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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Mikotajczyka
pt. ,Rola N-glikozylacji w aktywnosci ludzkiej syntazy Gb3/CD77”
wykonanej w Laboratorium Glikobiologii
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we

Wroctawiu

Praca doktorska pana Krzysztofa Mikotajczyka pt., Rola N-glikozylacji w aktywnosci
ludzkiej syntazy Gb3/CD77” zostata wykonana w Laboratorium Glikobiologii Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk pod
opiekg naukowg pana prof. dr hab. Marcina Czerwiniskiego. Rozprawa doktorska dotyczy
bardzo ciekawego zagadnienia naukowego-posttranslacyjnej modyfikacji poprzez N-
glikozylacje ludzkiej glikozylotransferazy Gb3/CD77, enzymu, ktory jest sam zaangazowany w
komorkowy proces N-glikozylacji. Niniejsza praca $wietnie wpisuje sig w tematyke badawczg
Laboratorium Glikobiologii i bazuje na wieloletnim bogatym do$wiadczeniu naukowym
Promotora niniejszej pracy.

Rozprawa doktorska przygotowana zostata w formie cyklu trzech spéjnych tematycznie
prac opublikowanych w uznanych czasopismach naukowych (dwéch eksperymentalnych oraz
jednej przegladowej) o sumarycznym wspotczynniku oddziatywania 12,201, we wszystkich
przedstawionych pracach doktorant jest pierwszym autorem (co jednoznacznie Swiadczy o
wiodacej roli doktoranta w powstanie niniejszych publikaciji). Warto podkresli¢, ze wszystkie te
prace przeszty juz doktadng recenzje wykonang przez migdzynarodowych ekspertow.
Niniejsza rozprawa zawiera roéwniez rozdziat ,Wprowadzenie”, ktore jasno zaznajamia z
podejmowang tematykg badawcza, doktadnie sprecyzowany ,Cel badar”, ,Omoéwienie
wynikow badar”, gdzie doktorant przedstawia najwazniejsze rezultaty przeprowadzonych
badan, opisane w detalach w poszczegéinych publikacjach oraz ,Wnioski”, w ktorych
podsumowuje uzyskane wyniki w kontek$cie zastanego stanu wiedzy. Rozprawa doktorska
napisana jest bardzo starannie, w odpowiednich proporcjach, jasno nakreslono cel pracy, ktéry
zostat zrealizowany poprzez serie bardzo dobrze zaplanowanych eksperymentéw

angazujgcych roznorodne techniki badawcze (techniki biologii molekularnej (m.in.
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ukierunkowana mutageneza, klonowanie molekularne), biochemii (m.in. produkcja biatek
rekombinowanych, testy enzymatyczne, western blotting), biologii komorki (m.in. hodowle
komoérkowe, modyfikacje komorek ssaczych, cytometria przeptywowa, mikroskopia
fluorescencyjna).

Pomimo przejécia procesu recenzji w uznanych czasopismach naukowych, kazdy z
rozdziatow niniejszej pracy doktorskiej zawierat nurtujgce mnie kwestie naukowe (wymienione
w detalach ponizej) i w zwigzku z tym bardzo prositbym pana mgr Krzysztofa Mikotajczyka o

ustosunkowanie sig¢ do nich w trakcie publicznej obrony pracy doktorskiej.

Publikacja 1. W pierwszej pracy o charakterze przegladowym, opublikowanej w czasopismie
Glycobiology, doktorant w detalach przedstawia stan wiedzy dotyczacy N-glikozylacii
glikozylotransferaz réznego typu. Publikacja jest naukowo bardzo solidna, oparta na wielu
Zrodtach, napisana bardzo ciekawie i starannie. Publikacja zawiera bardzo szczegétowg
tabele, ktora utatwia szybki dostep do najwazniejszych informacji dotyczacych glikozylaciji
poszczegblnych glikozylotransferaz. Publikacja zawiera tez wnioski dotyczgce podjete;
tematyki oraz zaznacza przyszte kierunki badan w niniejszym polu badawczym. Odnoénie tej
pracy mam kilka nurtujgcych mnie pytan do doktoranta dotyczacych glikozylotransferaz, na
ktore nie znalaztem odpowiedzi w niniejszej publikacii:

1. Czy dana glikozylotransferaza moze byé substratem dla siebie samej? Np. czy
Gb3/CD77 moze glikozylowac inne czasteczki Gb3/CD772

2. Jaka jest rola cytoplazmatycznej czesci glikozylotransferaz?

Czy znane sg przyktady, gdzie dotaczenie reszt cukrowych do glikozylotransferaz
bezposrednio wplywa na powinowactwo enzymu wzgledem aktywowanych cukréw
i/lub substratow (np. glikozylowanych biatek)?

4. W publikacji przy wigkszosci typdéw glikozylotransferaz pojawia sig¢ informacja o
wptywie N-glikozylacji na ich aktywno$é enzymatyczng. W wielu przypadkach zmiany
N-glikozylacji negatywnie wptywajg na komorkowy poziom/stabilno$é enzymow,
obnizajac jednoczesnie catkowitg aktywnos$é enzymoéw. Jednoczesnie nieliczne sg
przyktady analizy enzymatycznych parametrow (Vima, Km, Keat, Keat/Km) dla
poszczegoblnych glikozylotransferaz po ich deglikozylacji/mutacji miejsc glikozylacji.

Czy doktorant uwaza wycigganie wnioskow o wptywie N-glikozylaciji glikozylotransferaz



©
>
) o
O
2
(e
[edesm)

s

Wroctawski

WYDZIA%L BIOTECHNOLOGII

ZAKEAD INZYNIERII BIALKA
ul. F. Joliot-Curie 14a

50-383 Wroctaw

tel. +48 71375 28 24
www.uni.wroc.pl

na ich aktywno$¢ enzymatyzng za optymalne naukowo przy braku analiz parametrow
enzymatycznych?

Brak N-glikozylacji niektérych glikozylotransferaz prowadzi¢ moze do ich agregacji.
Czy agregacja glikozylotransferaz pozbawionych  N-glikanéw wynika z
rozwinigcia/nieprawidtowego zwiniecia czesci biatkowej glikozylotransferaz, czy tez N-
glikany mogg utatwiaé ,odpychanie” sie czgstek glikozylotransferaz, a ich brak utatwia
agregacje biatkowych czesci glikozylotransferaz. Czy w komérce glikozylotransferazy
(bedace biatkami btonowymi) po deglikozylacji tworzg agregaty przy btonie ER/Aparatu
Golgiego? Jestem bardzo ciekawy opinii doktoranta na ten temat.

Dla rekombinowanego biatka ST6Gal-| otrzymanego w kilku typach komoérek (P.
pastoris, S. cerevisaie, HEK293) wykazano, ze jedynie biatko uzyskane z S. cerevisiae
byto nieaktywne i przypisano brak aktywnosci enzymatycznej ST6Gal-l z S. cerevisiae
obecnosci réznego typu N-glikanéw na ST6Gal-1 niz w przypadku biatka pozyskanego
z innych zrodet. Czy w niniejszej pracy wykonano eksperymenty potwierdzajgce
poprawne zwinigcie biatkowej czesci enzymu pozyskanego ze wszystkich trzech
zrédet?

Czy status N-glikozylacji glikozylotransferaz zmienia si¢ w zalezno$ci od stanu

fizjologicznego komérki (np. warunki gtodzenia, stres w ER)?

Publikacja 2. W drugiej pracy o charakterze eksperymentalnym opublikowanej w czasopismie

Glycobiology, doktorant zbadat role poszczegobinych N-glikozylacji w dziataniu petnej dtugosci

Gb3/CD77 w modelowych komorkach. W pracy zastosowano szeroki wachlarz technik

badawczych prowadzacych do przyblizenia znaczenia poszczegoblnych N-glikozylacji dla

stabilno$ci, aktywnoéci i komoérkowej lokalizacji Gb3/CD77. Dane przedstawione w pracy sg

bardzo dobrej jakosci, a wyciggniete wnioski 83 poprawne i poparte na dowodach

eksperymentalnych. Odnosnie tej czesci bardzo prositoym doktoranta o odpowiedz na

ponizsze pytania:

1.

Czy potwierdzono eksperymentalnie udziat motywu DXD oraz jonéw metalu w katalizie
przeprowadzanej przez Gb3/CD777?
Czy znany jest epitop dla przeciwciata monoklonalnego Gb3/CD77 klon 5¢7? Czy

przeciwciato to rozpoznaje endogenne Gb3/CD777?
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3. Czemu de-glikozylowane biatko Gb3/CD77 wedruje na okoto 30 kDa (predykcja 40
kDa) (Fig. 2)? Dlaczego skrécony rozpuszczalny wariant Gb3/CD77 (pozbawiony
pierwszych 43 aa, zawierajgcy jednoczesnie StrepTag/HisTag (okoto 14 aa), a wiec
wariant mniejszy o okoto 30 aa (Publikacja 3) wedruje w SDS-PAGE wolniej niz biatko
petnej dtugosci?

4. Czy Gb3/CD77 tworzy dimery/oligomery po pozbawieniu N-glikanéw? Czy wariant E
jest mniej wrazliwy na oligomeryzacje po usunigciu glikanéw? (Fig. 2A $ciezka nr 5,
Fig. 2C, éciezka 8 (prazek o masie ponad 55 kDa dla podwojnego mutanta Q),
niewidoczny dla mutanta E (Fig. 2B, Sciezka 5, Fig. 2D, $ciezka 9).

5. Czy poréwnywano ilo$ciowo poziom réznych mutantow Gb3/CD77 po transfekcji? Czy
w komoérkowych testach aktywnosci (np. FACs) czy tez immuno-EM brano pod uwage
/korygowano o ewentualne rdznice w poziomie catkowitym réznych wariantow
Gb3/CD77?

6. Co przedstawia stupek btedu na wykresach cytometrii przeptywowej? Jakie byto ,n w
tych testach?

7. Czy w testach mikroskopowych wykonano kontrole, w ktorej nietransfekowane komérki
traktowano przeciwciatem anty Gb3/CD77? Czy doktorant moze odniesé sie do tego,
ze obraz fluorescencji Q.T205A wyglada catkowicie inaczej przy ko-wybarwianiu na
kalneksyne (ER) (praktycznie petna kolokalizacja z ER) i syntaksyne-16 (praktycznie
petna koloklizacja z markerem Aparatu Golgiego)?

8. W mojej opinii immuno-EM, m.in. ze wzgledu na swojg wybibrczo$¢ (oraz potencjalne
réznice w poziomie wariantéw Gb3/CD77), nie jest optymalng technikg, zeby okreslaé
zmiany w lokalizacji biatka w komoérce. Czy probowano zastosowaé inne podejscie, lub
jesli nie to jakie eksperymenty mégtby Doktorant zaprojektowac w celu pomiaru zmian

w lokalizacji badanych biatek?

Publikacja 3. Trzecia praca wchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej jest logiczng
kontynuacjg poprzednich badar. Praca ta zostata opublikowana w Biochemical and
Biophysical Research Communications i dotyczy produkcji i analizy rekombinowane;j,
katalitycznej czeéci Gb3/CD77 oraz mutacyjnych wariantow tego biatka. W niniejszej pracy
wzbogacono warsztat badawczy o modelowanie molekularne, ktére utatwito zrozumienie

efektu N-glikozylacji Gb3/CD77 na aktywnosé tego enzymu. Dane przedstawione w pracy sg
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rowniez dobrej jakosci, a wyciggniete wnioski Sg poprawne i poparte na dowodach

eksperymentalnych. Odnosnie tej czeéci bardzo prositbym doktoranta o odpowiedz na

ponizsze pytania:

1

We wstepie tej pracy doktorant pisze: ,...a transmembrane domain (23-43 aa), which
enables localization in the Golgi membrane...” — jaki jest wktad regionu
transmembranowego (TM) glikozylotransferaz, w tym Gb3/CD77 w subkomérkowg
lokalizacje tych biatek? Czy TM kieruje glikozylotransferazy do Aparatu Golgiego i jesli
tak to jakie sg specyficzne cechy TM w porownaniu z innymi  regionami
transmembranowymi, stanowigce sygnat kierujgcy do Aparatu Golgiego? Dlaczego
Gb3/CD77 pozbawiona glikozylacji nie trafia do Aparatu Golgiego (posiadajac przeciez
niezmieniony region TM) (Publikacja 2)?

Czy doktorant analizowat czysto$¢ uzyskanych biatek rekombinowanych na SDS-
PAGE przy barwieniu Coomasie Brilliant Blue (CBB) (lub stosujgc inne barwniki
wykrywajgce ,catkowite” biatko w probkach?) Jaka byta wydajnos¢ produkgii
rekombinowanych wariantow Gb3/CD772 Czy wykonywano testy enzymatycznej
glikozylacji analizujgc wyniki poprzez SDS-PAGE i barwienie CBB?

W jaki sposob oczyszczono podwojne mutanty (Fig. 2C) do testu enzymatycznego (Fig.
3)? Czy warianty te byly oczyszczane z lizatow komoérkowych w odréznieniu od
mutantow pojedynczych oczyszczanych z medium (brak informacji w publikacji)? Jak
czystos¢ podwojnych wariantéw wygladata w SDS-PAGE? Czy podwdjne warianty w
wersji skroconej utknety w ER tak jak ich petnej diugosci odpowiedniki (publikacja 2)?
Czy probki kontrolne w eksperymentach deglikozylacji enzymatycznej byty traktowane
tak samo jak probki deglikozylowane (czas i temperatura)?

Co jest stupkiem btedu na Fig. 3? Jakie byto ,n"? Czy S.5123A jest znaczaco bardziej
aktywny niz WT wzgledem Lac-PAA a mniej wzgledem nLc4-PAA. Dlaczego w
wariancie E jest na odwr6t? Czy zmiany Q/E mogg determinowaé specyficznoéé
enzymu?

Doktorant w pracy pisze: ,The loss of activity could be caused by instability or
misfolding and aggregation of the T205A glycovariants” Czy mierzono np.
spektrofotometrycznie agregacje rekombinowanych wariantow Gb3/CD772

Termin ,allosterically” z tytutu publikacji wydaje mi si¢ niezbyt precyzyjny pod katem

enzymologii. Poniewaz mamy do czynienia z modyfikacjg posttranslacyjng o
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kowalencyjnym charakterze (state dotgczenie glikanéw do Asn) oraz nieznany jest
wptyw tej modyfikacji na kinetyczne wtasciwosci enzymu (czy pod wptywem tej
modyfikacji enzym wykazuje charakterystyczny dla regulacii allosterycznej profil
kinetyczny) w mojej opinii trafniejsze bytoby stwierdzenie, ze ta posttranslacyjna
modyfikacja zachodzgca wptywa na aktywnosé enzymu.

8. Czy zidentyfikowano warunki/linie komorkowe, w ktorych pozycja 203 nie jest
glikozylowana? Czy glikozylacja ta mogtoby stanowié¢ mechanizm regulacyjny (np. przy
niekorzystnych ~ warunkach  $rodowiskowych, braku dostepnosci  sktadnikow
odzywczych itp.) zeby wytaczyé GT i przez to N-glikozylacje innych komponentow
komorki?

Oprocz zaprezentowanych publikacji mgr Krzysztof Mikotajczyk jest wspotautorem
szeregu dodatkowych prac (razem 9 publikacji), kierowat/kieruje grantami: PRELUDIUM oraz
Diamentowy Grant, byt wykonawca w kilku projektach oraz aktywnie uczestniczyt w
konferencjach naukowych. Niewatpliwie jest to bardzo dobry dorobek naukowy, ktéry $wiadczy
jednoznacznie o produktywnosci naukowej i Zzaangazowaniu w prace badawcze.

Reasumujgc, przedstawiong do recenz;i prace doktorskg mgr Krzysztofa Mikotajczyka
oceniam bardzo wysoko i chciatbym pogratulowaé zaréwno Doktorantowi jak i Promotorowi.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Krzysztofa Mikotajczyka spetnia wszystkie
zwyczajowe i ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne. Wnosze¢ wiec do wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu o
przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Krzysztofa Mikotajczyka oraz o jej dopuszczenie do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze wzgledu na bardzo dobry poziom

naukowy sugeruje wyroznienie niniejszej Rozprawy stosowng nagroda.

dr hab. Lugsz Opalinski



