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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Jerzego Wiatera
"Wieloparametryczna charakterystka transgenicznych swin na potrzeby
ksenotransplantacji z uwzglednieniem analiz histochemicznych, molekularnych oraz

testow funkcjonalnych in vitro"

Zapotrzebowanie na narzady przekracza liczbe dostepnych  dawcow,  dlatego
ksenotransplantacja, czyli przeszczepy migedzygatunkowe sg przedmiotem badan od wielu lat.
Ze wzgledu na ograniczong dostepno$¢ malp, ktére sg z nami najblizej spokrewnione
genetycznie, oraz zwigzane z tym problemy etyczne, swinia domowa wydaje si¢ byé
gatunkiem, ktorego przedstawiciele najlepiej mogg stuzy¢ jako dawey narzadéw. Istnieje
jednak jeden zasadniczy problem: podobnie jak inne gatunki ssakow, $winia ma antygeny
powierzchniowe, ktére s3 rozpoznawane przez przeciwciala czlowieka. Wymaga to
modyfikacji genetycznych, polegajacych na usunieciu lub wyciszeniu genow kodujgcych takie
antygeny. Pomimo duzego postepu w badaniach nad takimi $winiami, czas przezycia
ksenoprzeszezepu $wini w organizmie nalezgcym do naczelnych ciagle nie przekracza jednego
miesigca, Prace nad transgenicznymi $winiami sg prowadzone w wielu krajach s$wiata, i
dlatego temat rozprawy doktorskiej mgr Jerzego Wiatera uwazam za aktualny i bardzo
interesujacy.

Oceniana praca ma strukture typowsg dla prac doktorskich (chociaz preferuje
dwustronny druk). We Wstepie Autor przedstawia problemy zwigzane z ksenotransplantacjg
narzadow $wini czlowiekowi, ktadac nacisk zwlaszcza na antygen Galol—3 (tzw. antygen
Galilego). ktory wystepuje u wszystkich kregowcow oprocz cztowieka i malp waskonosych.
Antygen ten powstaje w wyniku dziatania a1,3-galaktozylotransferazy (kodowanej przez gen
GGTAI) 1 jest uwazany za gldwna (ale niejedyna) przeszkode przy ksenotransplantacjach,

poniewaz ludzkie osocze zawiera przeciwciala rozpoznajgce ten antygen.
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Autor nie wspomina jednak o trzech innych antygenach cukrowych, ktore tez moga

spowodowac odrzucenie przeszczepu. Sg to:

1.

Kwas N-glikoliloneuraminowy (Neu5Gce), obecny u wszystkich kregowcow z
wyjatkiem czlowieka, u ktorego jego brak jest spowodowany mutacjg w genie
kodujgcym hydroksylaze kwasu CMP-N-acetyloneuraminowego (CMAH). Istnieje na
ten temat obszerna literatura, ktérej Autor nie cytuje, np. Varki A, Multiple changes in
sialic acid biology during human evolution, Glycoconjug. J. 2009, 26: 231-245.
Ostatnio ukazal si¢ interesujgcy artykul przegladowy o roli Neu5Ge w
ksenotransplantacji (Tector AJ 1 wspolpr., The possible role of ant-Neu5Ge as an
obstacle in xenotransplantation, Fr. Immunol. 2020, 11:622).

Antygen Sd(a), czyli GalNacpfl—4(NeuSAco2—3)Gal. Jego powstanic jest
uwarunkowane aktywnoscia genu kodujagcego B1,4-N-
acetylogalaktozaminylotransferaze  (B4GALNT2). Antygen Sd(a) wystepuje
powszechnie u ludzi (ma go 95% populacji), ale ponad 50% produkuje przeciwciata
rozpoznajgce ten antygen. Przeciwciala te rozpoznajg z duzym powinowactwem
produkt swinskiego genu B4GALNT2. Antygen ten stanowi duzy problem w
ksenotransplantacji, a jego rol¢ przedstawiono m.in. w publikacji Byrne G i wspotpr.,
B4GALNT2 and xenotransplatation: a newly appreciated xenogeneic antygen.
Xenotranspl. 2018, 25:¢12394.

Izoglobozyd (iGb3, czyli Galal—3GalBl1—4Glcfl1—Cer), czyli glikosfingolipid z
terminalng strukturg Galol—3. Antygen ten powstaje w wyniku dziatania al,3-
galaktozylotransferazy 2, kodowanej przez gen A3GALT2, ktéry u cztowieka jest
nieaktywny (Tahiri F i wspolpr, Lack of iGb3 and isoglobo-series glycosphingolipids
in pig organs used for xenotransplantation: implications for natural killer T-cell biology,

J. Carb. Chem. 2013, 32: 44-67).

O ile ostatni antygen nie wydaje si¢ pelni¢ waznej roli przy przeszczepianiu narzadow,

poniewaz zazwyczaj jego poziom jest niski, to dwa pozostate na pewno sa wazne, i dlatego

obecnie uwaza si¢, ze Swinia, ktorej narzady mozna by przeszczepiaé czlowiekowi, powinna

mie¢ zinaktywowane co najmniej trzy geny: GGTAI, CMAH i B4GALT2. Taka idee

przedstawili ostatnio Ladowski i wspdtpr. w publikacji przegladowej: The desirable donor pig

to eliminate all xeonoreactive antigens, Xenotranspl. 2018, 26:¢12504. Szkoda, ze Autor nie

zacytowal tej pracy, ani nie zaprezentowal swojej opinii na temat wymienionych antygenow

cukrowych, prosz¢ wige Autora o przedstawienie pogladow na ten temat.



Zamieszczony we Wstepie Rysunek 1.3 oraz jego opis w tekscie nie jest zbyt fortunny:
uwazam, ze powinno si¢ pisac, ze ludzka al,2-fukozylotransferaza przytacza reszte fukozy do
N-acetylolaktozaminy tworzgce antygen H. Enzym ten przylacza reszte fukozy do terminalnej
galaktozy zwigzane] wigzaniem [(1—3 (lub Bl—4 w przypadku erytrocytow) z N-
acetyloglukozaming. Struktura Gal B1—4GIlcNAc bywa nazywana N-acetylolaktozaming, ale
jest to okreslenie nieSciste, poniewaz w przypadku N-glikanéw jest ona potaczona z
mannozowymi resztami rdzenia N-glikanéw. W glikosfingolipidach ta sama struktura jest
potgczona z disacharydem GalB1—4Glcpfl—Cer, tak wigc zawsze stanowi czes¢ wigkszej
calosci, 1 dobrze byloby pokaza¢ to na rysunku. Rysunek ten, podobnie jak Rysunek 1.4,
sugeruje tez, ze a-galatozydaza odcina terminalng galaktoze od oligosacharydu skladajgcego
si¢ z trzech reszt galaktozowych; struktury tego rodzaju nie wystepujg u eukariontow.

Duzym problemem ksenotransplantacji sa antygeny glownego uktadu zgodnosci
tkankowej (MHC), u swin nazywanych Swine Leucocyte Antigens (SLA). Wykazano, ze 25-
50% ludzi ma przeciwciata rozpoznajace antygeny SLA, prawdopodobnie w wyniku istnienia
wspolnych epitopow na antygenach HLA i SLA. Autor wspomina o tym we Wstepie jedynie w
dwoch zdaniach.

W dalszej czgsei Wstgpu Autor omawia metody edycji genow (ale prawie nie pisze o
CRISPR-Cas9), opisuje modyfikacje antygenu Galal—3 za pomocg al,2-fukozylotransferazy
1 a-galaktozydazy, oraz przedstawia niebezpieczenstwa zwigzane z przeniesieniem wirusow
zwierzecych na cztowieka. Zupelnie niepotrzebnym rozdziatem sg szczegétowe opisy funkcji
skory 1 watroby, ktore pasuja raczej] do podrgeznika fizjologii. Brakuje natomiast syntetycznego
omowienia reakcji ukladu odpornosciowego biorcy na pojawienie si¢ antygenow
ksenotransplantacyjnych; sg na ten temat liczne publikacje, jak np. Zhan X 1 wspotpr., A review
of pig liver xenotransplantation: current problems and recent progress, Xenotranspl. 2018,
26:¢12497.

Cel Pracy zostal przedstawiony na czterech stronach, na ktérych opisano miedzy innymi
procedury badawcze oraz szczegoly metodologiczne (np. skrawki parafinowe o grubosei 6 um).
Rozdzial ten jest stanowczo zbyt diugi, wystarczylo napisaé, ze cele byty dwa: wykluczenie
negatywnego wplywu modyfikacji genetycznych $win na budowe komorek skory 1 watroby,
oraz okreslenie, ktéra z przeprowadzonych modyfikacji obniza ekspresje antygenow
Galal—3Gal w najwyzszym stopniu.

W rozdziale Materialy i Metody Autor opisuje zwierzeta doswiadczalne bedgce

przedmiotem badan, oraz stosowane w pracy metody, takie jak hodowle komérkowe, analiza



preparatow tkankowych, immunofluorescencja, immunocytochemia, Western blotting z
uzyciem przeciwciat i lektyn oraz analiza statystyczna.

W rozdziale Wyniki Autor przedstawia badania siedmiu rodzajow swin: pig¢ z nich
miato wprowadzone dodatkowe geny, ktorymi byty h/~U7?2 (ludzka a1,3-fukozylotransferaza),
hGLA (ludzka a-galaktozydaza) i HLA-E (ludzkie biatko HLA-E). Autor scharakteryzowat
rowniez zwierzeta podwojnie (hFTU2xhGLA) i potrdjnie transgeniczne (hFUT2xhGLAXHLA-
E). Modyfikacja $wini przez wprowadzenie gendw hFUT2 i hGLA jest autorskim pomystem
badaczy z Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu z Katedry Biochemii i Biotechnologii
kierowanej przez Prof. Joanng Zeyland. Model ten zaktada obnizenie ekspresji antygenu
Galal—3 w wyniku jednoczesnego wprowadzenia genow hGLA 1 hFUT2. Kodowane przez
nie biatka powinny usuwac terminalne reszty galaktozowe oraz przylaczac fukoze do antygenu
Galp1—3 tworzac antygen H, ktéry nie jest rozpoznawany przez ludzkie przeciwciata. Jest to
interesujace podejscie do problemu zwigzanego z obecnoscig antygenu Gala3—Gal, 1 analiza
komorek takich zwierzat jest na pewno warta przeprowadzenia.

Przedmiotem badan byly rowniez znane z innych publikacji swinie z nokautem genu
GGTAI (GTKO AFN). Grupe kontrolng stanowily zwierzeta niemodyfikowane (CTRnTG).
Autor wykazal, ze komorki skory swin genetycznie modyfikowanych majg prawidtowa budowe
morfologiczng a biatka kodowane przez geny FUT2, GLA 1 HLA-E sg obecne. Analiza antygenu
Galal—3Gal wykazata, ze antygenu tego jest okoto 2-3 razy mniej w skorze zwierzat z
transgenami hFUT2, hGLA 1 hFUT2xhGLA w poréwnaniu ze skoérg zwierzat kontrolnych.
Swinie z nokautem genu GGTA/ mialy nieznacznie wyzszy poziom tego antygenu w
poréwnaniu do $win hFUT2, hGLA 1 hFUT2xhGLA. Interesujacy jest wysoki poziom wigzania
przeciwciata anty-HLA-E do komorek zwierzat bez transgenu (Ryc. 4.8). Jest to
prawdopodobnie skutek krzyzowej reakcji przeciwciat z antygenami SLA $wini; Autor omawia
to zagadnienie w Dyskusji.

Keratynocyty wyizolowane z naskorka i hodowane in vitro poddano analizie za pomocg
mikroskopii immunfluorescencyjnej; wykazano obecnos¢ keratyn CK-10 i CK-14 oraz biatek
kodowanych przez geny FUT2, GLA i HLA-E. Wyniki te potwierdzono za pomocg metody
Western blotting. W keratynocytach zwierzat z dodatkows ekspresja FUT2 i1 GLA antygen
Galal—3Gal byt obecny w mniejszej ilosci, podobnie jak w keratynocytach zwierzat z
nokautem GGIA/. Wyniki te potwierdzono za pomocg lektynoblottingu z uzyciem lektyny z
Griffonia simplicifolia (GS-1B4), ktoéra jest swoista wobec terminalnej reszty Gala. Réznice
migdzy wigzaniem lektyny GS-IB4 do bialek keratynocytow otrzymanych z naskorka réznych

zwierzat transgenicznych byly nawet mniejsze w porowaniu do wynikoéw otrzymanych za



pomocg immunofluorescencji. Interesujgcy jest stosunkowy wysoki poziom wigzania lektyny
GS-IB4 do lizatow otrzymanych z keratynocytow pochodzgeych od $wini z nokautem genu
GGTAIl (widoczne sg liczne prazki biatkowe). Wzgledne wigzanie lektyny GS-1B4 do lizatow
komorek kontrolnych byto ok. 2 razy wyzsze, niz do lizatéw komorek swin z nokautem genu
GGTAI. Wydaje si¢ tez, ze wigzanie lektyny GS-1B4 do lizatdw komodrek $win z transgenem
hGLA jest wyzsze, niz do wszystkich innych lizatow. Jezeli zalozymy, ze wigzanie lektyny
GS-1B4 jest swoiste, to spostrzezenie to jest bardzo interesujgce. Autor w Metodach pisze, ze
lektyna ta wykrywa struktury Galal— 3 na powierzchni biatek. Jest to prawda, ale tylko
czgsciowa, poniewaz lektyna ta wykrywa terminalne reszty galaktozy oraz N-
acetylolaktozaminy w glikoproteinach i glikosfingolipidach, w tym reszty zwigzane wigzaniem
al—4, ktore wchodzag w sklad niektdrych glikosfingolipidéw (Iskratsch T 1 wspolpr.,
Specificity analysis of lectins and antibodies using remodeled glycorpteins, Anal. Biochem.
2009, 386: 133-146). Jezeli takie struktury cukrowe sg na powierzchni glikoprotein, lektyna
powinna si¢ do nich zwigzaé. Struktury takie powstajg w wyniku dzialania ol 4-
galaktozylotransferazy, znanej rowniez jako syntaza Gb3/CD77, ktéra syntezuje terminalne
struktury w glikosfingolipidach Gb3 i P1, a takze NOR (Kaczmarek R. i wspolpr., Human
Gb3/CD77 synthase reveals specificity toward two or four different acceptors depending on
amino acid at position 211, creating P¥, P1 and NOR blood antigens, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 2016, 470: 168-174). Wiadomo, ze u $win enzym ten jest aktywny, a
glikosfingolipid Gb3 powstajacy w wyniku dziatania «l,4-galaktozylotransferazy jest
receptorem dla toksyny Shiga Stx2e. Zarazenie $win bakteriami £. coli produkujgcymi te
toksyne powoduje chorobe obrzekowa $win. Z naszych badan wynika, ze ludzka al.,4-
galaktozylotransferaza  syntezuje terminalne struktury Galol—4 nie tylko w
glikosfingolipidach, ale rowniez w glikoproteinach; nie mozna wiec wykluczy¢ sytuacji, ze
rowniez $winski enzym syntezuje takie struktury. Nie miatoby to duzego praktycznego
znaczenia, bo przeciwciala rozpoznajace ten antygen rzadko wystepuja u cztowieka, ale byloby
cickawg obserwacja. Aby odpowiedzie¢ na pytanie, jaki rodzaj struktur jest obecny w
glikoproteinach $win z nokautem GG7TAI, nalezaloby zastosowaé przeciwciato monoklonalne
anty-P1 (rozpoznaje struktur¢ Galal—4Gal) oraz monoklonalne przeciwciato anty-
Galal—3Gal. Ponadto, mozna potraktowaé¢ komorki PNGazg F, ktora odcina N-glikany:

lektyna ani przeciwciala nie powinny sie wigzaé¢ do lizatow otrzymanych z takich komorek.

Ta sama uwaga dotyczy analizy ekspresji antygenu Galol—3 w keratynocytach

wykonanej za pomocg mikroskopii immunofluorescencyjnej. W keratynocytach otrzymanych



ze wszystkich rodzajow genetycznie modyfikowanych zwierzat, oraz w keretynocytach
otrzymanych ze zwierzat bez modyfikacji, widoczne jest wigzanie lektyny GS-IB4. Wigzanie
to moze by¢ skutkiem obecnosei glikosfingolipidow: iGb3 (terminalna struktura: Galal—3)
lub Gb3 (terminalna struktura: Galol—4, z tym ze w tym przypadku preferowana jest
heksozamina na pozycji 2). Aby rozwigzaé¢ ten problem, sugerowalbym zastosowanie
monoklonalnego przeciwciala rozpoznajacego antygen Galal—3, najlepiej dobrze
scharakteryzowanego mysiego przeciwciata monoklonalnego M86 (Galili U 1 wspdtpr., A
sensitive assay for measuring alpha-Gal epitope expression on cells by a monoclonal anti-Gal
antibody, Transpl 1998, 65:11291132). Zdaj¢ sobie sprawe, ze wickszos¢ badaczy uzywa
lektyny z Griffonia simplicifolia ze wzgledu na niska cene, ale nie jest to reagent idealny, na co
zwroécili uwage Naso 1 wspotpr. w publikacji: Alpha-Gal detectors in xenotransplantation: a
word of caution, Xenotranspl. 2012, 19:215-220. Niedawno ukazata si¢ publikacja opisujgca
wystandaryzowang metode iloSciowego oznaczania antygenow Galal—3 w tkankach za
pomocg przeciwciata M86 (Lu Y i wspolpr., A standarized quantitative method for detecting
remnant alpha-Gal antygen in animal tissues or animal tissue-derived biomaterials and its
application, Sei. Rep. 2018, 8:15424). Ponadto, wykazano, ze zahamowanie syntezy antygenu
Galal—3 moze spowodowa¢ podwyzszenie syntezy glikosfingolipidowych antygenow
zawierajgcych terminalng galaktoze, co moze spowodowac podwyzszone wigzanie lektyny GS-
[B4 (Diswall i wspootpr., Structural characterization of «1,3-galactosyltransferase knockout pig
heart and kidney glycolipids and their reactivity with human and baboon antibodies,

Xenotranspl. 2010, 17: 48-60). Prosz¢ Autora o ustosunkowanie si¢ do tego problemu.

Druga czes¢ Wynikdédw opisuje analize komorek watroby otrzymanych ze swin o
réznych genetycznych modyfikacjach. Komorki miaty prawidtowsg strukture, a biatka
kodowane przez wprowadzone geny byly obecne. Najbardziej interesujgce jest porownanie
poziomu antygenu Galal—3 w lizatach komorkowych: wigzanie lektyny GS-IB4 do lizatow
komorek kontrolnych byto ok. 2 razy wyzsze, niz do lizatow komdrek $win z nokautem genu
GGTAI. Tak wige lektyna GS-IB4 wigzata si¢ do$¢ silnie rowniez do komorek pochodzacych
ze $win z nokautem genu GGTA . Prawdopodobne przyczyny tego zjawiska opisatem wyze;j.
Autor przeprowadzil tez analize lokalizacji ludzkiej a1,2-fukozylotransferazy oraz biatka 58K,
ktore jest markerem aparatu Golgiego, i wykazal, ze enzym ten jest obecny w aparacie
Golgiego. Nalezy jednak wzigé pod uwagg, ze enzym ten, aby moégt fukozylowaé reszty
galaktozy, a tym samym uniemozliwi¢ powstanie antygenu Galal—3, musi znalez¢ si¢ w

czesci posredniej aparatu Golgiego, podezas gdy al,3-galaktozylotransferaza znajduje sie w



czesel trans. Dobrze bytoby wykazaé, 7e tak jest w istocie; analiza taka wymagalaby jednak
transmisyjnej mikroskopii elektronowej z zastosowaniem przeciwcial skoniugowanych z

koloidalnym ztotem (technika Immunogold).

Dyskusja obejmuje 12 stron i zawiera liczne niepotrzebne opisy, np. anatomig skory
(str. 89), terapi¢ oparzen (str. 90) czy szczegdtows metode hodowli keratynocytow (str.98).
Autor konkluduje, ze modyfikacje genetyczne nie majg wplywu na budowg skory i watroby
Swin, co na pewno jest interesujacym spostrzezeniem. Autor przedstawia tez role ludzkiego
antygenu HLA-E w zmniejszeniu prawdopodobienstwa odrzucenia ksenoprzeszczepu poprzez
indukowanie tolerancji komorek NK. W Dyskusji brakuje jednak syntetycznego pordwnania
wynikow uzyskanych przez Autora z wynikami innych autorow, zwlaszcza na tle bogatej
literatury przedmiotu. Malo kto zdaje sobie bowiem sprawe z tego, ze najwickszym problemem
przy ksenotransplantacji nie jest ,.klasyczne™ odrzucenie przeszczepu zwigzane z aktywnoscig
limfocytéw T, ale nieswoista odpowiedz zapalna prowadzaca do koagulopatii i mikroangiopatii
zakrzepowe].

W pewnym stopniu niedobér ten niweluja Wnioski koncowe, ktérych jest cztery, a
najwazniejsze jest moim zdaniem stosunkowo najwigksze obnizenie poziomu antygenu
Galal—3 u $win z wprowadzonymi genami hFUT2 i hGLA. Nalezy jednak zauwazy¢, ze
antygen ten (czy tez bardziej precyzyjnie, antygen rozpoznawany przez lektyne GS-1B4) jest
dalej obecny, a spadek jego poziomu w poroéwnaniu ze zwierz¢tami bez modyfikacji
genetycznych jest najwyzej 3-krotny. O mozliwych przyczynach tego zjawiska juz pisatem.

Mam jeszcze nastgpujgce uwagi:

1. Symbole struktur oligosacharydowych pisze si¢ ze strzatkami, np. Galo1—3Gal.

2. Symbol azotu w nazwie cukrow pisze sie kursywa: np. N-acetylolaktozamina.

3. Ludzki uktad grupowy ABO zapisuje sie z uzyciem litery O (ale czyta si¢ zero).

4. Symbole gendow piszemy kursywa.

5. Str. 43: ...”lektyny, zwigzki pochodzenia roslinnego, podobne do przeciwcial™.

Dlaczego podobne do przeciwcial?

6. Str. 71: Ryc. 4.21. Lektynoblotting,. Analiza ekspresji epitopu Galal—3Gal na

poziomie dojrzatego biatka. Dlaczego dojrzatego biatka?

7. Str. 80: ,Zadaniem rhl.2-FT jest fukozylacja struktur GIcNAc-R”. «ol,2-

fukozylotransferaza fukozyluje reszty Gal, a nie GlcNAc.

8. Str. 91: ,,a-galaktozydaza trawi, a tym samym usuwa koncowe reszty D-galaktozy z

powierzchni komorek $swin”. Usuwa, ale nie trawi.



9. Str. 94: . Czlowiek posiada defekt genetyczny i nie posiada zdolnosci do syntezy
Neu5Gce™. Trudno mowi¢ o defekcie genetyeznym, zwlaszeza ze ta mutacja przez

dhugi czas dawata nam oporno$¢ na malarie.

Pomimo opisanych niedociagnig¢, prace doktorskg mgr. Jerzego Wiatera oceniam
jako wartosciowy wkiad do badan nad modyfikacjami genetycznymi $win w celu uzyskania
narzadow 1 tkanek wolnych od antygenow rozpoznawanych przez ludzkie przeciwciata. Autor
wykazal si¢ duza znajomoscig wielu technik laboratoryjnych, a przedstawiona mi do recenzji
praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Podsumowujac uwazam, ze
przedstawiona mi do recenzji praca spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65, poz. 595, z pézn. zm.) i sktadam wniosek do Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszezenie mgr Jerzego Wiatera do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.




