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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Anny BereZnickiej

»Antygeny ukfadu grupowego krwi P1PK u ptakow: rola syntazy Gb3/CD77”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod opiekg prof. dr.
hab. Marcina Czerwiniskiego oraz dr. Radostawa Kaczmarka w Laboratorium Glikobiologii,
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk
we Wroctawiu. Badania prowadzono w ramach realizacji projektu badawczego pt. ,,Antygeny
uktadu grupowego krwi P1PK u ptakéw: rola syntazy Gb3/CD77 w opornosci na toksyny Shiga”
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (OPUS 16; nr projektu UMO-
2018/31/B/NZ6/01828), a wyniki zamieszczone w pracy zostaty opublikowane w artykule
eksperymentalnym, ktory ukazat si¢ w 2021r w renomowanym czasopiémie z listy Journal
Citation Reports, tj. Int. J. Mol. Sci. (doi: 10.3390/ijms22189761) o wspétczynniku
oddziatywania IF= 6.132 (5-Year Impact Factor; 2020), w ktérym Pani mgr Anna Bereznicka jest
pierwszym autorem. W opinii recenzenta w w/w przypadku nalezy uwzgledni¢ fakt przejicia
ocenianej pracy przez rygorystyczny tryb peer-review. Wiedza dot. ptasiej syntazy Gb3/CD77
jest fragmentaryczna, a jej rola w zakazeniach STEC i podstawy mechanizméw molekularnych
opornosci ptakéw na dziatanie toksyn Shiga sg nieznane i nie byty przedmiotem badan.
Tematyka badan podjetych przez Doktorantke jest nowoczesna oraz adekwatna do potrzeb
jakie wyznaczajg wspdtczesnej immunologii dziatania dedykowane ochronie zdrowia
publicznego.

Rozprawa doktorska jest 175 stronicowym manuskryptem w wersji polskiej i ma
standardowy uktad z podziatem na rozdziaty: Streszczenia — w jezyku polskim i angielskim,
Wstep, Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja oraz Podsumowanie. Wstep jest
precyzyjnie przemyslany i zawiera wszystkie niezbedne informacje uktadajace sie w logiczna,
spojng cafos¢ i stanowi wyczerpujgce opracowanie aktualnego stanu wiedzy. Doktorantka
przedstawita opis struktur, swoistosci substratowej i mechanizm dziatania glikozylotransferaz
z uwzglednieniem ludzkiej syntazy Gb3/CD77. Scharakteryzowata struktury i funkcje
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glikosfingolipidow, biosynteze N- i O-glikanéw oraz glikanéw O-GlcNAc glikoprotein, a
nastepnie skupifa sie na uktadach grupowych krwi P1PK i GLOB. W kolejnych podrozdziatach
opisata antygeny cukrowe kregowcéw i ich udziat jako czynniki modulujgce w oddziatywaniach
z patogenami, uwzgledniajac antygen Galal->3Gal, kwas N-glikoliloneuraminowy (Neu5Gc),
antygeny GalNAc/Galal->3Gal (ABH) i GalNAcal->3GalNAc (Forssman) oraz antygen
Gala1->4Gal. W ostatniej czesci wstepu omowita nazewnictwo, strukture, klasyfikacje,
mechanizm dziatania oraz znaczenie epidemiologiczne toksyny Shiga z uwzglednieniem
zwierzat jako rezerwuary enterokrwotocznych szczepéw E. coli produkujgcych toksyny Shiga.
Cato$¢ zostata wzbogacona starannie przygotowanymi 12 rycinami oraz 4 tabelami.

Zatozenia i cele pracy zostaty sformutowane w sposéb precyzyjny. Doktorantka
zdefiniowata cele swoich badan szczegdtowych wskazujgc obszary wymagajgce pogtebionych
analiz z uwagi na niepetng charakterystyke ptasiej syntazy Gb3/CD77 w poréwnaniu do
ludzkiego enzym oraz nieznang jej role w zakazeniach STEC i w podstawach mechanizmoéw
molekularnych opornosci ptakéw na dziatania toksyn Shiga. Jako gtéwne cele wskazata: (1)
Okreslenie poziomu homologéw antygenow ludzkiego uktadu grupowego krwi P1PK u ptakdw,
(2) Molekularng charakterystyke syntazy Gb3/CD77 i jej paralogu z gofebi oraz (3) Prébe
odpowiedzi na pytanie: dlaczego ptaki s3 oporne na zakazenia STEC? Zatozone cele badawcze
stanowig istotny element oraz naturalng kontynuacje badar prowadzonych od wielu lat przez
profesora Marcina Czerwinskiego oraz jego Zespot.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje bogactwo zastosowanych w pracy metod i
najnowoczes$niejszych technik badawczych z zakresu biochemii, biologii molekularnej, hodowli
komérkowych oraz technik spektroskopowych, w tym cytofluorometrii przeptywowej,
Western blottingu, HPTLC i spektrometrii masowej oraz precyzyjne wyjasnienie
podejmowanych procedur i strategii. Zastosowany przy realizacji badari bogaty warsztat
metodyczny wskazuje na wysokie kompetencje Pani mgr Anny Bereznickiej w zakresie
zaréwno planowania jak i prowadzenia badan. Zastosowanie dedykowanej aparatury do
realizacji kolejnych zadan badawczych gwarantowato uzyskanie rzetelnych i wiarygodnych
wynikow.

Rozdziat Wyniki zawiera zestawienie wraz z omodwieniem uzyskanych rezultatow
podczas prowadzenia badan. Biorgc pod uwage réznorodnos¢ przeprowadzonych
eksperymentdow oraz ich ztozono$c¢ jest napisany w przystepny sposob, a rezultaty badan sg
przedstawione w formie opisowej oraz graficznej, udokumentowane licznymi rycinami oraz
wykresami, co utatwia analize.
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Zwienczeniem przedstawionej do oceny pracy doktorskiej jest dyskusja oraz
podsumowanie. Dyskusja zostata przygotowana w sposéb wyczerpujacy i zakoriczona
zwigztym podsumowaniem. Doktorantka wskazaty obszary, ktére w jej opinii wymagajg
rozszerzenia zakresu prowadzonych badan oraz wykonania dodatkowych szczegétowych
analiz. W tych dwdch rozdziatach mgr Anna BereZnicka wykazata sie duzg dojrzatoscig
naukowg pod wzgledem otrzymanych rezultatéw. Krytycznie ocenita swoje osiggniecie,
powotujac sie na wyniki innych autoréw prowadzacych badania w podobnej tematyce.
Dyskusja zostata podsumowana schematem badari nad rolg ptasich syntaz Gb3/CD77 w
oddziatywaniu z toksyng Shiga opisanych w pracy. Na uznanie zastuguje bardzo obszerna
bibliografia zastosowana do przygotowania rozprawy doktorskiej, ktéra zawiera 333 pozycje
literaturowe, w tym pozycje z lat 2019-2022 stanowig ponad 20%, co wskazuje na biegtoé¢ w
obszarze zainteresowan naukowych Doktorantki.

Za najwazniejsze osiggniecia Doktorantki nalezy uzna¢ wykazanie, ze:

® Antygeny ukfadu grupowego krwi P1PK wystepuja jedynie u przedstawicieli parvklasy
ptakéw wspdtczesnych i wykazujg duze zréinicowanie zaréwno gatunkowe jak i
osobnicze.

® Gatunki ptakow nalezgce do parvklasy ptakéw wspétczesnych analizowane w niniejszej
pracy maja co najmniej dwa geny odpowiedzialne za produkcje syntazy Gb3/CD77.

® 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.

e Syntazy Gb3/CD77 M i P wykazujg zdolno$¢ do produkcji w petni funkcjonalnych,
pufapkowych receptoréw dla toksyn Shiga, a czynniki wptywajace na wrazliwoéé
ptasich komorek srodbtonka na holotoksyne Stx1 wykraczaja poza proste
oddziatywanie ligand — receptor.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata przygotowana starannie, zaréwno pod
wzgledem redakcyjnym jak i opracowania tabel i rycin, jednak z obowigzku recenzenta musze
wspomnie¢ o drobnych btedach/braku konsekwencji, tj. ,podwdjna” numeracja dla
podrozdziatu 4.5.3. Antygeny GalNAc/Gala1->3Gal (ABH) i GalNAcal->3GalNAc
(Forssman)(brak w spisie tresci) oraz 4.5.3. Antygen Galal->4Gal, brak odniesienia do
odpowiednich pozycji pismiennictwa pod niektorymi tabelami i rycinami, nazewnictwo typéw
N-glikan6w, niekonsekwencja w zapisie cytowarn w tekscie (wymiennie i/and), niejednolite
zasady zastosowane przy przygotowywaniu spisu literatury oraz niefortunnych okreéleniach
tj. ,terminalna struktura” (dot. catosci) ,Enzymatyczny taficuch boczny” (str. 23), ,jest biatkiem
o dtugosci...” (str. 25),"trawienie przez dwie proteazy: PNGaze F oraz...”(str. 75), »Elikoforyna
A od osoby B” (str. 121), ,zawieraty szybko migrujgce prazki” (str. 125). Wskazane
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niedociggniecia nie majg jednak wptywu na catosciowa oceng rozprawy. W przedstawionym
do oceny tekscie dysertacji brakuje zbiorczego dorobku naukowego Doktorantki. Informacja
taka pozwala na dokonanie cato$ciowej oceny kandydatki, co jest rowniez istotnym
elementem przygotowywanej opinii.

Lektura recenzowanej dysertacji nasuneta mi kilka pytar dotyczacych zaproponowanych
strategii oraz rozszerzenia zakresu prowadzonych badan, o ustosunkowanie sig do ktérych, w
formie krétkiego komentarza, chciatabym poprosi¢ Doktorantke:

e Wstepne okreslenie mechanizmu wigzania czasteczek toksyn Shiga przez erytrocyty i
komérki §rédbtonka (pochodzacych z gotebia i kury) z wykorzystaniem nowoczesnych
metod mikroskopowych (live-cell imaging) — potencjalne mechanizmy tych
oddziatywan.

e Strategie planowane przy analizie struktur N-glikanéw obecnych na paralogach —
potencjalne zastosowanie lektyn.

Podsumowujac, rozprawe doktorska pani mgr Anny Bereznickiej oceniam bardzo wysoko.
Biorgc pod uwage wktad pracy Doktorantki, oryginalnos¢ podjetej tematyki, wysoki poziom
merytoryczny pracy, W tym zastosowanie zlozonego warsztatu metodycznego oraz
niewatpliwy wktad uzyskanych wynikéw w rozwdj dyscypliny z catym przekonaniem moge
stwierdzi¢, ze przedstawiona rozprawa doktorska Pani mgr Anny BereZnickiej odpowiada
wymogom formalnym stawianym rozprawom doktorskim i spetnia warunki okreslone w art.
13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku (z p6éZniejszymi zmianami) dotyczgcej nadawania stopni
naukowych i tytutu naukowego oraz stopni i tytutu w zakresie sztuki. Wnioskuje zatem do
Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii dos$wiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o przeprowadzenie dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora pani mgr Annie BereZnickiej.

Jednoczeénie wnioskuje o wyrdznienie przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej.

M. Ormlié Toufowe
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