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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Szymczak-Kulus pod
tytulem ,,Human alpha-1,4-galactosylotransferase as an enzyme regulating
Shiga toxin binding” (“Ludzka alpha-1,4-galaktozylotransferaza jako

enzym regulujacy wigzanie toksyn Shiga”)

Recenzowana praca zostata wykonana w Laboratorium Glikobiologii, Instytutu
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we
Wroctawiu pod opiekg prof. dr hab. Marcina Czerwinskiego. Temat pracy zwigzany jest z
wieloletnig tematykg badan zespotu i realizacjg grantu badawczego NCN, kierowanego przez
prof. hab. dr Marcina Czerwinskiego i dotyczacego antygendw P1 i PX jako receptoréw toksyny
Shiga. Antygeny P1, PX i NOR sg tancuchami cukrowymi glikosfingolipidow, ktorych struktury
i genetyczne podstawy zrdznicowania weigz nie sg w petni poznane. Szczegélnie intrygujaca
wydaje si¢ by¢ ich funkcja jako receptora toksyny Shiga. Toksyna ta dzieki rozpoznaniu
antygenu na powierzchni nabtonka jelitowego wnika do komorek, gdzie powoduje
zahamowanie syntezy biatek oraz $mier¢ komorki. Z tego wzgledu prowadzone w ramach pracy

badania enzymu alpha-1,4-galactozylotransferazy (A4GALT) odpowiadajacego za tworzenie

wspomnianych struktur sg w petni uzasadnione.
Za najwazniejsze osiggniecia Doktorantki nalezy uznac:

e Znalezienie korelacji pomigdzy mutacjami w locus A4GALT a fenotypem krwinek

czerwonych,



e Wykazanie, ze enzym A4GALT dodaje galaktoze in vitro nie tylko do struktur
glikosfingolipidow i syntetycznych oligosacharydow ale takze do glikoprotein,

e Potwierdzenie, ze A4GALT produkowana przez transdukowane komodrki CHO jest
aktywna wzgledem glikosfingolipidow oraz glikoprotein,

e Wykazanie, ze toksyna Shiga typu Stx1wigze glikoproteiny ze strukturg typu P1.

Wszystkie badania wykonane przez mgr Katarzyng Szymczak-Kulus i opisane w
rozprawie doktorskiej zostaly zawarte w dwoch artykutach: opublikowanym w PLOS ONE,
2018, gdzie Doktorantka petni role drugiego autora oraz w Journal of Biological Chemistry,
2021, gdzie Doktorantka jest pierwszym autorem. Dowodzi to, ze wyniki uzyskane w ramach
pracy doktorskiej zostaty poddane krytycznej recenzji i docenione przez specjalistow z zakresu
glikobiologii i antygenéw grupowych krwi. Jednocze$nie zwalnia mnie to ze szczegolowe;j
oceny merytorycznej danych eksperymentalnych, pozwalajagc skupi¢ si¢ na samym

opracowaniu wynikow i przygotowaniu rozprawy doktorskiej.

Rozprawa doktorska jest napisana w jezyku angielskim i ma ukfad typowy dla prac
eksperymentalnych. Sktada si¢ z rozdzialow: Streszczenia, Wstepu, Celu pracy, Materiatow i
metod, Wynikow, Dyskusji, krotkiego podsumowania w postaci Wnioskow, oraz Zatgcznika,

a takze zestawien rysunkow, tabel i skrétow.

Wstep jest starannie napisany i stanowi rzetelne wprowadzenie do tematyki badan.
Konstrukcja Wstepu jest skrupulatnie przemyslana, a kolejno przedstawiane zagadnienia
tworzg logiczny ciag informacji. Doktorantka rozpoczyna od opisu struktur i funkcji
glikozylotransferaz, nastgpnie przechodzi do przyblizenia enzymu A4GALT i jego roli w
modyfikacji glikosfingolipidéw, po czym omawia struktury tworzace antygeny P1 i PX. W
ostatniej czesci wstepu oméwiono strukturg i mechanizm dziatania toksyny Shiga. Wstep jest
ilustrowany bardzo pomocnymi rysunkami, szczegélnie schemat biosyntezy i struktur

antygendéw P1PX jest wrecz nieodzowny dla zrozumienia tekstu.

Cel pracy jest obrazowo, precyzyjnie sformutowany i zgodny z tematem pracy.
Przedstawienie celu pracy w postaci diagramu doskonale ilustruje wszechstronne podejscie do

rozwigzania problemu naukowego i poszukiwan odpowiedzi na zadanie pytania badawcze.

Rozdziat Materialy i Metody w sposdb bardzo opisowy i klarowny przedstawia kolejno
przeprowadzone eksperymenty. Na uwage zastuguje ogromny wachlarz stosowanych podejs¢
eksperymentalnych. Obejmowaty one, oprocz podstawowych biochemicznych oraz metod

biologii molekularnej, tzn. przygotowania konstruktéw genetycznych, oczyszczania oraz analiz



aktywnosci glikozylotransferaz, takze rozmaite bardziej zaawansowane metody badawcze takie
Jjak analizy poziomu transkryptu, oddzialywania toksyny z strukturami cukrowymi przy
pomocy SPR, analizy fenotypu komérek przy zastosowaniu FACS, analizy struktur glikanow
za pomocg spektrometrii mas i NMR. Doktorantka dotozyta wszelkich staran, aby doktadnie
zaznaczy¢, ktore materiaty i procedury zostaly uzyskane badz przeprowadzone dzieki
uprzejmosci lub przy pomocy wspotpracownikow. Jedyne drobne zastrzezenie, co do
niekompletnosci informacji w tym rozdziale dotyczy podrozdziatu 6.3.13 zawierajacego opis
konstrukcji wektora bakulowirusowaego oraz rozdziatu 6.4, gdzie zabrakto informacji o

weryfikacji poprawnosci konstruktu.

Jak wspomniano rozdziat Wyniki zawiera dane eksperymentalne zawarte w dwoch juz
opublikowanych artykutach. Wyniki przedstawione sg w sposéb czytelny i klarowny, jednak
pewne zastrzezenia mogg budzi¢ dos¢ skrétowe opisy rysunkow. Dotyczy to na przyktad
rysunkow 28, 29, 43, 44, 48, 53, gdzie w legendzie przydatne bytoby doktadniejsze opisanie
uzytych komérek badanych i kontrolnych. Ponadto uwazam, ze korzystajac z mozliwosci, jaka
daje przegotowanie rozprawy doktorskiej, czyli braku rygoru bardzo zwiezltego przedstawienia
swoich wynikéw, Doktorantka mogta pokusi¢ si¢ o szersze wprowadzenia do kolejno
opisywanych badan. Sledzenie przeprowadzonych badaf wlatwityby odnogniki do Materiatéw
i Metod oraz nieco obszerniejsze skomentowanie uzyskanych wynikéw a takze opatrzenie
kazdego z podrozdziatow krotkim podsumowaniem. I tak na przykfad recenzent/czytelnik moze
odczu¢ brak szerszego komentarza wyniku przedstawionego na rys. 14 — nasuwa sig tu pytanie,
Jak interpretowana jest znaczna zmiennos$¢ poziomu transkryptu w badanych prébkach. Czy
podjeto probe skorelowania zidentyfikowanych SNP z poziomem transkryptu? Recenzentowi
zabraklto réwniez krétkiej cho¢ interpretacji wyniku przedstawionego w Tabeli 14 — gdzie
wskazano, ze poziom transkryptu A4GALT Q211E jest znacznie nizszy niz transkryptu genu
natywnego. Nieco skrétowo sg takze opisane niektére wyniki pokazujace oddziatywanie z
toksyng  Shiga. W tym rozdziale najbardziej zabraklo mi krotkiej interpretacji wyniku
przedstawionego narys. 53 wskazujacego na zwickszong wrazliwos¢ na toksyne Stx1 komoérek
produkujacych muteing Q211E. Nawigzania do wspomnianych wynikéw oczywiscie pojawia
si¢ w rozdziale Dyskusja, ale prositabym Doktorantke o szersze komentarze w trakcie
publicznej obrony pracy. Pomimo powyzszych uwag uwazam, ze Doktorantka w poprawny i
rzetelny sposob przedstawita kolejno wykonane eksperymenty. Przeprowadzone badania
dostarczyly niezwykle cennych informacji na temat antygenéw P1,PX  swoistosci

glikozylotransferaz oraz roli glikanow jako receptoréw.



Dyskusja Wynikow jest ciekawa i dojrzala, a jednoczesnie podobnie jak Wyniki i na
wzor publikacji, bardzo precyzyjna i oszczgdna. Rozdziat ten jest podzielony na podrozdziaty,
ktore zawieraja umiej¢tne odniesienie wiasnych wynikéw do danych literaturowych
dotyczacych poszcezegdlnych zagadnien. Dyskusja zakonczona jest zarysem zagadnien jeszcze
niewyjasnionych i przedstawieniem kolejno rodzacych si¢ pytan badawczych. Praca
zakofczona jest zgrabnym podsumowaniem w postaci wypunktowanych najwazniejszych
wnioskow. Na zakonczenie warto wspomnieé, ze rozprawa zostata przygotowana w oparciu o
ponad 150 pozycji literaturowych, co $wiadczy o doskonatym rozeznaniu Doktorantki w

tematyce badan.

Z obowigzku recenzenta powinnam wspomnie¢ o drobnych biedach redakcyjnych
dostrzezonych w rozprawie doktorskiej. Sg to przede wszystkim braki odnosnikow w tekscie
do kilku tabel ( tabeli 7, 9 i 10 w Materiatach i Metodach). W rozdziale 6.5.2. pojawia si¢ skrot
PAA, ktoérego wyjasnienia nie znalaztam. Na rysunek 28 ponadto wkradt si¢ btad w oznaczeniu
dodania PNGazy. Na rysunku 42 uzyte kolory nie w peni zgadzaja si¢ z tymi pokazanymi w
legendzie. Nie sg to istotne uchybienia, ale zwrocenie na nie uwagi moze by¢ przydatne przy

korektach przysztych prac.

Na koniec chciatabym przedstawi¢ do dyskusji dodatkowe pytania, ktére nasungty mi sie

podczas lektury rozprawy doktorskiej:

1. Czy test glikozylacji SapD in vitro wskazujgcy na przeniesienie galaktozy na
glikoproteiny moze by¢ zweryfikowany inng metoda eksperymentalna badajaca
swoistos¢ AAGALT wzgledem glikoprotein? Ponadto, czy pewne zanieczyszczenia
preparatu biatkowego A4GalT moga wplywaé na aktywnos¢ specyficznos¢ biatka?

2. Czy mozliwa bytaby modulacja poziomu produkcji A4GalT w komérkach CHO celem
sprawdzenia wplywu poziomu biatka na efektywnos¢/swoistos¢ glikozylacji?

3. Czy obnizenie zywotnosci komorek produkujacych biatko A4GALT w obecnodci Stx1

do 80% mozna uznac za istotne?

Na zakonczenie pragne podkresli¢, ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska
mgr Katarzyny Szymczak-Kulus wnosi istotny wkiad w badania genetyki i biochemii
cukrowych antygendéw grupowych krwi. Wspomniane powyzej pytania i uwagi nie wptywaja
na bardzo wysokg ocene pracy. Wysoko oceniam wybor strategii badawczych prowadzacych
do odpowiedzi na pytania badawcze. Biorac pod uwage znaczacg range naukowg wynikoéw

uzyskanych przez Doktorantk¢ wnosze o wyroznienie pracy stosowang nagroda.



Podsumowujac z petnym przekonaniem stwierdzam, ze praca doktorska mgr Katarzyny
Szymczak-Kulus odpowiada wymogom formalnym stawianym rozprawom doktorskim
okreslonym w obowiazujacej ustawie stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki i w zwigzku z tym przedstawiam Radzie Naukowej
Instytutu Immunologii Terapii Do$wiadczalnej im Ludwika Hirszfelda, Polskiej
Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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