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Recenzja rozprawy doktorskiej
magistra Krzysztofa Stefana Mikotajczyka
. zatytutowane;j
,Rola N-glikozylacji w aktywnoéci ludzkiej syntazy Gb3/CD77"

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana mgra Krzysztofa
Mikotajczyka zostata wykonana pod kierunkiem Pana prof. dra hab. Marcina
Czerwinskiego w Laboratorium Glikobiologii Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
(dalej: IliTD PAN). Analizy wykonane w ramach pracy doktorskiej sg czescig
szerzej zdefiniowanego problemu badawczego realizowanego w Laboratorium
Glikobiologii IliTD PAN ukierunkowanego na poznanie roli glikanéw wchodzgcych
w sktad glikoprotein i glikosfingolipidéw, w aktywnosci tych glikokoniugatow,
oddziatywaniach miedzykomorkowych oraz interakcjach komoérek gospodarza
z patogenami. Okreslenie znaczenia czesci cukrowej glikolipidow i biatek jest
kluczowe d6 petnego zrozumienia ich wiasciwosci i funkcji oraz poszukiwania

przyczyn ich dysfunkcji w warunkach patologicznych.

Gtownym celem badan mgra Krzysztofa Mikotajczyka byto okreslenie na
poziomie  molekularnym  znaczenia  glikozylacji w  aktywnosci  jednej
Z inkozontrénsferaz, ludzkiej syntazy Gb3/CD77 (EC 2.4.1.228), odpowiedzialnej
za synteze glikosfingolipidowych antygenéow Gb3 (P¥) i P1 zawierajgcych
disacharyd Gala1—>4Gal oraz antygenu NOR (Gala1—4GalNAc), jak réwniez
terminalnego  glikotopu P1 (Gala1—4Gal1—>4GIcNAc-R) na akceptorach
glikoproteinowych. Problem badawczy jest oryginalny i znaczacy dla tego obszaru
wiedzy.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie spojnego tematycznie
zbioru trzech artykutébw naukowych. Uktad rozprawy jest zgodny z wymogami
ustawowymi: zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim (str. 5-11), liste
publikacji wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej (str. 12), o$wiadczenia

wszystkich wspotautorow publikacji uwzgledniajace zakres i wielkoS¢ udziatu
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wlasnego w pracach (str. 13-49) oraz kopie trzech artykutow (str. 50-117).
Dla pierwszej publikacji eksperymentalnej uwzgledniono takze materiaty dodatkowe
(Supplementary data). Rozprawe konczy krotki rozdziat, w ktorym zebrano

najwazniejsze wnioski z przeprowadzonych badan (str. 118).

Dodatkowym dokumentem, nie wchodzacym w skitad rozprawy doktorskiej,
ale utatwiajgcym jej ocene oraz pozwalajgcym na odniesienie si¢ do osiggniec
naukowych Pana mgra Krzysztofa Mikotajczyka jest autoreferat zawierajacy
(1) Wprowadzenie, (2) Cel badan, (3) Omoéwienie wynikéw badan z podziatem na
poszczegélhe publikacje, (4) Whnioski, (5) Bibliografie, (6) Edukacje oraz (7) Dorobek
naukowy Doktoranta.

Praca doktorska jest starannie przygotowana pod wzglgdem merytorycznym
i edycyjnym. Streszczenie w jezyku polskim i angielskim napisane jest w sposob
jasny i w petni oddaje zawarto$¢ rozprawy doktorskiej. Zawiera krotkie wprowadzenie
podstawowych danych o ludzkiej syntazie Gb3/CD77, glikozylacji tego enzymu,
glikosfingolipidowych i glikoproteinowych produktach jego aktywnosci oraz cel gtowny
i cele szczegdtowe badan. Druga czes¢ streszczenia to zwiezly opis uzyskanych

wynikow i whioskow w odniesieniu do kazdej z publikacji.

Zbiér artykutow stanowig trzy anglojezyczne prace z listy Journal Citation
Reports, zamieszczone w Wykazie czasopism naukowych Ministra Edukacji i Nauki
z dnia 12 grudnia 2021 roku - w kazdej z nich mgr Krzysztof Mikotajczyk jest
pierwszym autorem. W publikacji eksperymentalnej opublikowanej w biezgcym roku,
jest rowniez autorem korespondencyjnym. Wkiad Doktoranta w powstanie kazdej
z publikacji jest znaczacy: oceniony na 90% w publikacji przegladowej, na 75%

w pierwszej pracy eksperymentalnej i 65% w drugiej pracy eksperymentalnej.

Dwa pierwsze artykuty wchodzgce w skiad rozprawy doktorskiej zostaty
opublikowane w roku 2020 i 2021 w Glycobiology, prestizowym czasopismie
o wysokiej wartosci wspdtczynnika wptywu (IF 2021: 5.954, 5-letni IF: 6.091; pkty
MEIN: 100), dedykowanym do prezentowania badan z szeroko rozumianego zakresu
glikobiologii.. Druga praca eksperymentalna zostata wydana w uznanym czasopismie
Biochemical and Biophysical Research Communications (IF 2021: 3.322, 5-letni IF:
3.498; pkty MEIN: 100).

Pierwsza publikacja o intrygujgcym tytule "How glycosylation affects
glycosylation: the role of N-glycans in glycosyltransferase activity" jest rzetelnym
opracowaniem przeglgdowym na temat glikozylacji glikozylotransferaz, czyli
enzymoéw  katalizujgcych synteze struktur oligosacharydowych glikokoniugatow.
Powstata w oparciu o bogatg liste literatury obejmujaca 274 artykuty naukowe z lat
1972-2020, wypetniajgc luke w literaturze z zakresu znaczenia glikozylacji
w aktywnoéci glikozylotransferaz. Praca przegladowa stanowi bardzo dobre

wprowadzenie teoretyczne do badan wiasnych zaprezentowanych w dwoch kolejnych
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artykutach " oryginalnych.  Opracowanie ilustrujg dwa czytelne schematy
przedstawiajgce funkcje N-glikanéw zwigzane z aktywnoscig enzymatyczng (Fig. 1)
oraz metody stosowane do analizy glikozylacji i jej wptywu na aktywno$¢ biatek
(Fig. 2). Wazng czescig publikacji jest imponujgcych rozmiarow tabela zamieszczona
na 13 stronach artykutu i zawierajgca podstawowe dane o glikozylotransferazach,
ktorych aktywno$¢ regulowana jest przez N-glikany. Dane zebrane w publikacii
dowodzg znaczenia obecnosci reszt cukrowych dla aktywnosci enzyméw, a takze
licznych wiasciwoséci tych biatek, takich jak stabilno$¢, rozpuszczalnos¢, uzyskanie
prawid’{owej' struktury przestrzennej, kierowanie do wiasciwego kompartmentu
w komorce iub ich sekrecji. Prace konczy rozbudowany rozdziat Conclusions, ktory
w ciekawy i dojrzaty sposob podsumowuje zebrane wczeséniej dane literaturowe oraz
przedstawia zalety i ograniczenia metod i podejs¢ badawczych stosowanych
do oceny roli N-glikanébw w aktywnosci glikozylowanych glikozylotransferaz.
Przedstawia réwniez niezwykle wazny aspekt klinicznej aplikacyjnosci badan
podstawowych z tego zakresu. Z przyjemnoscia i duzg ciekawoscig przeczytatam to
opracowanie. Warto tez doda¢, ze publikacja cieszy sie¢ duzym zainteresowaniem
wsrod specjalistow, o czym $wiadczy wysoka liczba cytowan (14 wg bazy Scopus

i 10 wg Web of Science) uzyskana w ciggu niespetna dwoch lat od opublikowania.

Dwie kolejne publikacje prezentujg wyniki badan uzyskane w ramach
doktoratu. Badania wykonano na dwéch wersjach syntazy Gb3/CD77, zawierajgcej
w pozycji 211 tancucha biatkowego reszte glutaminy (enzym Q) lub resztg kwasu
glutaminowego (enzym E), co przekiada si¢ na liczbe akceptoréw rozpoznawanych
przez enzym. Dla obydwu wersji syntazy Gb3/CD77 stworzono dwa warianty
glikozylacyjne pozbawione N-glikanu w pozycji Ni21 lub N2z oraz warianty
nieglikozylowane.

W pierwszej z prac eksperymentalnych pt. "Missing the sweet spot. one of
the two N-glycans on human Gb3/CD77 synthase is expendable" badania
przeprowadzono dla syntazy Gb3/CD77 o petnej diugosci, zlokalizowane;
wewnatrzkomorkowo w btonie aparatu Golgiego. Obecnos¢ N-glikanu(éw) w danym
wariancie enzymu weryfikowano stosujac dwa podejscia badawcze, oceniajac ubytek
masy czastéczkowej w rozdziale elektroforetycznym po de-N-glikozylacji z uzyciem
PNGazy F oraz wykorzystujgc komérki CHO-Lec2 traktowane tunikamycyna, ktéra
hamuje synteze N-glikandw. Aktywno$¢ enzymatyczng wszystkich wariantow syntazy
Gb3/CD77 okreslano metodg cytometryczng analizujgc zawartos¢ produktow
aktywnosci ‘enzymu (antygenu Gb3, P1 i NOR) w transfekowanych komorkach
CHO-Lec2 oraz metodg ELISA w lizatach tych komoérek. Przyczyn utraty aktywnosci
wariantéw syntazy Gb3/CD77 o roznej N-glikozylacji szukano analizujgc lokalizacje
wewnatrzkomérkowg tych enzymow, znow stosujac dwie rézne metody znakowania
i obrazowania biatek (konfokalna mikroskopia fluorescencyjna i transmisyjna
mikroskopia elektronowa). W kolejnym etapie oceniono efekt aktywnosci wariantow
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syntazy Gb3/CD77 na poziomie ich  produktow  glikosfingolipidowych
i glikoproteinowych stosujgc wysokosprawng chromatografie cienkowarstwowg
HPTLC i spektrometric mas MALDI-TOF oraz Western blotting. Cykl badan konczy
ocena zywotnosci transfekowanych komorek CHO-Lec? traktowanych dwoma typami
holotoksyn Shiga (Stx1 i Stx2).

Druga publikacja do$wiadczalna zatytutowana "One of the two N-glycans on
the human Gb3/CD77 synthase is essential for its activity and allosterically regulates
its function" dotyczy opisanych wyzej wariantow enzymu w formie rozpuszczalnej bez
fragmentu transblonowego, wydzielanych do pozywki hodowlanej przez komorki linii
HEK293E. Enzym izolowano z pozywki metodg chromatografii powinowactwa
stosujgc ztoze Ni2+-NTA-sepharose. Mase czasteczkowg wyizolowanych wariantow
okreslano za pomocg Western blottingu. Zawartos¢ catej puli N-glikanéw wyznaczono
de-N-glikozylujgc biatko z uzyciem PNGazy F a obecnos¢ struktur
wielomannoiowych oceniono stosujgc endoglikozydaze H (Endo H). Ze wzgledu na
roznice w aktywnosci wariantoéw glikozylacyjnych syntazy Gb3/CD77, wskazujgce na
rézne znaczenie N-glikandw w regulacji aktywnosci tego enzymu, wykonano takze
modelowanie biatka in silico na modelu enzymu zawierajgcego reszty

oligosacharydowe.

Zwraca uwage réznorodnos¢ podejs¢ badawczych. Wszedzie tam, gdzie byto
to mozliwe wyniki byly weryfikowane réznymi metodami. W obydwu publikacjach
eksperymentalnych metody zostaty opisane w sposob szczegdtowy, pozwalajgcy na
ich odtworzenie przez inne zespoty badawcze. Wyniki sg dobrze udokumentowane
i zobrazowane na licznych, dobrej jakosci rycinach. Jedynie opisy rycin 4 i 5
w pierwszej publikacji eksperymentalnej s wykonane zbyt matg czcionka,
co powoduje, ze w wersji drukowanej sg nieczytelne. Problem ten fatwo rozwigzac

powiekszajac obraz w wersji cyfrowe;.

Uzyskane wyniki pozwolity na sformutowanie kilku istotnych wnioskow
zebranych w ostatnim rozdziale rozprawy. Najwazniejszymi osiggnigciami
przeprowadzonych badan sg: (1) stwierdzenie obecnosci N-glikanéw w obydwu
miejscach N-glikozylacji syntazy Gb3/CD77, (2) wykazanie, ze N-glikan dotgczony do
N2os jest kluczowy do petnej aktywnosci enzymu wewnatrzkomérkowego i jego
lokalizacji w aparacie Golgiego, w przeciwienstwie do N-glikanu w pozycji N121, ktory
nie wptywa na aktywnos¢ enzymu, (3) wykazanie redukcji aktywnosci formy
rozpuszczalnej enzymu nie zawierajgcego N-oligosacharydu w pozycji N1z
i catkowitg :utrate aktywnosci tej formy enzymu bez N-glikanu w pozycji Naos,
(4) wykazanie, ze enzym pozbawiony N-glikanow traci aktywno$¢ enzymatyczng i nie
jest wydzielany poza komorke, (5) wykazanie, ze nawet komorki CHO-Lec2

transfekowane genami kodujgcymi warianty glikozylacyjne enzymu pozbawione
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N-glikandéw posiadajg receptory na glikokoniugatach odpowiedzialne za efekt
cytotoksyczny wywotany przez toksyny Shiga.

Badania zostaty zaplanowane i wykonane z duzg starannoscia, z uzyciem
dobrze dobranych, nowoczesnych technik badawczych, wiec wiarygodnosc
uzyskanych wynikow, jak rowniez ich warto$¢ naukowa nie budzi watpliwosci. Prosze
natomiast o komentarz do nastepujgcych pytan, ktére nasunety mi sie po
przeczytaniu rozprawy:

1. Dlaczego charakterystyke struktur N-glikandéw syntazy Gb3/CD77 wykonano tylko
dla formy rozpuszczalnej uzyskanej w badaniach z uzyciem komorek linii
HEK293E a nie dla formy enzymu o petnej dtugosci analizowanej w komorkach
linii CHO-Lec2?

2. W badaniach wykonanych dla enzymu o petnej dtugoéci z uzyciem komoérek CHO-
Lec2 masa czasteczkowa dwéch wersji syntazy Gb3/CD77 w  petni
N-glikozylowanych, okreslonych jako enzymy Q i E, wyznaczona w rozdziale
elektroforetycznym SDS-PAGE w obecnoéci standardéw masowych byta rowna
ok. 39 kDa, natomiast masa samego biatka (warianty pozbawione N-glikanow)
wynosita ok. 32 kDa. Enzym pozbawiony jednego z miejsc N-glikozylacji, bez
wzgledu na to, ktore miejsce N-glikozylacji zostato wyeliminowane, miat mase
ok. 37 kDa. Czyli brak jednego z dwoch N-glikanéw powodowat ubytek masy
czgsteczkowej glikoproteiny o 2 kDa. Jak zatem wytlumaczy¢ réznice w masie
rowng 5 kDa miedzy enzymem zawierajgcym jeden N-glikan i biatkem
nieglikozylowanym, niezalezng od tego, do ktérego z miejsc N-glikozylacji
dotgczony byt oligosacharyd?

Fragmenty rozprawy w jezyku polskim (Streszczenie i Wnioski) oraz
autoreferat napisane sg w sposéb jasny, poprawnie jezykowo. Mam tylko dwie
drobne uwagi: (1) sugeruje w jezyku polskim uzywac¢ okreslenia pozywka hodowlana
W miejsce wyrazania "medium", ktore jest wieloznaczne, (2) w opisie wynikéw badan
w pierwszej publikacji eksperymentalnej, zamieszczonym w autoreferacie, fragment
zdania "enzymy Q i E, uprzednio traktowane tunikamycyng" to skrot myslowy,

poniewaz tunikamycyng traktowane sg komorki.

Zgodnie z wymogami Rady Naukowej IliTD (Szczegotowy tryb postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora) w rozprawie doktorskiej nalezy uwzgledni¢
oprocz kopii artykutéw réwniez dodatkowe materiaty opublikowane w internecie. Tych
dodatkowych  materiatow (Supplementary data) do drugiego  artykutu
eksperymenitalnego nie znalaztam w rozprawie. Nie stanowito to jednak problemu
w ocenie pracy, poniewaz dotartam do tego pliku w wersji cyfrowej na stronie

internetowej czasopisma.
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Badania do pracy doktorskiej mgr Krzysztof Mikotajczyk wykonat w ramach
kierowanego przez siebie projektu badawczego pt. "Ludzka syntaza Gb3/CD77: czy
N-glikany moga wptywa¢ na synteze glikosfingolipidow?", finansowanego przez
Ministerstwo Edukacji i Nauki (program Diamentowy Grant). Oprécz badan do
doktoratu angazowat sie w trzy inne granty badawcze. Pozyskanie $srodkow
na realizacje kolejnego wilasnego tematu badawczego pt. "Rola dimeryzacji
glikozylotransferaz ~w  wigzaniu toksyn Shiga dla glikosfingolipidowych
i glikoproteinowych receptoréw" w konkursie Preludium Narodowego Centrum Nauki
pozwoli Panu Krzysztofowi Mikotajczykowi na kontynuacje badan i zapewne

zwigzanie swojej przysziosci z pracg naukowa.

Dorobek naukowy mgra Krzysztofa Mikotajczyka obejmuje {gcznie
9 publikacji z listy JCR opublikowanych w latach 2016-2022 oraz 16 doniesien
konferencyjnych (w tym trzech, w ktérych jest pierwszym autorem) prezentowanych
na miedzynarodowych i krajowych konferencjach w latach 2016-2020, co jak na ten

etap pracy naukowej jest wysoka, wyrdzniajgcy sie wartoscia.

Rzetelnie przygotowana rozprawa doktorska z wykorzystaniem szeregu
roznych metod molekularnych i komérkowych (ukierunkowana mutageneza miejsc
glikozylacii, transfekcje komoérek, Western blotting, cytometria przeptywowa, ocena
aktywnosci enzymatycznej metodg ELISA, analiza glikozylacji z uzyciem glikozydaz,
wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa HPTLC, spektrometria mas
MALDI-TOF, komérkowy test zywotnoéci in vitro), obrazowania mikroskopowego
(wewnatrzkomérkowa lokalizacja wariantéw enzymu metodg immunofluorescencyjng
i wizualizacja mikroskopie  konfokalnym oraz technikg immunoziotowa
z obrazowaniem w transmisyjnym mikroskopie elektronowym) i analiz
komputerowych (modelowanie struktury biatka in silico) oraz bogaty dorobek
naukowy dowodzg szerokiej wiedzy Doktoranta oraz umiejetnosci samodzielnego
planowania i prowadzenia badan naukowych, jak rowniez skutecznosci w pozyskaniu
Srodkow do ich realizacji.

Rozprawa doktorska Pana mgra Krzysztofa Mikotajczyka, oparta na juz
opublikowanych wynikach badan, stanowi bez watpienia istotny wkiad w rozwoj
wiedzy z zakresu glikobiologii. Dostarcza waznych danych o regulacji aktywnosci
enzymu przez N-glikany bedace czescig tej glikoproteiny oraz co nie mniej wazne,
stawia kolejne pytania badawcze i w konsekwencji wytycza nowe kierunki badan. Jak
podaje Autor w autoreferacie, badania nad strukturg przestrzenng ludzkiej syntazy
Gb3/CD77 s kontynuowane,  wigc odpowiedzi na pytania dotyczgce
m.in. aIIoste.rycznej regulacji aktywnosci tego enzymu przez N-glikan dotgczony do
asparaginy N2os, ktore zrodzity sie w efekcie przeprowadzonych analiz, poznamy
zapewne W niedalekiej przysztosci.
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Podsumowujgc, stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgra Krzysztofa
Mikofajczyka spetnia kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie
z wymaganiami Artykutu 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz.U.2022.574 ze zm.) oraz ze dorobek naukowy
Doktoranta uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych,
dlatego wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
im. L. Hirszfelda PAN we Woroctawiu o dopuszczenie mgra Krzysztofa
Mikotajczyka do dalszych etapéow postepowania o nadanie stopnia doktora

w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Ponadto, biorgc pod uwage, ze (1) wyniki badan uzyskane w ramach
doktoratu zostaty opublikowane w dwdch oryginalnych artykutach a zebrane dane
literaturowe opracowane i opublikowane w formie pracy przegladowej, kazdy
z artykutow w czasopismach nalezacych do renomowanych wydawnictw naukowych
(Oxford University Press, Elsevier) oraz (2) doceniajgc wysokag warto$¢ merytoryczng
uzyskanych. wynikow wnioskuje o wyroznienie rozprawy doktorskiej
mgra Krzysztofa Mikotajczyka.
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