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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Katarzyny Zamtynskiej pt. ,,Charakterystyka struktury
lipopolisacharydu Phyllobacterium trifolii PETP02'”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska dotyczy chemii biologicznej
i charakterystyki strukturalnej glikolipidow bakteryjnych Phyllobacterium trifolii
PETP0O2 , mikrosymbionta koniczyny i tubinu. Autorka podjeta sie ustalenia
struktury lipopolisacharydu - czasteczek budujgcych struktury powierzchni
tych bakterii, ktérym przypisuje sie szczegdine znaczenie w tworzeniu uktadow
symbiotycznych rizobium - roslina. Recenzowana praca jest kontynuacja
wieloletnich badan nad lipopolisacharydami bakterii zaangazowanych
w symbiotyczne uktady z roslinami, zwigzane z biologicznym wigzaniem azotu.
Rozwdj symbiozy bakterii z roslinami to proces niezwykle ztozony

i kontrolowany, a poznanie powierzchniowych struktur lipopolisacharydowych
umozliwi¢ moze badania procesdow oddziatywan bakterii z komdérkami rosliny
gospodarza na poziomie molekularnym.

Przedstawiona do oceny praca ma uktad powszechnie przyjety dla rozprawy
doktorskiej i sktada sie z obszernego wstepu z wyodrebnionym celem pracy,
w ktérym autorka przedstawia wspotczesny stan wiedzy o symbiozie rizobia-
rosliny bobowate, opisujgc rowniez role lipopolisacharydu w procesie symbiozy.
Wazng czescig tego rozdziatu jest szczegotowe omowienie struktury

I biosyntezy lipopolisacharyddw 2z uwzglednieniem specyfiki bakterii
symbiotycznych.

Ten fragment rozprawy doktorskie] napisany jest jasno | logicznie

z uwzglednieniem szeroko cytowanych najnowszych pozycji literatury.
Cytowanych jest ponad 200 pozycji obejmujgcych okres do 2017 roku. Autorka
wykazata sie dobrg znajomoscig przedstawiane] problematyki. Poszczegdline
zagadnienia omowione we wstepie zostaty krytycznie omodwione i maja
bezposredni zwigzek z tematyka rozprawy.

Cele pracy zostaty sformutowane w sposob precyzyjny i konsekwentnie

realizowane.



Metodyka badan nie budzi zastrzezen. Metody wykorzystane w pracy sg trafnie
dobrane. Autorka zastosowata szereg nowoczesnych technik z zakresu analizy
instrumentalnej takich jak spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego,
spektrometria mas z jonizacjg typu MALDi i ESI. Metodyka instrumentalna
zostata uzupetniona przez klasyczne metody chemiczne i mikrobiologiczne.
Nalezy zaznaczy¢ réwniez podjecie badan z wykorzystaniem nowoczesnych
metod biologii molekularnej oraz analiz i narzedzi bioinformatycznych. Takie
potgczenie metodyki czyni z rozprawy prace multidyscyplinarng na pograniczu
biologii, chemii i mikrobiologii. Bardzo doktadnie opisano sktad wszystkich
buforow, roztwordéw, odczynnikéw oraz szczepy bakteryjne, wektory, plazmidy
i enzymy. Szczegdtowo opisana metodyka bardzo utatwia sledzenie dalszych
czesci pracy i umozliwia tatwe powtdrzenie wykonanych eksperymentow.

W koncowej czesci tego rozdziatu autorka podaje narzedzia bioinformatyczne

wykorzystane w pracy.

Czy w projektowaniu mutanta szorstkiego nie mozna byto sprobowac
wykorzystac metod sekwencjonowania NG (nowe] generacji) i bazowac na
sekwencji genomu szczepu bakterii z ktérym Doktorantka pracowata? Czy
bytoby to mozliwe i czy potencjalnie mogtoby utatwi¢ zaprojektowanie

szorstkiego mutanta w celu okreslenia struktury oligocukru rdzenia LPS?

Umiejetne zastosowanie opisanych metod umozliwito Doktorantce realizacje
zadan i osiggniecie postawionych celdéw naukowych. Przedstawione w kolejnym
rozdziale pracy wyniki sg dobrze opisane i staranie udokumentowane. llustracje
sg czytelne i wykonane w sposéb umozliwiajacy swobodne Sledzenie wynikow i
ich interpretacje. Bardzo szeroki jest zakres prowadzonych badan: od hodowli
bakteryjnych przez procedury izolacji lipopolisacharydow i ich fragmentdéw po
analizy chemiczne i instrumentalne prowadzace do ustalenia struktur
wyizolowanych makroczgsteczek. Prowadzone byty tez prace w kierunku
uzyskania stabilnego szorstkiego mutanta, ktéry umozliwitby izolacje
fragmentu oligocukru rdzeniowego LPS.

Najwazniejszymi osiggnieciami recenzowane] pracy sg:



1. Ustalenie struktur dwéch roznych powtarzajgcych sie podjednostek
tancuchdéw O-swoistych P trifolii PETP02'. Doktorantka okreslita budowe
struktury szescio- i dwu- cukrowych powtarzajgcych sie podjednostek. Nalezy
podkresli¢ wykrycie w obu strukturach oraz ustalenie absolutnej konfiguracji
(wykorzystanie charakterystycznych zmian wartosci weglowych przesuniec
chemicznych wywotanych efektem glikozylacji) metodami NMR, bardzo rzadko

wystepujgcego w przyrodzie cukru - D-Rha3CMe (3-C-metylo-ramnozy).

2. Bardzo szczegoétowa analiza lipidu A metodami GC-MS, MALDI MS i MS/MS
oraz jedno- i dwuwymiarowego NMR. Ustalono kompletng strukture tego
fragmentu LPS. Szkielet trojcukrowy =zbudowany jest z 2,3-diamino-2,3-
dideoksy-D-glukozy oraz kwasu D-galakturonowego. Autorka ustalita sposob
podstawienia tego szkieletu cukrowego kwasami ttuszczowymi i rozmieszczenie
kwasow ttuszczowych w rejonie lipidowym badanego lipopolisacharydu.
Ustalono niesymetryczny sposéb podstawienia badanej czgsteczki kwasami
ttuszczowymi 27-oxo 28:0 (kwasem 27-oksooktakozanowym) i 19:0-cyc
(kwasem laktobacillowym). Na uwage zastuguje niezwykle doktadna i staranna
analiza szeregqu widm masowych MS | MS2 pozwalajgca okresli¢

mikroheterogennosc¢ w obrebie struktury badanego lipidu A.

3. Badania majgce na celu ustalenie struktury czesci rdzeniowe]
lipopolisacharydu. Autorka podjeta probe uzyskania mutanta szorstkiego (nie
produkujgcego polisacharydu O-swoistego podstawiajgcego oligocukier
rdzeniowy. Zaréwno metody mutagenezy przypadkowej jak i ukierunkowanej (w
tym przypadku wykorzystujgce] opublikowane sekwencje bakterii rodzaju
Phyllobacterium kodujgce przypuszczalnie ligaze O-antygenu. Pomimo
zastosowania réznych strategii mutagenezy i metod wprowadzania wektorow
oraz roznych podtozy i markeréow selekcyjnych nie udato sie Doktorantce
uzyskac delecji w przewidywanym genie dla ligazy O-antygenu. Z tego wzgledu

Autorka podjeta sie analizy frakcji niskoczasteczkowe] wyizolowane] po
delipidacji czasteczki LPS P. trifolii PETP02 . Analiza tego materiatu pozwolita na
ustalenie, ze gtéwnym sktadnikiem jest muropeptyd P trifolii ktorego strukture
wstepnie zaproponowano. Autorka ustalita tez prawdopodobne sktadniki

oligocukru rdzenia - 2-podstawiong glukoze i terminalng N-acetyloglukozamine.



Czy ze wzgledu na bardzo niewielkg produkcje rdzenia niepostawionego nie
mozna byto zastosowac alternatywnych metod np. chromatograficznych w celu
izolacji oligocukru rdzeniowego lub oligocukru rdzeniowego podstawionego
jedng lub dwoma podjednostkami O-antygenu i podjg¢ prdbe analizy tak
uzyskanego oligocukru?

Oczywiscie mozliwe jest, ze taka metodologia w przypadku P. trifolii PETP02 nie
spetnitaby oczekiwan ze wzgledu na prawie 100% podstawienie rdzenia
wysokoczgsteczkowymi O-antygenami?

Cata praca napisana jest starannie, jasno i komunikatywnie, chociaz Autorka
nie uchronita sie od nielicznych btedow jezykowych i usterek stylistycznych
wynikajacych ze stosowania zargonu Iabdratoryjnego. Nie wptywa to jednak
w zadnym stopniu na logike wywodu i analize wynikdw.

Uwazam, ze recenzowana praca pani mgr Katarzyny Zamtynskiej jest bardzo
dobrg i wartosciowg rozprawa doktorskg. Zostata prawidtowo zaplanowana
i zrealizowana, wnoszac tym samym oryginalny i istotny wktad do wiedzy
o lipopolisacharydach bakteryjnych. Doktorantka wykazata sie znajomoscig
literatury Zrdédtowej, ktérg witasciwie wykorzystata. Doktorantka postuzyta sie
tez szeregiem nowoczesnych metod biologiczne] chemii analitycznej
z sukcesem ustalajac skomplikowane struktury glikolipidéw obecnych w i na
komorkach Phylobacterium trifolii, dowodzgc tym samym dobrego opanowania
warsztatu badawczego. Nalezy rowniez podkreslic, ze doktorantka jest
pierwszym autorem 2. opublikowanych prac naukowych.

Nie mam uwag krytycznych dotyczacych recenzowanej pracy.

Jestem przekonany, ze praca spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z ustawg o stopniach i tytule naukowym, wnosze wiec o jej
przyjecie | dopuszczenie pani mgr. Katarzyny Zamtynskiej do dalszych etapdéw
przewodu doktorskiego. Stawiam réwniez formalny wniosek o wyréznienie tej

rozprawy.
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