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Recenzja rozprawy doktorskiej
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»Rola N-glikozylacji w aktywnosci ludzkiej syntazy Gb3/CD77”

N-glikozylacja jest jedng z najwazniejszych modyfikacji potranslacyjnych biatek, ktéra
w istotny sposob wptywa na ich fatdowanie, stabilno$¢ i rozpuszczalno$é, lokalizacje
wewnatrzkomoérkowa, wydzielanie oraz bioaktywnos$¢. Uwaza sie, ze wszechobecno$é N-
glikanow jest wynikiem ich duzej réznorodnosci, dzieki znacznej liczbie sposobdéw taczenia
reszt cukrowych, wzglednej hydrofilowosci i przestrzennej elastyczno$ci tafcuchow
oligosacharydowych. N-glikany sg syntetyzowane przez zestaw enzymoéw w szlakach
glikozylacji, w tym glikozylotransferazy, ktére réwniez ulegajg N-glikozylacji. W ostatnich
latach wzrasta ilo$¢ doniesien wskazujgcych na istotny wptyw N-glikanéw glikozylotransferaz
na ich funkcje, w tym wydzielanie, stabilno$¢ i powinowactwo substratu/akceptora. Zmiany
tych wiasciwosci mogg mie¢ kluczowy wptyw na aktywnosc¢ glikozylotransferaz. Ponadto, N-
glikany i glikozylotransferazy sg istotne w patogenezie wielu choréb, w tym nowotwordéw.
Majgc na uwadze powyisze, badania nad glikozylotransferazami moga przyczynié¢ sie do
rozwoju nowych metod terapii oraz otrzymania enzymdéw o zmodyfikowanym profilu
glikozylacji przektadajgcym sie na ich wiasciwosci. Z uwagi na brak danych dot. struktury
przestrzennej ludzkiej syntazy Gb3/CD77 oraz roli jakg petnig przytaczone N-glikany podjete
przez Doktoranta badania sg jak najbardziej aktualne i uzasadnione.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana w Laboratorium
Glikobiologii, Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu pod opieka prof. dr. hab. Marcina Czerwiriskiego. Badania
opisane w niniejszej rozprawie zostaty wykonane w ramach projektu finansowanego przez
Ministerstwo Edukacji i Nauki - Diamentowy Grant pt. ,Ludzka syntaza Gb3/CD77: czy N-
glikany mogg wptywac na synteze glikosfingolipidéw?” kierowanego przez mgr. Krzysztofa
Mikofajczyka (nr grantu 0097/DIA/2017/46).
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Rozprawe doktorskg stanowi spdjny tematycznie cykl trzech publikacji, obejmujacy
jeden artykut przeglagdowy z 2020 roku oraz dwie prace eksperymentalne opublikowane w
2021 i 2022 roku. Prace stanowigce rozprawe doktorska charakteryzujg sie wysokim
wspotczynnikiem wptywu IF, odpowiednio Glycobiology IF=4,313 oraz Biochem Biophys Res
Commun. IF=3,322, sumaryczna wartos¢ IF= 11,948. We wszystkich publikacjach wchodzacych
w sktad cyklu Doktorant jest pierwszym autorem, a Jego wiodgca rola w zakresie
sformutowania problemu badawczego, przygotowania zatozen pracy oraz zgromadzenia
literatury w zakresie roli N-glikozylacji w aktywnosci glikozylotransferaz (praca przegladowa,
udziat 90%) oraz sformutowania tez badawczych, zaprojektowania metodologii badan,
przeprowadzeniu eksperymentdw oraz analiz statystycznych (prace eksperymentalne, udziat
75% i 65%) nie budzi zastrzezer i zostata potwierdzona odpowiednimi oswiadczeniami
pozostatych wspotautoréw. W pracy eksperymentalnej opublikowanej w Biochem Biophys
Res Commun. (2022) Doktorant jest takze tzw. autorem korespondencyjnym. Ponadto, na
uwage zastuguje fakt, ze pomimo krétkiego czasu od opublikowania, prace wchodzace w sktad
rozprawy byty juz kilkakrotnie cytowane Przedstawienie rozprawy doktorskiej w formie
spojnego cyklu publikacji wskazuje, ze uzyskane przez Doktoranta wyniki prac
eksperymentalnych zostaty juz wnikliwie i krytycznie zweryfikowane przez recenzentéw
czasopism.

Przestana do recenzji rozprawa doktorska liczy 118 stron, w tym strone tytutowa, spis
tresci, streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim, deklaracje wspodtautorow, trzy
publikacje wchodzgce w sktad rozprawy oraz wnioski. Tytut rozprawy doktorskiej
odzwierciedla jej zawartos¢. W streszczeniu Doktorant wprowadza czytelnika w tematyke
zagadnien bedgcych przedmiotem Jego badan. W artykule przeglagdowym ,How glycosylation
affects glycosylation: the role of N-glycans in glycosyltransferase activity” (Glycobiology.
2020) wchodzacym w sktad rozprawy, na podstawie bardzo szczegétowego przegladu danych
literaturowych (274 pozycje) Doktorant podsumowat aktualny stan wiedzy w zakresie wptywu
N-glikandw glikozylotransferaz na ich aktywnos¢, scharakteryzowat molekularne mechanizmy
lezgce u podstaw zmian aktywnosci enzyméw po deglikozylacji oraz metody stosowane w
badaniach. Ponadto, przedstawit szczegétowe dane dot. glikozylotransferaz, dla ktérych do tej
pory wykazano $cistg zalezno$¢ miedzy profilem N-glikozylacji i ich aktywnoscia.

Zatozenia i cele rozprawy doktorskiej zostaty sformutowane prawidtowo i stanowia
istotny obszar badan prowadzonych od wielu lat w Laboratorium Glikobiologii kierowanym
przez profesora Marcina Czerwinskiego, promotora rozprawy. Gtéwnym celem badan
przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej byto okreslenie roli N-glikozylacji w aktywnosci
ludzkiej syntazy Gb3/CD77, z uwzglednieniem dwdch form, tj. enzymu o petnej dtugosci
(zlokalizowanego w aparacie Golgiego) oraz formy rozpuszczalnej, pozbawionej
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hydrofobowego fragmentu transbtonowego. Jako cele szczegétowe, Doktorant wskazat 1)
Okreslenie, ktére miejsca N-glikozylacji ludzkiej syntetazy Gb3/CD77 majq przytaczone glikany,
z uwzglednieniem typu przytaczonego glikanu; 2) Zbadanie wptywu miejsc N-glikozylacji
ludzkiej syntazy Gb3/CD77 na aktywno$é, swoisto$¢ akceptorowag oraz lokalizacje
wewngtrzkomadrkowsg; 3) Analize wrazliwosci komdrek CHO-Lec2 transfekowanych genami
kodujgcymi warianty glikozylacyjne ludzkiej syntazy Gb3/CD77 na toksyny Shiga; oraz 4)
Zbadanie wptywu (in silico) reszt cukrowych na konformacje enzymu i okreslenie ich
potencjalnego wptywu na jego aktywnos¢ katalityczng. Wyrazem nowatorskiego charakteru i
naukowej wartosci badan zrealizowanych w celu odpowiedzi na wyzej wymienione pytania
jest opublikowanie wynikow w dwéch pracach oryginalnych w renomowanych, wysoko
punktowanych czasopismach.

W pierwszej publikacji eksperymentalnej “Missing the sweet spot: one of the two N-
glycans on human Gb3/CD77 synthase is expendable” (Glycobiology. 2021) Doktorant
zaprezentowat wyniki badan ludzkiej syntazy Gb3/CD77 o ,petnej” dtugosci i wykazat
obecnos¢ reszt cukrowych przytagczonych w obu miejscach N-glikozylacji (N121 i N203) oraz
wskazat N-glikan w pozycji N203 jako niezbedny dla aktywnosci i prawidiowej lokalizacji
subkomodrkowej enzymu, w przeciwienistwie do N-glikanu w pozycji N121. W petni N-
glikozylowana ludzka syntaza Gb3/CD77 i jej glikoforma pozbawiona N-glikanu N121 jest
prawidtowo zlokalizowana w aparacie Golgiego, natomiast glikoforma pozbawiona N-glikanu
N203 jest czesciowo btednie zlokalizowana w retikulum endoplazmatycznym. Enzym
pozbawiony N-glikandw w obu pozycjach byt nieaktywny i akumulowat sie w retikulum
endoplazmatycznym. Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant wskazat, ze dwa N-glikany
ludzkiej syntazy Gb3/CD77 majg przeciwstawny wpltyw na jej wtasciwosci, ujawniajgc
podwdjng nature N-glikozylacji i potencjalnie nowy mechanizm regulacyjny kontrolujgcy
aktywno$¢ biologiczng biatek.

W drugiej publikacji eksperymentalnej “One of the two N-glycans on the human
Gb3/CD77 synthase is essential for its activity and allosterically regulates its function”
(Biochem Biophys Res Commun. 2022) Doktorant analizowat glikozylacyjne warianty syntazy
Gb3/CD77 pozbawione fragmentow transbtonowych, produkowane w komoérkach HEK293E.
Warianty enzymu pozbawione jednego N-glikanu charakteryzowaty sie obnizong masg
czgsteczkowsy, natomiast warianty pozbawione obu N-glikanow nie byty obecne w medium.
Wedtug Doktoranta brak N-glikanow odpowiadat za: 1) nieprawidiowe fatdowanie syntazy
Gb3/CD77 oraz jej depozycje w siateczce srddplazmatycznej (ER) lub znaczgcy wptyw na
obnizenie rozpuszczalnosci enzymu, co uniemozliwiato efektywne wydzielanie. Zastosowanie
specyficznych glikozydaz pozwolito na wskazanie typéw N-glikandéw przytgczonych do enzymu.
W petni N-glikozylowana rozpuszczalna forma ludzkiej syntazy zawiera dwa rézne typy N-
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glikanéw tj. kompleksowe i wielomannozowe, natomiast warianty z podstawieniem w jedne;j
pozycji zawierajg tylko N-glikany typu kompleksowego. Ustosunkowania sig, w formie
krétkiego komentarza, wymaga niespéjno$¢ w okresleniu typu N-glikanow ludzkiej syntazy
Gb3/CD77. W streszczeniu w jezyku polskim i angielskim podano ,,W pefni N-glikozylowana
rozpuszczalna forma ludzkiej syntazy zawiera dwa rézne typy N-glikandw tj. kompleksowe i
wielomannozowe”, natomiast w abstrakcie publikacji w Biochem Biophys Res Commun (2022)
,The fully N-glycosylated enzyme contains one complex and one hybrid/oligomannose N-
glycan”.

W kolejnym etapie badart wykonano modelowanie in silico na modelu enzymu z N-glikanami i
potwierdzono, ze N-glikan w pozycji N203 zlokalizowany jest w poblizu centrum aktywnego
enzymu, w przeciwienstwie do N-glikanu w pozycji N121 oddalonego od centrum aktywnego,
i moze allosterycznie regulowaé aktywno$¢ enzymatyczng ludzkiej syntazy Gb3/CD77.
Przedstawione wyniki badarn podkreslajg role N-glikozylacji w aktywnosci ludzkiej syntazy
Gb3/CD77 (N-glikan w pozycji N203) i rozpuszczalnosci (N-glikany w pozycji N121 i N203), ze
szczegOlnie znaczacy rolg N-glikanu w pozycji N203 w regulacji aktywnosci enzymu.

W podsumowaniu rozprawy doktorskiej Autor przedstawit szes¢ wnioskow,
odpowiednich do uzyskanych w pracach eksperymentalnych wynikéw. W opinii recenzenta,
przeprowadzone badania pozwolity na zrealizowanie w catosci zatozonego celu pracy i w
sposéb wyczerpujacy odpowiadajg na pytania szczegdéfowe postawione w pracy. Doktorant
wykazat sie bardzo dobrym opanowaniem warsztatu eksperymentalnego oraz umiejetnoscia
wykorzystania istniejacych narzedzi badawczych do rozwigzywania wielowatkowych
probleméw naukowych. Analiza wszystkich uzyskanych wynikéw zostata wykonana w sposob
wyczerpujacy, a ilo$¢ oraz réznorodnosé przeprowadzonych eksperymentéw jednoznacznie
wskazujg, ze mgr Krzysztof Mikotajczyk posiada duze doswiadczenie naukowe zdobyte
podczas planowania i prowadzenia poszczegoinych etapéw badan. Ponadto, zostaty wskazane
cele/kierunki dalszych badan w tym obszarze. Szczegdlnie interesujgce sg sugerowanego przez
Doktoranta potencjalne zastosowania aplikacyjne badar nad rolg N-glikozylacji w aktywnosci
ludzkiej syntazy Gb3/CD77 w poszukiwaniu nowych metod terapeutycznych, ktére mogg by¢
wykorzystane w leczeniu pacjentéw z chorobami nowotworowymi. Prosze Doktoranta o
przyblizenie zagadnienia.

Po wnikliwym zapoznaniu sie z dokumentacjg, rozprawe doktorska mgr. Krzysztofa
Mikotajczyka oceniam bardzo wysoko. Rozprawa zostata przygotowana w oparciu o trzy
publikacje w czasopismach o wysokim wspétczynniku oddziatywania, w ktérych Doktorant jest
pierwszym autorem. Biorgc pod uwage wkiad pracy Doktoranta, potwierdzony
oéwiadczeniami wspoétautoréw oraz promotora, oryginalnos¢ tematyki badan, zastosowanie
ztozonego warsztatu do realizacji zatozonych celéw oraz niewatpliwy wktad uzyskanych
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wynikow w rozwdj dyscypliny z catym przekonaniem moge stwierdzi¢, ze przedstawiona
rozprawa doktorska mgr. Krzysztofa Mikotajczyka odpowiada kryteriom stawianym przed
kandydatami do stopnia doktora i spetnia warunki okreslone w art. 13 (ust.1) Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdZniejszymi zmianami). Wnosze do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie mgr. Krzysztofa Mikotajczyka do dalszych
etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczesnie, ze wzgledu na warto$¢ merytoryczng, nowatorski charakter badan oraz
opublikowanie wynikéw w czasopismach o wysokim wspétczynniku oddziatywania wnioskuje
0 wyroznienie przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej.
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