny A,
mozna wnioskowaé, ze przeciwciata z surowic ptakdow nie rozpoznajg biatkowego
fragmentu glikoforyny A, ale jej fragmenty (prawdopodobnie oligosacharydy) obecne na
N- i O-glikanach. Te same cukrowe antygeny sg obecne na glikolipidach powierzchniowych
ludzkich erytrocytéw, a ich dostepnos¢ dla przeciwciata zwieksza sie po traktowaniu
papaing. Mozna  wiec  wyciggngé  wniosek, ze przeciwciatfa obecne
w ptasich surowicach (w tym u przedstawiciela bezgrzebieniowcéw) rozpoznajg ludzkie
antygeny A/B/H, ale nie glikotopy P1 i antygeny P1 i PX. Mozna tu zada¢ pytanie: dlaczego
najwyzsze miana aglutynacji obserwowano u ptakéw zyjacych blisko cztowieka? Wydaje
sie, ze najbardziej prawdopodobna przyczyng jest uwspodlnianie mikrobioty miedzy
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cztowiekiem i ptakami; wiadomo, ze bakterie mikrobioty odgrywajg wazing role
w immunizacji wobec antygenéw A/B/H (Makivuokko i in., 2012; Cabezas-Cruz i in., 2017;
Wu i in., 2018). Poniewaz u ptakéw nie zidentyfikowano genéw homologicznych do
ludzkiej transferazy ABO oraz ludzkich antygendéw grupowych A/B/H, immunizacja
bakteriami ludzkiej mikrobioty jest prawdopodobna.

Badania nad aktywnoscig enzymatyczng gotebiej syntazy Gb3/CD77 i rodzajem
rozpoznawanych przez nig akceptoréw byty dotad niemozliwe ze wzgledu na brak linii
komdrkowej pochodzacej z gotebia lub innego gatunku nalezgcego do Neoaves, w ktorej
miataby miejsce wysoka ekspresja tego enzymu. W zwigzku z tym podjeto prébe
otrzymania linii komodrek srdodbtonkowych pochodzgcych z aorty gotebia (jako
przedstawiciela  ptakow  wspbdtczesnych) oraz  kury (jako przedstawiciela
bezgrzebieniowcdw). Wykazano, ze oba rodzaje komoérek tworzg pseudonaczynia, co
potwierdza ich srédbtonkowe pochodzenie. Uzyskanie takich komdrek byto niezbednym
krokiem do badan nad rolg ptasiego $réddbtonka w zakazeniach STEC, ale procedura
unieSmiertelniania zakonczyta sie niepowodzeniem (maksymalny czas przezycia komaérek
w hodowli wynosit 6 tygodni). Tym niemniej, analiza cytofluorometryczna wykazata, ze
jedynie komorki gotebia sg swoiscie rozpoznawane przez przeciwciata anty-P1. Wigzanie
podjednostki toksyny Stx1B byto niewiele wyzisze od kontroli negatywnej, co moze
oznacza¢, ze glikotop Galal—4 jest niedostepny dla toksyn, mimo ze wystepuje on na
powierzchni tych komérek. Zgodnie z przewidywaniami, u kury nie stwierdzono swoistego
wigzania przeciwciat anty-P1, a obserwowane wigzanie Stx1B byto niewiele wyzsze od
kontroli negatywnej.

We frakcji neutralnych GSL z komdrek kury zidentyfikowano za pomoca
spektrometrii masowej jony dla GlcCer, nLc4Cer oraz dla iGb3Cer. W komoérkach gotebia
zidentyfikowano GlcCer. Gb3Cer, nlLc4Cer oraz jony odpowiadajgce antygenom P1
i Forssman.

W lizatach komoérek gotebia badanych za pomocg Western blottingu przeciwciata
anty-P1 (klon 650 i P3NIL100) wigzaty sie do biatek o masie powyzej 43 kDa, natomiast
podjednostki Stx1B do biatek o masie 54 i 100 kDa. Nie stwierdzono swoistego wigzania
do komérek kury.

W barwieniu immunohistochemicznym tkanek gotfebia i kury swoiste wigzanie

przeciwciat anty-P1 i podjednostki 1B toksyny Shiga obserwowano tylko w tkankach
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gotebich, przy czym poziom wigzania przeciwciat i Stx1B byt poréwnywalny w trzech

badanych tkankach. W przypadku tkanek kury obserwowano nieswoiste wigzanie.

8.2. Charakterystyka aktywnosci i swoistosci syntaz Gb3/CD77 u gotebi

W wyniku klonowania syntazy Gb3/CD77 gotebia otrzymano dwa klony
o wysokim podobienstwie sekwencji nukleotydowej, ktére nazwano M i P (opis
w rozdziale 6.3). Gen P byt uprzednio badany (Suzuki i Yamamoto, 2010), ale gen
M nie byt wczesniej opisany. Wykazano, ze geny te nie sg allelicznymi odmianami tego
samego genu.

Aby okresli¢ aktywnos¢ i swoisto$¢ substratowg kazdej z gotebich syntaz
Gb3/CD77, wykonano przejsciowg transfekcje ludzkiej linii komodrkowej 2102Ep
wektorami kodujgcymi enzym M lub P. Ze wzgledu na obecnos¢ mutacji punktowej
€.631C>G w sekwencji enzymu M, ktéra u ludzi skutkuje rozszerzeniem swoistosci
akceptorowej syntazy Gb3/CD77 i produkcjg antygenu NOR, zdecydowano sie na wybér
linii komdrkowej z duzg ekspresja glikosfingolipidu Gb4, ktéry jest prekursorem antygenu
NOR. Analiza cytofluorometryczna wykazata, ze komorki transfekowane wektorem
kodujgcym enzym P silnie wigzg przeciwciata anty-P1 (w szczegdlnosci klon 650). W
przypadku komodrek transfekowanych wektorem kodujgcym enzym M wigzanie
przeciwciat byto stabsze, zwtaszcza w przypadku anty-P1 (klon P3NIL100). Wigzanie
podjednostki Stx1B do komérek transfekowanych wektorami kodujgcymi enzymy M i P
byto na podobnym poziomie. Nie wykryto wigzania przeciwciata anty-NOR do komadrek
transfekowanych wektorem kodujgcym enzymy M i P, co sugeruje, ze enzymy te nie moga
przytgczac reszty galaktozy do terminalnej N-acetylogalaktozaminy, pomimo obecnosci w
enzymie M mutacji p.Q211E w pozycji homologicznej do pozycji 211
w ludzkiej syntazie Gb3/CD77. Otrzymany w komadrkach Expi293 rozpuszczalny fragment
enzymu M réwniez nie syntezowat antygenu NOR. Brak syntezy antygenu NOR przez
enzym M jest prawdopodobnie spowodowany innymi réznicami w sekwencji
aminokwasowe] w porownaniu z ludzkim enzymem.

Analiza frakcji glikosfingolipidéw neutralnych z nietransfekowanych komodrek
2102Ep i komérek transfekowanych wektorami kodujgcymi enzym M lub P za pomocg
HPTLC i spektrometrii masowej wykazata, ze nietransfekowane komoérki oraz komarki
transfekowane wektorem kodujgcym syntaze Gb3/CD77 P miaty identyczny sktad GSL;
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zidentyfikowano jony dla LacCer, Gb3Cer lub Gb4Cer. Widma uzyskane dla frakcji
neutralnych GSL z komodrek produkujagcych enzym M zawieraty dodatkowe jony
odpowiadajgce ludzkiemu antygenowi P1 z niespotykanymi u ssakéw resztami acylowymi
(kwasy ttuszczowe wielonienasycone). Dane te potwierdzajg przypuszczenie, ze enzym M
(ale nie enzym P) moze syntezowac¢ GSL. Wigzanie podjednostki 1B toksyny Shiga do
komodrek transfekowanych plazmidami kodujgcymi enzymy M jak i P byto jednak na
podobnym poziomie. Dane te wskazujg, ze oba enzymy (M i P) mogg syntezowac
glikoproteiny o terminalnej strukturze Galal—4Gal, ale nie wszystkie takie struktury
wigzg podjednostke toksyny Stx.

Podsumowujac, komorki linii 2102Ep transfekowane wektorami kodujgcymi
enzymy M i P wytwarzajg glikotopy Galal—4Gal na glikoproteinach, przy czym komorki
produkujgce enzym P produkujg ich wiecej niz komérki produkujgce enzym M.
W przeciwienstwie do enzymu P, syntaza Gb3/CD77 M moze przenosi¢ reszty galaktozy
na dwa rodzaje akceptordw: glikoproteiny i glikosfingolipidy, chociaz jej aktywnos¢ jest
nizsza w poréwnaniu z enzymem P (Tabela 18, Tabela 19).

Aby okresli¢ wzgledny poziom transkryptow dla enzymoéw M i P, przeprowadzono
badanie qPCR na RNA z jednojadrzastych komérek krwi obwodowej gotebi réznych ras. W
zaleznosci od rasy gotebia, stosunek pozioméw transkryptu P do M wynosit odpowiednio
od 3:1 (gotebie pocztowe) do 20:1 (gotebie ozdobne). Tak niski wzgledny poziom
transkryptu dla genu kodujgcego enzym M u gotebia ozdobnego, w ktérego erytrocytach
znaleziono  glikosfingolipidy z  terminalng  strukturg Galal—4Gal (Gb3Cer
i P1) jest trudny do wyjasnienia, skoro w eksperymentach z komdérkami 2102Ep wykazano,
ze enzym M syntezuje glikosfingolipidy. Istnieje mozliwos¢, ze w syntezie
glikosfingolipidéw z terminalng resztg Galal—4Gal bierze udziat inny paralog, ktérego
aktywnosci enzymatycznej i swoistosci nie znamy. Analiza bioinformatyczna wykazata, ze
wiekszos¢ ptakow z kladu ptakdow wspoédtczesnych ma 5-7 gendw kodujacych paralogi
syntazy Gb3/CD77 (Shapiro et al. 2013; Suzuki 2019).

U kury potwierdzono brak transkryptu dla obydwu genéw we wszystkich badanych
tkankach (histogramy dla analizowanych prébek byty na poziomie kontroli negatywnej,
bez dodatku matrycy).

Gotebia syntaza Gb3/CD77 P zostata juz wczesniej scharakteryzowana przez Suzuki

i wspotpr. (Suzuki and Yamamoto 2010). Eksperymenty przeprowadzone na linii EXP1293T
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produkujgcej gotebi enzym z wykorzystaniem metod cytofluorometrii przeptywowej,
gPCR oraz Western blottingu wykazaty, ze badany enzym jest swoisty jedynie wobec
glikoprotein, a analiza cytofluorometryczna nie wykazata obecnosci Gb3 na powierzchni
komédrek EXPI293T transfekowanych gotebig syntazg Gb3/CD77 (Suzuki and Yamamoto
2010). W 2020 roku ten sam zespdt (Morimoto i in., 2020) bardziej dokfadnie
scharakteryzowat ten enzym, stosujgc znakowanie metaboliczne komérek Hela 4C-
galaktozg oraz testy cytotoksycznosci. Autorzy wysuneli wtedy wniosek, ze enzym jest w
stanie przenosi¢ reszty Gal réwniez na akceptory glikosfingolipidowe (Morimoto i in.,
2020).

Metaboliczne znakowanie '4C-galaktoza opisane w niniejszej pracy nie wykazato
jednak zadnych dodatkowych GSL w komdrkach transfekowanych wektorami kodujgcymi
enzym M i P. Ponadto, GSL pochodzace z komodrek transfekowanych wektorami
kodujacymi enzymy M i P zawieraty szybko migrujace prazki, ktére prawdopodobnie
reprezentowalty galaktozylo-alkiloacylo i galaktozylo-diacyloglicerol. Uprzednio wykazano,
ze ceramid i diglicerydy zawierajgce hydroksy- i niehydroksy kwasy ttuszczowe mogg by¢
galaktozylowane przez galaktozylotransferazy w zaleznosci od ich lokalnej dostepnosci
(Nagai, Takahashi i Niimura, 2016)

Morimoto i wspotpr. nie wykonali testéw immunochemicznych z uzyciem
przeciwciat anty-P1, a wnioski na temat struktury GSL z komodrek transfekowanych
gotebim enzymem wyciggneli na podstawie ruchliwosci pragzkdw w HPTLC. Poréwnanie z
komadrkami nieprodukujgcymi tego enzymu mogtoby wykazaé, ze prazek obserwowany po
znakowaniu metabolicznym '#C-Gal jest produktem tego konkretnego enzymu,
i mogtoby stanowi¢ dowdd na dwojakg nature swoistosci akceptorowej syntazy Gb3/CD77
P. Badania opisane w niniejszej pracy nie wykazaty jednoznacznych dowoddéw na to, ze
enzym P moze syntezowac glikosfingolipidy (Tabela 18). W szczegdlnosci, wyniki analizy
HPTLC i MALDI-TOF sugerujg, ze komérki produkujgce syntaze Gb3/CD77 P nie wytwarzajg
zadnych dodatkowych GSL w poréwnaniu z komérkami nietransfekowanymi. W zwigzku z
tym istnieje mozliwos¢, ze paralog P syntazy Gb3/CD77 z gotebia jest enzymem swoistym
jedynie wobec glikoprotein, jednak potwierdzenie tej tezy bedzie mozna uzyskac za
pomocg transfekcji komoérek linii, ktére nie produkujg neutralnych GSL (np. CHO) z
uzyciem wektora kodujgcego ten enzym. Warto zaznaczy¢, ze analiza HPTLC z

wykorzystaniem 4C-galaktozy opisana przez Morimoto i wspotpr. (Morimoto i in., 2020)
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zostata wykonana bez podziatu na frakcje neutralnych i kwasnych glikosfingolipidow
(gangliozyddw): autorzy wykonali analize HPTLC po ekstrakcji i saponifikacji. Struktura
glikosfingolipidu, ktéremu odpowiadat wyznaczony przez zespét prazek majacy swiadczyc
o zdolnosci gotebiej syntazy Gb3/CD77 P do przenoszenia reszt galaktozy na GSL nie
zostafa okreslona. Nie przedstawiono tez zadnych dodatkowych analiz mogacych poméc
we wstepnej identyfikacji wskazanego glikosfingolipidu. Do tej pory ukazato sie kilka
doniesien, ktdre sktaniajg do ostroznej interpretacji wynikdw znakowania metabolicznego
(Sandhoff

i Kolter, 2003; Schwarzmann, Arenz i Sandhoff, 2014; Wandall i in., 2021). Znakowanie
metaboliczne jest jedng z najczulszych  metod  identyfikacji;  Crespo
i wspotpr. (Maria Crespo, Ramé Zurita i Luis Daniotti, 2002) wykazali, ze znakowanie
metaboliczne [3H]-Gal komodrek CHO-K1 traktowanych inhibitorem syntezy
glikosfingolipidow nadal pozwala na wykrycie resztkowych ilosci GM3 czy GA2, ktérych
nie obserwuje sie w innych, powszechnie stosowanych metodach analiz GSL.

Grupa Morimoto i wspotpr. w 2020 r. opisata jeszcze jeden gen A4GALT z gotebia,
ktory nazwata A4GALT1. Zdaniem autordw, jest on swoisty jedynie wobec
glikosfingolipidéw. Autorzy nie przedstawili jednak zadnych danych eksperymentalnych
potwierdzajgcych te teze. Na podstawie informacji zawartej w pracy z 2019 (Suzuki, 2019)
ok. 70% homologii sekwencji nukleotydowej A4GALT1 do A4GALT2 nalezy raczej
wykluczyé, ze A4GALT1 opisany przez Morimoto i wspdtpr. gen kodujgcy enzym
M opisany w niniejszej pracy to te same geny. Na podstawie wstepnie przeprowadzonej
analizy bioinformatycznej mozna przypuszczaé, ze chodzi o gen oznaczony w Tabeli 3
(wstep rozdziat) jako A4GALT7.

Tabela 18. Poréwnanie analizy swoistosci gotebich syntaz Gb3/CD77 opisanych

w pis$miennictwie i analizowanych w niniejszej pracy

Gotebia syntaza Gb3/CD77

Bereznicka i in. (2102Ep) Morimoto i in. (Hela)
GenBank nr

Nazwa Swoistos¢ | Nazwa Swoistosé

MN545843.1 Syntaza Gb3/CD77 M | GP + GSL =

NM_001315524.1 | Syntaza Gb3/CD77 P GP A4GALT2 | GP >>> GSL

= A4GALT1 GSL
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Tabela 19. Poréwnanie dystrybucji antygenéw P1/P* i aktywnosci enzymatycznej gotebich syntaz
Gb3/CD77 M i P opisanych w niniejszej pracy

Proporcje antygendw ludzkiego ukfadu grupowego krwi P1PK u gotebi

Tkanki/komérki/lizat biatkowy GSL
Osobnik qPCR a-P1 (klon 650) a-P1 (klon Stx1B TLC MALDI-
(RQp:RQY,) P3NIL100) TOF
Gotfab
pocztowy 31 niski . wysokf niski l wysoki | niski . wysoki brak brak
(PBMC/RBC)
Gofab
pOCZtOWV 151 niski . wysokf niski lwysoki niski . wysoki
watroba
Golab
pOCZtOWY p{UCD 151 niski . wysok] niski . wysoki niski . wysaki
Gofab
pOCZtDW.\[ 171 niski .wysmk niski .wysoki niski . wysoki
dwunastnica
Gofab ozdobny
(mEWka) e niski . wysokj niski . wysoki niski . wysoki Gb3' P1 Gb3' Pl
(PBMC/RBC)

Niedawno Mikotajczyk i wspotpr. wykazali, ze glikozylacja ma duzy wptyw na
aktywnos¢ ludzkiej syntazy Gb3/CD77 (Mikolajczyk i in., 2021). Enzym ten ma miejsca
glikozylacji (N121 i N2o3). Obecnos$é N-glikanu w pozycji N121 nie ma wptywu na aktywnosé,
ale utrata N-glikanu w pozycji N2o3 wigzata sie ze zmniejszeniem lub catkowity utrata
aktywnos¢ przez enzym. Aby sprawdzié czy, ptasie homologi s glikozylowane podobnie
jak ludzki enzym, preparaty enzyméw M i P otrzymane w komérkach EXPI293 poddano
trawieniu PNGazg F oraz O-glikanazg. Trawienie PNGazg F spowodowato obnizenie masy
czgsteczkowej o okoto 10 kDa. Taki wynik Swiadczy o tym, ze podobnie jak ludzki homolog
ptasie enzymy rowniez sg N-glikozylowane co najmniej w dwdch miejscach. Doktadne
okreslenie struktur tych N-glikandw bedzie mozliwe za pomocg spektrometrii mas po
oczyszczeniu obu enzymow. Nie stwierdzono réznic w masie czgsteczkowe] po trawieniu

O-glikanazg, co sugeruje, ze enzymy M i P nie sg O-glikozylowane.

8.3. Antygeny ukfadu grupowego krwi P1PK i toksyny Shiga

Gtéwny receptor dla toksyn, Gb3 znajduje sie gtdwnie na powierzchni ludzkiego
srodbtonka naczyniowego, dlatego tez odgrywa on wazng role w przebiegu zakazenia
enterokrwotocznymi szczepami E. coli produkujgcymi toksyny Shiga. Wykazano, ze

toksyny Shiga, oprdécz inaktywacji rybosomow, mogg zmienia¢ fenotyp komodrek
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srodbtonkowych, wptywajac na regulacje transkrypcji niektérych gendéw. Molekularne
mechanizmy odpowiedzialne za te zmiany pozostaja nieznane (Petruzziello-Pellegrini,
Moslemi-Naeini i Marsden, 2013; Mercatelli, Bortolotti i Giorgi, 2020).

Aby sprawdzi¢, jaka jest wrazliwos¢ srodbtonkowych komérek ptasiej aorty na
toksyne Shiga, wykonano testy cytotoksycznosci z uzyciem holotoksyny Stx1.
Dwudziestogodzinna inkubacja z toksyng wywarta niewielki efekt cytotoksyczny na
gotebie komadrki $rédbtonkowe pozyskane z aorty, mimo zastosowania ok. 100X wyzszego
stezenia niz dla komoérek transfekowanych gotebimi enzymami, oraz ok. 1000X wyzszego
stezenia niz dla komérek transdukowanych ludzka syntazg Gb3/CD77 (Szymczak-Kulus i
in., 2021). Uprzednio wykazano, ze rownie wysokg odpornos¢ na dziatanie toksyn
obserwowano u myszy z wyfaczong syntaza Gb3/CD77
(Okuda i in., 2006). Niespodziewanie, efekt cytotoksyczny obserwowano dla komérek
srodbtonkowych kury. Wyniki testu cytotoksycznosci z wykorzystaniem holotoksyny Stx1,
gdzie mimo zastosowania duzego stezenia holotoksyny gotebie komérki srédbtonkowe
wykazujg niska, a kurze wysoka wrazliwos$é (spadek zywotnosci do ok. 70%) na toksyne
jest zaskakujacy. Wykazano, ze komoérki bezgrzebieniowcédw nie majg na powierzchni
receptorow dla toksyn Shiga (Suzuki, Laskowski, i Lee, 2004)
w zwigzku z czym obserwowany efekt cytotoksyczny moze by¢ wynikiem mechanizméw
niezaleznych od Gb3. Na przyktad czasteczki toksyn mogtyby by¢ przenoszone
w mikropecherzykach wytworzonych przez komérki gospodarza pozwalajgc toksynie na
ominiecie jego uktadu odpornosciowego czy makropinocytozy (Schiller, 2011;
Menge, 2020b; Detzner, Krojnewski, i in., 2021). W bazie NCBI znajduje sie sekwencja
kurzego homologu ludzkiego genu A4GALT, jednak nie ulega on transkrypcji (badania
wiasne autorki). Do tej pory nie opisano klinicznych objawéw zakazenia STEC u drobiu,
jednak w eksperymentach z kontrolowanymi zakazeniami in vivo wykazano wrazliwos¢
ptakdw na szczepy STEC (obserwowano zmiany w $rodbtonku i lezgcej ponizej blaszki
wiasciwej btony Sluzowej czesci proksymalnej i S$rodkowej jelita Slepego
(Beery, Doyle i Schoeni, 1985)). W pdzniejszych badaniach nie stwierdzono jednak
zadnych objawoéw klinicznych a w badanej surowicy zidentyfikowano przeciwciata
neutralizujgce toksyny niektdrych szczepéw STEC (Williams Smith, Green i Parsell, 1983).

Najnowsze prace potwierdzajg brak objawdw klinicznych wskazujgc jednoczesnie gatunki
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drobiu hodowlanego jako rezerwuary dla STEC (Ritchie, 2014;
Chapmaniin., 2022).

Mata wrazliwos¢ na holotoksyne obserwowana dla komorek gotebiego srodbtonka
rowniez jest nieoczekiwana. Ze wzgledu na to, ze poziom wigzania podjednostki 1B
toksyny Shiga byt stosunkowo niski (Tabela 19), mozna przypuszczaé, ze komérki te majg
matq liczbe receptoréw, lub ze sg one dla Stx1B niedostepne. Wiekszos$¢ receptoréw dla
Stx1B znajduje sie na glikoproteinach, ktére mogg wprawdzie by¢ funkcjonalnymi
receptorami, ale moga tez petnic role receptoréow putapkowych, ktére wigzg toksyne, ale
jej nie internalizujg. Ponadto, w eksperymentach z uzyciem DRMs (detergent-resistant
membranes) wykazato, ze dtugie taricuchy acylowe (C24:0 oraz C24:1) Gb3 oraz Gb4 mogg
powodowac ,splecenie” faricuchow acylowych kwasdéw ttuszczowych w zewnetrznej
czesci btony komodrkowej (Detzner, Krojnewski, i in., 2021). Oddziatywania miedzy
dtugotancuchowymi glikosfingolipidami w zewnetrznej czesci
i fosfatydyloseryng (18:0/18:1) w wewnetrznej czesci (mechanizm znany jako ,,uscisk reki”
taricuchéw acylowych kwaséw ttuszczowych), moze prowadzi¢ do utworzenia klastréw
poprzez sieciowanie glikosfingolipidow, co z kolei moze prowadzi¢ do przenoszenia
sygnatéw do cytozolu. Niewykluczone, ze opisywany mechanizm ma miejsce w przypadku
transportu toksyn Stx. Rola krétkich taricuchéw acylowych wcigz nie zostata zbadana
(Detzner, Klein, i in., 2021). W przypadku ptasich komérek, zidentyfikowano jony dla Gb3
z krotkimi  faricuchami acylowymi, w tym niespotykanymi u ssakéw (C19,
wielonienasycone). Synteza krétszych tancuchéw acylowych kwaséw ttuszczowych moze
uniemozliwié tworzenia klastréw, tym samym blokujgc przenoszenie sygnatéw do wnetrza
komorki (Nakayama i in., 2018; Iwabuchi, Nakayama i Hanafusa, 2022).

W przypadku ludzkiej linii komoérkowej 2102Ep transfekowanej wektorami
kodujgcymi enzym M lub P, testy cytotoksycznosci wykazaty wyzszg wrazliwosc na toksyne
komorek z ekspresjg enzymu M, jednak rdznice byty istotne statystycznie tylko dla dwdch
najwyzszych stosowanych stezen holotoksyny.

Ze wzgledu na to, ze nie otrzymano dotychczas ptasiej linii komdrkowej
produkujgcej jedynie enzym M lub P, wysuniecie jednoznacznych wnioskdéw na temat roli
tych enzymdéw w wigzaniu toksyn Shiga jest na razie niemozliwe. Na pierwszy plan
wysuwajg sie dwie hipotezy na temat mozliwych przyczyn zmniejszonej opornosci ptakdow
na toksyny Shiga. Pierwsza zakfada, ze topologia btony ptasich komodrek

129



DYSKUSJA

(w szczegdlnosci srodbtonkowych) utrudnia toksynom dostep do receptoréw. W wielu
publikacjach sugerowano, ze nie tylko obecnosé czy ilos¢ receptordw, ale takze topologia
btony, stopien glikozylacji jej sktadnikéw czy zawartosé cholesterolu moga mie¢ wptyw na
dostep i charakter wzajemnych oddziatywan czasteczek toksyny
i receptora (Pezeshkian i in., 2016; Detzner, Pohlentz i Muthing, 2020; Menge, 2020a;
Detzner, Krojnewski, i in., 2021; Johannes i Verhelst, 2021). Wiekszo$¢ produkowanych
przez analizowane w niniejszej pracy ptasie komorki glikosfingolipidéw ma krétkie
tancuchy kwaséw ttuszczowych. Inaczej jest w przypadku ludzkiej linii 2102Ep, gdzie
obserwowany efekt cytotoksyczny moze by¢ wynikiem produkcji gtéwnie
glikosfingolipidow o dtugich (C24, C24:1) taiicuchach acylowych kwaséw ttuszczowych.

Druga (w opinii autorki bardziej prawdopodobna) hipoteza, to dziatanie
glikotopdéw P1 jak receptory putapkowe. Za tg hipotezag mogg przemawiac wyniki uzyskane
przez Morimoto i wspotpr. w testach cytotoksycznosci, gdzie komorki linii Hela
produkujgce enzym P wykazywaty znacznie mniejszg wrazliwos¢ na toksyne niz komorki
transfekowane wektorem kodujgcym ludzkg syntaze Gb3/CD77, przy jednoczesnej
obecnosci Gb3 (Morimoto i in., 2020). Moze sie tak dzia¢ dlatego, ze duza ilos¢
glikoproteinowych glikotopéw P1 tworzy bariere uniemozliwiajgcg czgsteczkom toksyn
dotarcie do witasciwego receptora.

Ludzie, zwierzeta i S$rodowisko sg waznymi czynnikami w powstawaniu
i przenoszeniu réznych chordb zakaznych. W wiekszosci choréb zakaznych ludzi zwierzeta
petnig role zrodet lub zywicieli posrednich dla patogendéw. Oszacowano, ze okoto 60%
pojawiajgcych sie u ludzi zakazen ma charakter odzwierzecy (zoonozy),
a wsrdd tych patogendw ponad 70% pochodzi od dziko zyjacych zwierzat. Szacuje sie, ze
na catym Swiecie zoonozy to okoto 2,4 miliarda przypadkow zachorowan i 2,7 miliona
zgonow ludzi rocznie (Fong, 2017; Rahman i in., 2020).

Niektdre kluczowe patogeny przenoszone przez cztowieka, co do ktérych
wykazano, ze zakazajg zwierzeta obejmujg: wirus odry (paramyksowirusy), wirus grypy A
(ortomyksowirusy), wirus opryszczki zwyktej 1 (herpeswirusy), wirus SARS CoV-2,
pierwotniaki i pasozyty robakéw oraz bakterie, takie jak oporny na metycyline
Staphylococcus aureus czy Mycobacterium tuberculosis (Epstein i Price, 2009; Messenger,
Barnesi Gray, 2014). Wiele z tych patogendéw rozpoznaje antygeny cukrowe; przyktadowo,

o tym ze wirus grypy wiaze sie z receptorem na powierzchni komorek za posrednictwem
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kwasu sjalowego, wiadomo od lat 50. dwudziestego wieku (Gottschalk, 1952;
Viswanathan i in., 2010). (Unione i in., 2017; Thompson, de Vries i Paulson, 2019). Dlatego
modyfikacja takich antygendéw prze organizmy gospodarza stata sie jedng ze strategii
obrony przed patogenami.

Aby sprawi¢, ze receptory cukrowe na powierzchni komorki nie beda wigzac
patogendw, organizmy gospodarzy wykorzystujg trzy strategie:

1. Antygen cukrowy rozpoznawany przez patogen ulega modyfikacji, w wyniku czego
przestaje by¢ rozpoznawany przez patogen. Przyktadem mogg by¢ antygeny grupowe AB
ktore sg rozpoznawany przez receptor PfEMP1 z P. falciparum, w wyniku czego zakazone
merozoitami erytrocyty wigzg sie do komoérek srdodbtonka, unikajgc kontaktu
z makrofagami watroby. Brak tych antygendw u oséb grupy O powoduje bardziej wydajne
usuwanie zakazonych erytrocytéw w watrobie (Cserti i Dzik, 2007).

2. Antygen cukrowy rozpoznawany przez patogen przestaje by¢ produkowany, w wyniku
czego wigzanie patogenu jest niemozliwe. Ubocznym skutkiem moze by¢ produkcja
przeciwciat rozpoznajgcych ten antygen na patogenach. Przyktadem moze by¢ zanik
antygenu Galal—3Gal, co podwyzsza odporno$é na patogeny z tym antygenem
(Suchanowska i Czerwinski, 2009).

3. Antygen cukrowy staje sie receptorem putapkowym (decoy receptor), ktory wigze
patogen, ale zapobiega jego wniknieciu. Przyktad: antygeny A/B dla toksyny cholery albo
ludzkie antygeny cukrowe z mleka ludzkiego (A/B, Lewis) dla rotawiruséw (Anstee, 2010;
El-Hawiet, Kitova i Klassen, 2015; Orczyk-Pawitowicz i Lis-Kuberka, 2020).

Mimo wielu badan nad poznaniem molekularnych mechanizméw, za pomocg
ktérych toksyny Shiga rozpoznajg, wigzg sie i prowadzg do $Smierci komérek gospodarza
(cztowieka) nadal niewiele wiadomo, a stosowane terapie nie sg skuteczne. Zwrdcenie
uwagi na ptaki, ktére mimo obecnosci na komérkach w petni funkcjonalnych receptorow
pozostajg niewrazliwe na toksyny rodzi pytanie: w jaki sposéb niwelujg one dziatanie
toksyn Shiga? Z przedstawionych powyzej strategii najbardziej prawdopodobng wydaje
sie trzecia. W przeciwienstwie do cztowieka u ptakdw dominujgcg wydaje sie byé syntaza
Gb3/CD77 wykazujgca aktywnos$¢ jedynie wobec glikoproteinowych akceptoréw, ktére
jak moga stanowié receptory putapkowe dla toksyn. Byé moze pozostate, niezbadane

jeszcze paralogi tego enzymu z gotebia rowniez majg znaczenie w niewrazliwosci ptakow
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na toksyny Shiga. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie niezbedne jest wykonanie badan ich
aktywnosci i swoistosci akceptorowe;j.

Badanie wrazliwosci komdérek produkujacych glikokoniugaty z epitopem
Galal—4Gal na toksyny Shiga jest wazne dla zrozumienia zwigzku miedzy
enterokrwotocznymi szczepami E. coli wystepujgcymi u ptakéw a ich zywicielami, co nadal
jest przedmiotem debaty. Przyjmuje sie, ze obecnos$é¢ enterokrwotocznych szczepéw u
niektérych gatunkéw moze stanowic¢ zagrozenie dla zdrowia publicznego (Lambrechtiin.,
2021; Pavez-Mufioz i in., 2021). Wytwarzajgce toksyne Shiga (STEC)
i enteropatogenne E. coli (EPEC) reprezentujg dwa z co najmniej sze$ciu patotypow
ludzkiej enterokrwotocznej bakterii E. coli, ktére kolonizujg ptasie jelita i mogg by¢
uwazane za patogeny odzwierzece. Jednak ptasi mechanizm odpornosci na toksyny nie
jest znany (Sanches i in., 2017). Wykazano, ze ptaki mogg by¢ nosicielami STEC, ale
podobnie jak bydto wydajg sie oporne i mogg byé¢ zywicielem dodatkowym. Szpaki
i gotebie sg prawdopodobnie gtéwnymi nosicieli patogennych szczepéw zakazajacych
cztowieka i zwierzeta domowe, poniewaz te dwa gatunki ptakdéw mogg zamieszkiwaé
budynki miejskie, parki i place zabaw, gdzie ludzie sg narazeni na kontakt z tymi
zwierzetami i ich odchodami (Persad i Lejeune, 2014; Fadel, Afifi i Al-Qabili, 2017; Luzzago
i in., 2021). Dzikie ptaki zostaty po raz pierwszy zidentyfikowane jako potencjalne Zrédto
infekcji STEC w 1997 roku (Wallace, Cheasty i Jones, 1997). Od tego czasu STEC
wyizolowano od gotebi (Schmidt, Scheef, Morabito, Caprioli, Lothar H Wieler, i in., 2000;
Waniiin., 2004), wrébli (Foster i in., 2006), szpakéw (Kauffman i Leleune, 2011; Williams,
Pearl i Leleune, 2011) i innych gatunkéw ptakéw
(Gholami-Ahangaran i Zia-Jahromi, 2014; Pedersen i Clark, 2007; Kobayashi i in., 2009;
Seleem, Sabry i Abdel-Moein, 2021). Ptaki migrujace na duze odlegtosci mogg utatwiac
przenoszenie STEC na duze obszary. Podobnie jest z przenoszeniem patogennych bakterii
miedzy populacjami ptakéw (Ohio i in., 2007; Utratna i in., 2017; Seleem, Sabry i Abdel-
Moein, 2021). Nosicieli STEC odnotowano rowniez wsrdd drobiu. Czestos¢ wystepowania
STEC 0157:H7 u kurczat wahata sie od 0 do 1,5%, podczas gdy u indykéow dochodzita do
7,5% dodatnio zidentyfikowanych prébek katu (Nielsen i in., 2004
Doane i in., 2007).

Ostatnio wykazano, ze ludzka syntaza Gb3/CD77 moze réwniez przytgczac reszty

Gal do akceptordow glikoproteinowych, wbrew utrwalonemu od dawna przekonaniu, ze
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moze ona wykorzystywa¢ wytgcznie akceptory glikosfingolipidowe (Stenfelt i in., 2019;
Szymczak-Kulus i in., 2021). Jezeli ludzkie i ptasie enzymy rzeczywiscie syntezujg podobne
produkty, wykluczytoby to mozliwosé, ze ptaki s3 odporne na toksyny Shiga
z powodu braku funkcjonalnych receptorow. W niniejszej pracy udato sie okresli¢
swoistos¢ dwdch enzymow (M i P), a ujawnienie swoistosci pozostatych moze pomdc nam
zrozumiec ptasi paradoks odpornosci na toksyne Shiga.

W trakcie realizacji niniejszej pracy pojawity sie trzy problemy, ktére trudno wyjasnic.
Sg to:

1. Duza ilos¢ GSL w erytrocytach ptakow, u ktérych wzgledny stosunek poziomu

transkryptu P do M jest wysoki;

2. Niski poziom wrazliwosci komorek gotebiego srédbtonka na holotoksyny Shiga;

3. Wrazliwos¢ kurzych komérek srédbtonka na holotoksyny Shiga.

W przypadku pierwszego problemu podstawowym ograniczeniem jest zakres
prowadzonej analizy. Niski poziom transkryptu dla enzymu M, w przypadkach, gdy
komérki wykazujg zdolno$¢ do produkcji glikosfingolipidow, jest trudny do
wyttumaczenia. Autorka uwaza, ze analiza aktywnosci i swoistosci pozostatych paralogéw
syntazy Gb3/CD77 pozwoli na wyjasnienie tego zjawiska. Jest prawdopodobne, ze
obecnos¢ kilku paralogdw moze mie¢ wptyw na brak zwigzku miedzy poziomem
transkryptu dla enzymu M a iloscig glikosfingolipidéw, co z kolei moze przektadaé sie
ochrone przez zakazeniami, w szczegélnosci szczepami STEC.

Drugi problem moze by¢ zwigzany z aktywnoscig enzymu P, ktory syntezuje reszty
Galal—4Gal na glikoproteinach ze znaczaco wyisza wydajnoscig niz ludzki enzym.
Niewykluczone, ze wysoki stopien a-galaktozylacji biatek btonowych moze tworzy¢ sieé,
ktora wprawdzie wigze toksyny Shiga, ale uniemozliwia im przedostanie sie do w petni
funkcjonalnych receptoréw glikosfingolipidowych, w szczegdlnosci Gb3.

Ostatni problem dotyczy sposobu internalizowania czgsteczek toksyn Shiga przez
bezgrzebieniowcdéw. Czy podobnie jak w ludzkich liniach komdérkowych niewykazujgcych
produkcji Gb3 (neutrofile, komadrki nabtonka nerki) istniejg mechanizmy umozliwiajace
czgsteczkom toksyn wnikniecie do komorki oparte o transcytoze przezkomdrkowsa,
makropinocytoze lub endocytoze? Woyjasnienie podstaw tych mechanizmow
molekularnych i czynnikdw zaangazowanych w odpowiedZ na dziatania toksyn Shiga

stanowic¢ bedzie duze wyzwanie.
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Celem odpowiedzi na pytania postawione w niniejszej pracy oraz rozszerzenia zakresu

prowadzonych badan planowane sg nastepujgce eksperymenty:

1.

Zbadanie swoistosci substratowej i aktywnosci enzymatycznej pozostatych pieciu
paralogéw ptasiej syntazy Gb3/CD77 w celu okreslenia ich swoistosci;
Przyzyciowe wigzanie podjednostki 1B toksyny Shiga wyznakowanej
fluorescencyjnie do réznych komodrkach (erytrocyty, komorki srddbtonka)
pochodzacych z gotebia i kury z wykorzystaniem nowoczesnych metod
mikroskopowych (live-cell imaging) w celu wstepnego okreslenia mechanizmu
wigzania czgsteczek toksyn Shiga przez te komérki;

Okreslenie wzglednych poziomdw transkryptéw dla poszczegélnych paralogéw w
réznych tkankach gotebi;

Analiza struktur N-glikanéw wystepujacych na paralogach;

Ponowne proby uniesmiertelniania gotebiej linii Srodbtonkowej;

Préba charakterystyki wstepnie zidentyfikowanych (punkt 2) czgsteczek obecnych

na ptasich komdrkach oddziatywujgcych z toksynami Shiga.
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PODSUMOWANIE

. PODSUMOWANIE

. Antygeny ukfadu grupowego krwi P1PK wystepujg jedynie u przedstawicieli

parvklasy ptakow wspodfczesnych, nie maich u przedstawicieli bezgrzebieniowcéw.
Wykazujg duze zrdznicowanie gatunkowe i osobnicze. Mimo wystepowania
antygendw uktadu grupowego krwi P1PK gatunki nalezagce do ptakow
wspotczesnych nie wytwarzajg alloprzeciwciat na te antygeny.

Gatunki ptakéw nalezgce do parvklasy ptakéw wspdtczesnych majg co najmniej
dwa geny odpowiedzialne za produkcje syntazy Gb3/CD77.

Enzym M wykazuje aktywnos¢ wobec akceptoréow glikoproteinowych
i glikosfingolipidowych, podczas gdy enzym P jest aktywny jedynie wobec
glikoprotein.

Syntazy Gb3/CD77 M i P wykazujg zdolnos¢ do produkcji w petni funkcjonalnych i
putapkowych receptorow dla toksyn Shiga. Czynniki wptywajgce na wrazliwos$é
ptasich komoérek srédbtonka na holotoksyne Stx1 wykraczajg poza proste

oddziatywanie ligand — receptor.
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(5441) Bful — \ I
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SV40 poly(A) signal

(4858) SFII__
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Ryc. S1. Mapa wektora pCAG. Oznaczenia: pA4GALT: sekwencja genu kodujgcego syntaze Gb3/CD77 P
(GenBank: NG_007495.2); *: zamiennie wklonowano gen kodujacy syntaze Gb3/CD77 M (GenBank:
MN545843.1).
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Ryc. S2. Mapa wektora EBA181-bio. Oznaczenia: A4GALT_m: sekwencja genu kodujacego syntaze
Gb3/CD77 M (bez czesci transbtonowe] sekwencji); *: zamiennie wklonowano gen kodujacy syntaze
Gb3/CD77 P.
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A4GALT P ATGTCCAGCTACCTGCAAAAACTGACCACAGTGCTGCCGAGCCACAGGCCTGGGGCTCTG
A4GALT M ATGTCCAGCTACCTGCAAAAACTGACCACAGTGCTGCCGAGCCACAGGCCTGGGGCTCTG

AR R R e e R R e e R R R e R R R e e e S L L L

A4GALT P TTTATCCTCATCATTTCATTTCTGCTCGTTGCCTCTGTTGTGTTCTACCAGAGAACTGGG
A4GALT M TTTATCCTCATCATTTCATTTCTGCTCGTTGCCTCTGTTGTGTTCTACCAGAGAACTGGG

FEESEFHAIFIENEEEERT TN F ISR SRR IR T RIS ERFEEE AT RN AN E SRS

A4GALT P AAGGACACTGAAGGCCAGCTCTACCACTCGCCTACACAGAACAGGTCTGAAGACTTTTTG
A4GALT M AAGGACGCTGAGGGCCAGCTCTATGGCTTGTCTATACAAAACAGGTGTAAACAGTTTTTC

EEEREE S50 F FEEEERERENS HE O EER AEE FEEEEEE O 5 ¥ REERs

AAGALT P ACTTCTCCTCCCCACACCATTGCTGGTGGGTCCCCTCCTTCCCCAGGGGATGTGTTTTTT
A4GALT M GCTTCCCCTCCCCACACCATTGCTGGTGGGCCTCCTCCTTCCCCAGGGGATGTGTTTTTT

FEEE S XXEHEEEERRTARANRIEEEE 3 BHRENFEEERERER AR AEREE R

A4GALT P GTGGAGACCTCTGAGCGAAT TAAACCAAGT TACCTGTTCACGTGCTCTGTGGAGTCAGLG
A4GALT M GTGGAGACCTCTGAGCAAACTAACCCAAGTTACCTGTTCACGTGGTCTGTGGAGTCAGCG

EEESRRRFRREFLREEE S5 A5 FEXEEERRRRAAFERLEEEE SRR EREEEEREn

A4GALT P GCCCGEGCACACCCTGGAACACGGGT TGTGGTGC TCATGAAAGGCCTGGCAAAGGGGAAT
A4GALT M GCCCGGGCACACCCTGGAACACGGGT TGTGGTGC TCATGAAAGGCC TGGCAAAGGGGAAT

AR R R R e e e R e e e e R R L e e e e e e R L

A4GALT P GTCTCATTGCCCAGCCACTGGGCATTCTCATTGCTGAGCCGCTTCCCCAACGTGGAGATC
A4GALT M GTCTCATTGCCCAGCCACTGGGCATTCTCATTGCTGAGCTGCTTCCCCAACATGGAGATC

EEEEBEAIFNEEN R R RRE RN R R SRR EERR AR AR KEEES AR E FH Rk

AA4GALT P CAGCCCCTGGACTTGGCAGAGCTTTTCTCAGGAACACCTCTGGCAAAGTGGTACTCACAG
AAGALT M CGGCCCCTGGACTTGGCAGAGCT TTTCTCAGGAACACCTCTGGCAAAGTGGTACTCACAG

AR L R e e R e e e e e R e L R e e e e R L

A4GALT P CCTGAGCACCAGAAGGAACCTTATTTCTTTCCCGTCCTGTCTGACGCCTGCAGAATTACC
A4GALT M CCTGAGCACCAGAAGGAACCTTATTTCTTTCCCGTCCTGTCTGACGCCTGCAGAATTGCC

AR R L R e e e e e R L R R R e e L L L

AAGALT P ATCATGTGGAAATTTGGTGGCATCTACCTGGACACAGACTTCATTGTACTGAAGAACTTG
AAGALT M ATCATGTGGAAATTTGGTGGCATCTACCTGGACACAGACTTCATTGTACTGAAGAACTTG

AR R e L R L R R e e L L e e e R e R L

A4GALT P AAGAACCTCACCAATGCCCTCGGGCTCCAGTCTCAGGATGTACTGAATGGGGCCTTCTTG
A4GALT M AAGAACCTCACCAATGCCCTTGGTATTGAGTCTCAGGATGTGCTGAATGGGGCCTTTCTG

EEEEBESFEREENEEEERRE ¥ * EEBEREFAAEEEE SEREEAFAERER S -

A4GALT P TCTTTCAAACCGAAGCATGAGTTCATGGAACTTTGCATTCAGGACTTTGTGGACAACTAC
A4GALT M TCCTTCAAACCCAAGCATGAGTTCATAGAACTTTGCATGCAGGACTTTGTCGATAACTAC

EE SEERFAEE AEEEEBRIRIFEEE SRR ERRANEE FEERERERREE 5% Kk n

A4GALT P AATGGGTGGATCTGGGCACACCAGGGCCCAGAACTGT TAACACGTGTCTTCAAAAAGTTA
A4AGALT M AAAAGCTGGATCTGGGGGCACCAGGGCCCACAGCTACTAACACGTGTCTTCAAGAAGTGG

% B OAEERRENEES EEESFREAEEES & % FEEREEESETHRENEE S5

AAGALT P TGCTCCATCAGTAATATCCAGAATGGTATGATCTGCAAAGGAGTGAGTGCTCTTCCTCCT
AAGALT M TGCTCTATCAGTAATATCCAAAGTGGTATGATCTGCAAAGGAGTGAGTGCTCTTCCCCCT

EEEER SHFREENEEEREERE F AR ENEEERERR AR N RN R R RS SRR E R AR EE S

A4GALT P GATGCTCTTTATCCCATTCCATGGCAGGAC TGGAAGAAAT TATTTGAAGCAATCAGCTCC
AAGALT M GATGCTCTTTATCCCATTCCATGGCAGGACTGGAAGAAAT TATTTGAAGCAATCAGCTCC

LR R R e R L e e e R L R e R R e e R e L L L]

A4GALT P TCAGAGCTTCACAATCTCCTTAAGAACACCTATGCGGTGCACGTATGGAACAAACTGAGC
AA4GALT M TCAGAGCTTCACAATCTCCTTAAGAACACGTATGCGGTGCATGTATGGAACAAACTGAGC

FEEREERFAAFANEERERRTREANEEEEE SRR AASAAEE SESETRAAESIEEREE R

A4GALT P CACGATGCAAGGCTAGAGATCACGTCCCAGGCTTTGCTGGCTCAGCTGTATTCTCAGTTC
A4GALT M CACGATGCAAGGCTAGAGATCACGTCCCAGGCTTTGCTGGCTCAGCTGTATTCTCAGTTC

LR R e e e R e e e e e e e e e e e L e

A4GALT P TGCCCTGCCACATCTGCACAGATGAAGAAGGACT TTGAAGAGCAGTCAAGGCCTGTAATG
A4GALT M TGCCCTGCCACATCTGCACAGATGAAGAAGGACT TGAAGAGCAGTCAGCGAACTGTAATG

EEEREERAAAENSNEERERREARIIFEER Ry - » $HEEEEnnn
A4GALT P 7tGA 1083
A4GALT M TGA 1083

Ryc. S3. Poréwnanie sekwencji nukleotydowych gotebich gendw A4GALT M

(GenBank: MN545843.1) i P GenBank: NG_007495.2.
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Gb3/CD77 P
Gb3/CD77 M

Gb3/CD77 P
Gb3/CD77 M

Gb3/CD77 P
Gb3/CD77 M

Gb3/CD77 P
Gb3/CD77 M

Gb3/CD77 P
Gb3/CD77 M

Gb3/CD77 P
Gb3/CD77 M

1-23 Signal peptide

N-Terminal

Extracellular

Cytoplasmic

26
S1
41 Membrane

MSSYLQKLTTVLPSHRPGALFILIISFLLVASVVFYQRTGKDTEGQLYHSPTQNRSEDFL
MSSYLQKLTTVLPSHRPGALFILIISFLLVASVVFYQRTGKDAEGQLYGLSIQNRCKQFF

AEXEAEABERRREXEEEEEREA XA SR SRS XL R RRRKEE : EX %S “R.::l:

TSPPHTIAGGSPPSPGDVFFVETSERIKPSYLFTCSVESAARAHPGTRVVVLMKGLAKGN
ASPPHTIAGGPPPSPGDVFFVETSEQTNPSYLFTWSVESAARAHPGTRVVVLMKGLAKGN

SEEBAERERE FEEEEXXEXEAERE: EXAEEREE XXEFXXEREASASREXEREERERES

VSLPSHWAFSLLSRFPNVEIQPLDLAELFSGTPLAKWYSQPEHQKEPYFFPVLSDACRIT
VSLPSHWAFSLLSCFPNMEIRPLDLAELFSGTPLAKWYSQPEHQKEPYFFPVLSDACRIA

ABXEXEXSREEEE KRR 1 XX A EXEARA A EXRXEE IR X RER XA SR SRS RS LR ERE,

IMWKFGGIYLDTDFIVLKNLKNLTNALGLQSQDVLNGAFLSFKPKHEFMELCIQDFVDNY
IMWKFGGIYLDTDFIVLKNLKNLTNALGIESQDVLNGAFLSFKPKHEFIELCMQDFVDNY

XX EASARRELEEEREEESASRRARE :  EXXEXEZXRZERERRAEAS . SXE S XXEERX

NGWIWAHQGPELLTRVFKKLCSISNIQNGMICKGVSALPPDALYPIPWQDWKKLFEAISS
KSWIWGHQGPQLLTRVFKKWCSISNIQSGMICKGVSALPPDALYPIPWQDWKKLFEAISS

2L EEE _ABAE RERXREEE SASAEXE SASEXEEREETAXRRSASASASASRERRRERS

SELHNLLKNTYAVHVWNKLSHDARLE ITSQALLAQLYSQFCPATSAQMKKDFEEQSRPVM
SELHNLLKNTYAVHVWNKLSHDARLE ITSQALLAQLYSQFCPATSAQMKKDLKSSQRTVM

AR E AR R LR R R R AR AR AR R Rk, o x %

1-20 Signal peptide
N-Terminal

Extracellular

23
S1
33 Membrane
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Ryc. S4. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej syntaz Gb3/CD77 M i P (Panel A). Kolorami oznaczono cze$¢
przezbtonowg wyznaczong na podstawie
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) (Panel B).

silico za pomocg narzedzia Phyre2
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Name: Sequence Length: 359 Name: Sequence Length: 368
MSSYLQKLTTVLPSHRPGALFILIISFLLVASVVFYQRTGKDAEGQLYGLSIQNRCKQFFASPPHTIAGGPPPSPGDVFF MSSYLQKLTTVLPSHRPGALFILIISFLLVASVVFYQRTGKDTEGQLYHSPTQ LTSPPHTI F
VETSEQTNPSYLFTHSVESAARAHPGTRVVVLMKGLAKGNVSLPSHWAFSLLSCFPNMEIRPLDLAELFSGTPLAKWYSQ VETSERIKPSYLFTC AAR TRVVVLMKGL PSHHAFSLLSRFPNVEIQPLDLAELFSGTPLAKWYSQ
PEHQKEPYFFPVLSDACRIAIMWKFGGIVLDTOFIVLKNLKNLTNALGIESQDVLNGAFLSFKPKHEFIELCMQDFVDNY PEHQKEPYFFPVLSDACRITIMWKFGGIYLDTDF IVLKNLKNL TNALGLQSQDVLNGAFLSFKPKHEFMELCIQDFVONY
KSHINGHQGPQLLTRVF =1 Q CKGVSALPPDALYPIPWQ! LFEAISSSELHNLLKNTYAVHVHNKLS NGWI QGPELLTRVFKKLCSI QNGMICKGVSALPPDALYPIPWQDWKKLFEAISSSELHNLLENTYAVHVIWNKLS
HDARLEITSQALLAQLYSQFCPATSAQMKKDLKSSQPVM HDARLEITSQALLAQLYSQFCPATSAQMKKDFEEQSRPYM
R Hosaosssnnsnossissunsoninsn
....................................... Mesoarssnasnanscnacnansanassnassuasunanne O T
......................................... Nosoanoansanarsassasassasssassansnranss S
(Threshold=8.5) (Threshold=8.5)

SeqName Position Potential Jury N-Glye SeqName Position Potential Jury N-Glye

agreement result agreement result

Sequence 88 NPSY ©8.4931 (a/9) - Sequence 54 NRSE  ©.6836 6/9 +

Sequence 128 NUSL  ©.71a8 (5/8) ++ Sequence 128 NVSL  ©.7151 (9/9)  ++
Sequence 202 NLTN  ©.5441 (7/9) + Sequence 202 NLTN  ©.5324 (7/9) +

#seqname source feature start end score strand frame comment
MEWKA net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 3 3 0.5 . . #POSITIVE
MEWKA  netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 15 15 0.0541654 . .
| MEWKA netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 26 26 9.753601 . . #POSITIVE |
MEWKA netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 30 30 0.560602 . . #POSITIVE
= HYD 38 38 9,509312 #POSITIVE
MEWKA net0OGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 47 47 9.0458243 .
#seqname source feature start end score strand frame comment
L;%Hlyc—me.a.n CARBOHYD 3 3 9.729904 = s #POSITIVE]
netoGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 7 7 0.436822 : :
POCZTOWY net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 14 14 9.53%031 " . #POSITIVE
POCZTOWY net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 16 16 0.646226 . . #POSITIVE
POCZTOWY netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 20 20 9.35429 . .
POCZTOWY netOGlyc-4.9.9.13 CARBOHYD 25 25 0.678753 R . #POSITIVE,
| POCZTOWY netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 26 26 0.775504 . . #POSITIVE
POCZTOWY net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 30 30 0.602664 . . #POSITIVE
POCZTOWY netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 35 35 0.629537 % 2 #POSITIVE
POCZTOWY netOGlyc-4.0.9.13 CARBOHYD 38 38 0.43808 .
POCZTOWY netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 47 47 0.0377719
POCZTOWY netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 48 48 ©0.085791

Ryc. S5. Identyfikacja potencjalnych miejsc N- (Panel A i B) i O-glikozylacji (Panel C) dla gotebich enzymdw: A) syntaza
Gb3/CD77 M oraz B) syntaza Gb3/CD77 P. Analize in silico wykonano z wykorzystaniem narzedzi internetowych NetNGlyc 1.0
oraz NetOGlyc 4.0. Panel A i B: na czerwono zaznaczono miejsca N-glikozylacji odpowiadajgce ludzkiemu homologowi; Panel
C: na czerwono zaznaczono najbardziej prawdopodobne miejsca O-glikozylacji. Zielong liniag odznaczono reszty domen
rozpuszczalnych dla obydwu enzyméw. Oznaczenia: MEWKA: syntaza Gb3/CD77 M; POCZTOWY: syntaza Gb3/CD77 P.
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> Syntaza Gb3/CD77 M Length: 323
QRTGKDAEGQLYGLSIQNRCKQFFASPPHTIAGGPPPSPGDVFFVETSE

Total number of K in the example protein # 1: 22

The K at location
The K at location
The K at location
The K at location
The K at location
The K at location
The K at location
The K at location
The K at location

5 was found to be non-Ubiquitination Site.
21 was found to be non-Ubiquitination Site.
78 was found to be non-Ubiquitination Site.
82 was found to be non-Ubiquitination Site.
120 was found to be non-Ubiquitination Site.
129 was found to be Ubiquitination Site.

148 was found to be non-Ubiquitination Site.
162 was found to be non-Ubiquitination Site.
165 was found to be Ubiquitination Site.

> Syntaza Gb3/CD77 P Length: 324
QRTGKDTEGQLYHSPTQNRSEDFLTSPPHTIAGGSPPSPGDVFFVETSERIK

Total number of K
The K at location
The K at location
The K at location
The K at location
The K at location
The K at location
The K at location
The K at location
The K at location

in the example protein # 2: 20

5 was found to be non-Ubiquitination Site.
52 was found to be non-Ubiquitination Site.
78 was found to be non-Ubiquitination Site.
82 was found to be non-Ubiquitination Site.
120 was found to be non-Ubiquitination Site.
129 was found to be Ubiquitination Site.

148 was found to be non-Ubiquitination Site.
162 was found to be non-Ubiquitination Site.
165 was found to be Ubiquitination Site.

Ryc. S6. Analiza in silico miejsc ubikwitynacji rozpuszczalnych domen katalitycznych gotebich syntaz

Gb3/CD77 M i P.
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Tabela S1. Bufory

Nazwa buforu Sktad Producent odczynnikow
25 mM Tris-HCI, pH 7,6
Serva
TBS 140 mM NaCl
POCh
pH 7,4
10 mM Na;HPO,, pH 7,2
137 mM NaCl;
2 mM KH,PO4
PBS POCh
2,7 mM KCl
0,5 mM MgCl,
pH 7,2
50 mM N32C03
Bufor weglanowy 50 mM NaHCO; POCh
pH 9,6
50 mM kakodylan sodu
Bufor kakodylowy Sigma
pH 6,32
25 mM Tris
192 mM glicyna Serva
Bufor do blottingu
20% v/v methanol POCh
pH 8,3
0,1 M Tris-HCI
Bufor do wywotywania 100 mM chlorku sodu Serva
BCIP/NBT 5 mM MgCl, POCh
pH 9,5
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Tabela S2. Bufory do oczyszczania biatek w warunkach natywnych

Nazwa buforu Sktad Producent odczynnikéw
Bufor zawieszajgcy i ptuczacy 20 mM bufor POCh
fosforanowy (NaH2POQa),
pH 7,2-7,4
Bufor elucyjny 0,1 M glicyna/HCl, pH 2,7 POCh
Roth
Bufor neutralizujgcy 1 M Tris/HCI, pH 8,5 POCh
Roth
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Tabela S3. Sktad roztworéw do elektroforezy DNA

Nazwa roztworu Sktad Producent odczynnikéw
TAE 40 mM Tris-HCl Serva
20 mM kwas octowy Boehringer Mannheim
1 mM EDTA
pH 8,0
Bufor obcigzajacy do 0,03% m/v bfekit Fermentas
probek DNA bromofenolowy \;i(lar:/l;s

0,03% m/v cyjanol ksylenowy
FF
60% v/v glicerol
1% m/v SDS
100 mM EDTA
pH 7,6

Boehringer Mannheim

Zel agarozowy

1% m/v agaroza Ultra-Pure
15 pl/100 ml zelu Midori
Green DNA Stain

Gibco

Genetics
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Tabela S4. Sktad roztwordow uzytych do elektroforezy biatek

Nazwa roztworu Skiad Producent
odczynnikéow
Bufor elektrodowy (SDS- 25 mM Tris Serva
PAGE) 192 mM glicyna POCh
0,1% m/v SDS; pH 8,3
Bufor obcigzajacy do 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8 Serva
nanoszenia probek na zel 2% m/v SDS Fern;ngntas
Vilnius
poliakrylamidowy 10% v/v glicerol BioRad
Boehringer
0 -
5% v/v B-merkaptoetanol Mannheim
0,15% m/v btekit bromofenolowy
Bufor do zelu gérnego 125 mM Tris-HCI Serva
(zageszczajacego) 0,1% m/v SDS; pH 6,8 POCh
Bufor do zelu dolnego 0,375 mM Tris-HCI Serva
(rozdzielajacego) 0,1% m/v SDS
pH 8,8
Zel gérny (zageszczajacy) 1,2 ml buforu do zelu zageszczajgcego Roth
(przepis powyzej) Serva
0,7 ml 30% roztworu akrylamidu (29.2%
(m/v) akrylamid, 0,8% (m/v) N, N’-
metylenobis-akrylamid)
2,8 ml H,0
48 ul 10% SDS
29 pl nadsiarczan amonu (APS)
9,6 ul N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina
(TEMED)
Zel dolny (rozdzielajacy) 3 ml buforu do zelu rozdzielajgcego (przepis Roth
powyzej) Serva

5 ml 30% roztworu akrylamidu (29.2% (m/v)
akrylamid, 0,8% (m/v) N, N’-metylenobis-
akrylamid)

3,8 ml H,0
120 pl 10% SDS
60 ul nadsiarczan amonu (APS)

6 ul N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

(TEMED)
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Tabela S5. Sktad pozywek mikrobiologicznych

Nazwa pozywki Skiad Producent odczynnikéw
Super Broth (SB) 10 g MOPS Roth
30 g pepton
20 g ekstrakt drozdzowy
SB stata 10 g MOPS Roth
30 g pepton DIFCO Laboratories
20 g ekstrakt drozdzowy
15 g agar
Super Optimal broth with 20 g pepton Roth
Cataboli(tseorce)pression 5 g ekstrakt drozdzowy POCh
2,5 mM KCl Polfa Polska
10 mM MgCl

20 mM glukoza
10 mM Nacl
pH 7,0
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Tabela S6. Sktad pozywek i odczynnikéw uzywanych do hodowli i transfekcji komérek

ssaczych

Nazwa odczynnika

Sktad

Producent odczynnikéw

DMEM High Glucose
suplementowany

(2102Ep)

500 ml| DMEM High
Glucose
10% FBS
2 mM glutaMAX
1X Antibiotic-Antimycotic
(100X)

Thermo Fisher Scientific

0.25% roztwor trypsyny-
EDTA

137 mM NaCl
5,4 mM KCl
5,6 mM glukoza
4,3 mM NaHCO3
0,7 mM EDTA
0,014 mM czerwien
fenolowa

0,25% trypsyna

Pracownia Chemii Ogdlnej
IITD PAN

DMEM F/12
suplementowany
(komorki srodbtonkéw
ptasich)

500 ml DMEM F/12
20% FBS
1X Antibiotic-Antimycotic

(100X)

Thermo Fisher Scientific

Medium do mrozenia

Medium hodowlane
suplementowane

10% DMSO

Thermo Fisher Scientific

Antybiotyk selekcyjny

Puromycyna (10mg/ml)
(roztwory robocze od 0,1 do

0,44 pg/ml)

Thermo Fisher Scientific

Bufor do transfekcji

20 mM HEPES
150 mM NacCl
pH 7,5

Roth

171



172



SPIS ILUSTRACII

12.SPIS ILUSTRACII
Ryc. 1. Mechanizm reakcji glikozylotransferaz ...........cooevvvueeeeiiiiiiiiiieneeiiiiniieneeeeneec e 24
Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy ludzki 8en AZGALT. .........eerirririiirrrrrcrrrrsrsssssssssssssssssssssssssnnes 25
Ryc. 3. Schemat budowy glikosfingolipidu .........cccceviiiriiiiiiiiiiiiniiniinnnnssssssssses 26
Ryc. 4. Struktury neutralnych cukréw rdzenia glikosfingolipidow i nazwy klas...........cccoeeiiiiiiiiiiiinnnnns 27
Ryc. 5. Struktury N-glikanéw powszechnie wystepujacych u eukariontow..........cccceeeveeiviiiiiiiiicccccccnnns 29
Ryc. 6. Schemat biosyntezy i dojrzewania N-glikanu .........ccccovvviiiiiiiiiiiiinninnnrccrcrcsrrcrcsrss s ssseeees 30
Ryc. 7. Rodzaje rdzeni O-glIKANOW ........cceeiiiiiiiiieeiiiiiiiiiiiireniiinnnsreesssssssssee s sssasssee s sssssssnssnnes 34
Ryc. 8. Szlak biosyntezy glikosfingolipidowych antygenéw ludzkiego uktadu grupowego krwi P1PK ...38
Ryc. 9. Struktury KWasOW SJAlOWYCH .........eeeeeeecccccccccccrsrrcrsssssss s sssssssssssssssssssssssnnnnes 42
Ryc. 10. Struktury cukrowe antygenow ABH i FOrsSman .........cccceiiiiiiniinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 44
Ryc. 11. Struktura 3D toksyny Shiga typu 1 (Stx1) zZ E. coli O157:H7. ....ccceeecevrnereeerescccssnnnnesesssesssnnnnens 48
Ryc. 12. Schemat mechanizmu dziatania toksyn Shiga.. .......cccceeeriiirririiriiinrrrrrrrrrrr s eees 51

Ryc. 13. Analiza cytofluorometryczna wigzania przeciwciata anty-P1/P* (klon 650) do erytrocytéw
roZnych gatuNKOW PLakOW........cceeveeeeiieeeeieiiiiieninieiieieeeeeeeeeeeemeeeeeesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 83
Ryc. 14. Analiza HPTLC frakcji neutralnych glikosfingolipidow wyizolowanych z erytrocytéw ptakow
nalezgcych do ptakow wspotczesnych oraz bezgrzebieniowWcOWw. ........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennne. 84
Ryc. 15. Widma masowe MALDI TOF glikosfingolipidow neutralnych wyizolowanych z membran
erytrocytow przedstawicieli ptakdw wspotczesnych i bezgrzebieniowcow. ........ccoevveennneeeennnnnne. 87
Ryc. 16. Analiza metodq Western blotting lizatow biatkowych otrzymanych z erytrocytow gotebi:
pocztowego oraz 0ZdobNeGO i KUY ........eeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeeeeeemeeeeeesessesssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 88

Ryc. 17. Aglutynacja erytrocytéw oséb o réznych grupach krwi przez surowice ptakow réznych

gatunkéw. Podano genotypy P1PK (PP, P?P?) oraz fenotypy ABO (A, B i 0) ..cccecveeerereererenrsrenenne 89
Ryc. 18. Analiza wigzania gotebiej surowicy do ludzkiej glikoforyny A w tescie ELISA. ..........ccccceeuunnee. 91
Ryc. 19. Tworzenie pseudonaczyn przez komorki Srodbtonkowe .........ccccvvvviiiiiiiiiiinininiinnnnnnnnnnnsnnnnen, 93

Ryc. 20. Analiza cytofluorometryczna wigzania przeciwciat anty-P1 (klon 650 i P3NIL100), anty-CD77 oraz
podjednostki 1B toksyny Shiga (StX1B) .....ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeememmeesmemsssssssssssssnnnnnnns 94
Ryc. 21. HPTLC frakcji neutralnych glikosfingolipidow wyizolowanych z pierwotnych komérek
endotelialnych kury i 8otebia. ......ueueeeeer e 95
Ryc. 22. Widma masowe MALDI-TOF glikosfingolipidow neutralnych wyizolowanych z pierwotnych
1G] 01 Lo T =1 Q=T Te [ 1 4= 11 Y] TSN 96
Ryc. 23. Analiza metoda Western blotting lizatéw biatkowych otrzymanych z pierwotnych komérek
endotelialnych Kury i 8ot€bia. ....ceeeeeeeieee e e 97
Ryc. 24. Zywotnos¢ pierwotnych ptasich komérek endotelialnych .........cceeereveeeeeeiiiieeceeeieseiseeeeeeneas 98
Ryc. 25. Barwienie immunohistochemiczne hematoksyling i detekcja antygenéw P1 i P* oraz wigzania
podjednostki 1B tOKSYNY StX ....ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeemeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 102

Ryc. 26. Trawienie réznicujgce M/P dla réznych gatunkOw ptakOw .........cccceeeeveerrccrenerrccsnnenseseeeneens 104

173


file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715664
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715667
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715669
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715670
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715671
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715676
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715676
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715677
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715677
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715678
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715678
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715686
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715686

SPIS ILUSTRACII

Ryc. 27. Analiza cytofluorometryczna komorek linii 2102Ep transfekowanych wektorami kodujacymi
SYNEAZE GDB3/CD77 M IUD P ....eeeeeeieeeeeeccceeeeceeeeesesseeeesesaneesessaeeesesssseessssnsesssssnsessssaneessssnsessesanne 105
Ryc. 28. Analiza HPTLC frakcji neutralnych glikosfingolipidow wyizolowanych z komérek linii 2102Ep.106
Ryc. 29. Widma masowe MALDI-TOF frakc;ji glikosfingolipidow neutralnych z komérek linii 2102Ep.108
Ryc. 30. Analiza HPTLC glikosfingolipidow wyizolowanych z komérek linii 2102Ep i transfekowanych
wektorami kodujagcymi enzym M lub P, ktére byty metabolicznie znakowane *C-galaktozg ....109
Ryc. 31. Analiza metoda Western blottingu lizatéow otrzymanych z komarek linii 2102Ep ................. 110
Ryc. 32. lloéciowa analiza transkryptéw genéw kodujacych syntaze Gb3/CD77 M i P w komérkach linii
0781 TS 111
Ryc. 33. Zywotnos$E KOmMOrek linii 2L02EP ......cceeeeeeeeiiiieereeeiiriseesseesnesessessssssessessessssssessessesssessesseses 112
Ryc. 34. llosciowa analiza ekspresji genéw kodujgcych enzym M i enzym P w jednojadrzastych
komorkach krwi obwodowej gotebia pocztowego i 0zdobnego..........ccceviiiiiiiiiiiiniiiniiiinsnsinnnnn, 113
Ryc. 35. llosciowa analiza ekspresji gendw kodujgcych enzym M i enzym P w réznych tkankach u gotebia
POCZEOWEEO.. cereeuriirruniirrenisinnesisirsssisisnssssrssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssansssssans 114
Ryc. 36. Analiza Western blotting nadsaczu z hodowli komérek linii EXPI293F™ transfekowanych
wektorami kodujacymi rozpuszczalne formy syntazy Gb3/CD77 M lub Gb3/CD77 P ............... 116
Ryc. 37. Analiza Western blotting syntaz Gb3/CD77 M i P wyprodukowanych w komérkach Expi293 i
poddanych dziataniu PNGazy F i O-glikanazy. .........cccceiriiiiiinnniinnisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 117
Ryc. 38. Aktywnos¢ enzymatyczna oczyszczonych ludzkich i gotebich syntaz Gb3/CD77 wobec
syntetycznych prekursoréw oznaczona za pomocg testu ELISA ..........ccoeeeeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeseeeeenes 118

Ryc. 39. Schemat badan nad rolg ptasich syntaz Gb3/CD77 w oddziatywaniu z toksyna Shiga opisanych

W NINI@JSZEJ PrACY ceevveeiierirremmnsssssnirmeesssssssssinmessssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 135
RyC. S1. Mapa WeKtora PCAG........ccciiiiiirieeiiiiiiieerneessseesereennnssssssssesesnnssssssssssesnnnsssssssssssnnnsssssssssssnnnnns 159
Ryc. S2. Mapa wektora EBAL81-DI0. ....ccccuuuiiiiiiiiiieeiiiiiiiiierieesiissresesnnssssssseseennnssssssssesennnssssssssssssnnnns 160
Ryc. S3. Poréwnanie sekwencji nukleotydowych gotebich genéw A4GALTM P ......cccccvvviiiiiinininnnns 161
Ryc. S4. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej syntaz Gb3/CD77 M i P......ccceccvrrrrrrnnnrcnensesansesnnees 162
Ryc. S5. Identyfikacja potencjalnych miejsc N- i O-glikozylacji dla gotebich enzymoéw ....................... 163

Ryc. S6. Analiza in silico miejsc ubikwitynacji rozpuszczalnych domen katalitycznych gotebich syntaz
GD3/CDT77 IME P aeeeeeeceeesceeeeeesssnesssanssssnesssnesssassssnssssansssssesssnssssnssssasasssnssssnesssassssnssssansssnns 164
Ryc. S7. Mapa wektora lentiwirusowego pLV [EXp]-Puro-CMV-pTERT-GFP.......ccccceeeeeeeeeeeeeneeeeenennennns 165

174


file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715690
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715694
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715696
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715696
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715701
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715702
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715703
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715705
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715706
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715706

SPIS TABEL

13.SPIS TABEL
Tabela 1. Struktury antygendéw grupowych krwi nalezacych do uktadu grupowego krwi P1PK ............ 37
Tabela 2. Fenotypy i genotypy uktadu grupowego P1PK ..........ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenneeeeeeeseeessmsessssssssssssnssnns 39
Tabela 3. Podobienstwo (%) sekwencji nukleotydowych 7 genéw gotebiej syntazy Gb3/CD77 ............ 46
Tabela 4. Typy i subtypy tOKSYN Shiga .......cceeeeeeeemmmemeeemeeeemmnmmmmmnmnmmemnmmmesmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 49
Tabela 5. Przeciwciata monokIonalne ..........coiceeiiiieeiiiieieininniiiieciere s sssane e 61
Tabela 6. Przeciwciata polikKlonalne..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssssssssansnns 61
Tabela 7. Startery uzyte do amplifikacji i sekwencjonowania gotebiego genu A4GALT ................uueeeees 64
Tabela 8. Warunki reakcji PCR........ccccceeeiiiiiiiiiienieiiiiiiisnnineessissssssseesssssssssssssessssssssssssssesssssssssssnssnens 64
Tabela 9. Sondy i startery uzyte do analizy ekspresji genu A4GALT ..........oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneennnenennennnnnnnes 67
Tabela 10. Warunki qPCR uzyte dla analizy ekspresji genu A4GALT .........ceeeeeeeeeeeeennnsnsssssssssssssssssssssssss 67

Tabela 11. Startery uzyte do amplifikacji i sekwencjonowania gotebich genow A4GALT_p oraz

LY I I N 69
Tabela 12. Warunki reakcji PCR.......cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeemeeeeeeeeeeeeeeeeeeeemeeseeesssesssssmsssssssssssssssssssssssssssnnssnnnnnnns 69
Tabela 13. Struktury syntetycznych glikokoniugatow wykorzystanych w tej pracy ........ceeeeeeeeveeeennnnnees 76
Tabela 14. Narzedzia bioinformatyczne uzyte do analizy wynikow umieszczonych w pracy................ 80

Tabela 15. Wigzanie przeciwciata anty-P1/P* (klon 650) do erytrocytéw réznych gatunkéw ptakéw. Na

czerwono oznaczono przedstawicieli rzedu Galliformes .........ccccevviiiiiiiiiiniiinnnnnnnnnnnnnnn., 81
Tabela 16. Test hamowania aglutynacji ludzkich erytrocytow przez gotebig surowice..............cccce...... 20
Tabela 17. Tkanki gotebia (G) i kury (K) uzyte w detekcji immunohistochemicznej oraz w qPCR........ 114

Tabela 18. Poréwnanie analizy swoistosci gotebich syntaz Gb3/CD77 opisanych w pismiennictwie i
analizowanych W NINIEJSZE] PracCy ....cccceeerrriiriiiisssiississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 126

Tabela 19. Poréwnanie dystrybucji antygenéw P1/P* i aktywnosci enzymatycznej gotebich syntaz

Gb3/CD77 M i P opisanych W NINIEJSZEj PracCy ....cccceeeeeerrrrneeererieiessssnneeeesseesssssnseeeessesssssnnnsesessens 127
Tabela S1. BUFOIY c.ccceiiiiiiieeiieieeeiieeeeeeeeeeeeeeeseeesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssnnns 166
Tabela S2. Bufory do oczyszczania biatek w warunkach natywnych...........ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennennenees 167
Tabela S3. Sktad roztworow do elektroforezy DNA ............cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeannsnnnnnnns 168
Tabela S4. Sktad roztwordow uzytych do elektroforezy biatek..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee. 169
Tabela S5. Sktad pozywek mikrobiologicznych...........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneneeeeeeeeeeeseseseesmemssssannes 170
Tabela S6. Sktad pozywek i odczynnikéw uzywanych do hodowli i transfekcji komaérek ssaczych...... 171

175


file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715635
file:///C:/Users/Ania/Desktop/2022%2004%2024%20ania%20dr.docx%23_Toc101715635

