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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Zamtynskiej

pt. ,Charakterystyka struktury lipopolisacharydu Phyllobacterium trifolii PETP02"”

Praca doktorska zostata wykonana pod opieka promotora prof. dr. hab. Adama Chomy oraz
promotora pomocniczego dr hab. Iwony Komanieckiej w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii
Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.

Azot jest pierwiastkiem potrzebnym do istnienia w zasadzie wszystkich form zycia. Wchodzi
on nie tylko w sktad biatek i kwaséw nukleinowych, ale réwniez niezliczonej liczby zwigzkow,
ktére s niezbedne do funkcjonowania zywych organizméw. Azot jest co prawda gtdwnym
sktadnikiem powietrza, ale w tej formie jest niedostepny dla wigkszosci organizméw zywych.
Brak biologicznie dostepnego azotu jest czynnikiem ograniczajgcym wzrost roslin, co
praktycznie zawsze przektada sie na znaczace obnizenie plonéw. Niedobér azotu najczesciej jest
uzupetniany poprzez stosowanie nawozéw syntetycznych. Metoda ta jest jednak kosztowna, a
w dtuzszej perspektywie wykazuje negatywny wptyw na srodowisko. Dlatego tez bardzo duzo
uwagi poswieca sie procesowi biologicznego wigzania azotu, polegajagcemu na przeksztatceniu
azotu atmosferycznego do jonéw amonowych, ktére moga by¢ przyswajane przez rosliny.
Zdolnoé¢ taka wykazuja w zasadzie dwie grupy bakterii: bakterie wolno zyjace (np. z rodzaju
Azotobacter, Azospirillum) oraz bakterie wigzace N, w symbiozie z rodlinami bobowatymi, tj.
bakterie brodawkowe (np. z rodzaju Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium,
Phyllobacterium, Azorhizobium, Ochrobactrum). Rozwinigcie symbiozy pomigdzy bakteriami, a
ro$linami bobowatymi sktada sie z kilku etapéw. W tym ztozonym procesie istotng rolg
odgrywajg struktury znajdujace sie na powierzchni korzeni roslin i na powierzchni Sciany
komérkowe] bakterii. Jednym z najbardziej wyeksponowanych elementéw $ciany komorkowej
bakterii jest lipopolisacharyd. Znajomo$¢ jego struktury chemicznej pozwala zrozumieé czesc
mechanizméw odziatywan bakterie brodawkowate/rosliny bobowate.

W opisana problematyke doskonale wpisuja sie badania opisane w pracy doktorskiej mgr
Katarzyny Zamtynskiej, poéwieconej charakterystyce struktury chemicznej lipopolisacharydu
wyizolowanego z bakterii Phyllobacterium trifolii PETPO2".

Rozprawa doktorska liczagca 155 stron zostata podzielona na 8 numerowanych rozdziatow.
Ich uktad i zawartosc sg typowe dla tego typu pracy.
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Praca rozpoczyna sie od dwdch rozdziatow Streszczenie oraz Abstract, ktore napisane sg
bardzo przystepnie i dobrze oddajg zawarto$¢ rozprawy doktorskiej, co mozna oczywiscie
stwierdzi¢ po przeczytaniu catosci.

Pierwszym numerowanym rozdziatem jest Wstep. Tytut ten jest moim zdaniem troche
mylacy, poniewaz sugeruje krotkie wprowadzenie do tematyki rozprawy doktorskiej, a w
rzeczywistosci jest to liczacy 36 stron jej obszerny fragment. Wydaje sig¢, ze lepszym
rozwigzaniem bytoby nazwanie tej czesci np. Przeglqd literaturowy. Rozdziat ten skfada sig z
pieciu czesci, w ktérych doktorantka szczegdtowo opisuje:

» biologiczne wigzanie azotu i symbioze rizobia-rosliny bobowate,

* budowe lipopolisacharydéw bakterii, ze szczegolnym uwzglednieniem budowy lipidu A,

regionu rdzeniowego oraz polisacharydow O-swoistych bakterii symbiotycznych,

» biosynteze lipopolisacharydow,

» role lipopolisacharyddw w procesie symbiozy,

= bakterie z rodzaju Phyllobacterium.
Wszystkie podrozdziaty napisane sg bardzo przystgpnie i poparte s3 licznymi odnosnikami
literaturowymi. Nalezy réwniez podkredli¢, iz tematyka poruszona we Wstepie jest Scisle
zwigzana z badaniami opisanymi w dalszych czgsciach rozprawy doktorskiej.

Doktorantka za cel badari postawita sobie charakterystyke strukturalng lipopolisacharydu
wyizolowanego z Phyllobacterium trifolii PETP02", szczepu bedacego mikrosymbiontem
koniczyny i tubinu.

W rozdziale Materialy i metody, ktéry liczy 22 strony, Doktorantka wymienia materiaty
wykorzystane podczas prowadzenie doswiadczeri i bardzo szczegdtowo opisuje wszystkie
przeprowadzone analizy.

Rozdziat Wyniki, liczacy 53 strony, jest najobszerniejszg czescig rozprawy doktorskiej. Sktada
sie on z 4 podrozdziatéw, w ktérych Doktorantka opisuje wyniki badan strukturalnych uzyskane
dla catego LPS oraz otrzymanych w wyniku jego hydrolizy: polisacharydu O-swoistego, lipidu A
oraz regionu rdzeniowego. Do okreslenia struktury badanych preparatow Kandydatka
wykorzystata metody chemiczne (analiza cukrowa, analiza sktadu kwasow ttuszczowych, analiza
metylacyjna, przyporzadkowanie monosacharydow do szeregu konfiguracyjnego D lub L) oraz
spektroskopowe (NMR, MS i GC-MS). Rozdziat Wyniki zawiera liczne tabele i ryciny, ktére
dokumentuja szeroki zakres wykonanych badan.

Analiza SDS-PAGE preparatu LPS wykazata, iz cechuje sie on duza heterogennoscig, wynikajacg z
réznej liczby jednostek powtarzalnych, z ktérych zbudowane sa polisacharydy O-swoiste. Na
podstawie wynikéw analiz chemicznych okreslono sktad cukrowy oraz sktad kwaséw
ttuszczowych LPS-u. Stwierdzono, iz gtéwnym skfadnikiem cukrowym jest ramnoza, ponadto w
stosunkowo  duzych iloéciach  wystepuja:  glukoza,  6-deoksy-3-C-metyloheksoza
(zidentyfikowana pozniej jako ewaloza), glukozamina oraz mannoza, natomiast dominujacym
kwasem ttuszczowym jest 19:0cyc oraz 30H-14:0 i 30H-16:0.

Na podstawie wynikéw analizy strukturalnej frakcji wielkoczgsteczkowej, otrzymanej po
saczeniu molekularnym, Doktorantka stwierdzita stosunkowo rzadko spotykang u bakterii
obecnoé¢ dwéch polisacharydéw O-swoistych, zbudowanych z a-D-ramnozy i B-3-C-metylo-D-



ramnozy. Jednostka powtarzalna O-PS-u, ktory byt syntezowany przez bakterie w wiekszej ilosci,
jest heksasacharydem o strukturze:

—>2)-B-D-Rhap3CMe—(1—>3)-a-D-Rhap-(1—>3)-a-D-Rhap-(1—)2)-B-D-Rhap3CMe-(1—)3)-a-D-Rhap-(1—>2)-a-D-Rhap-(1—>

natomiast jednostka powtarzalna drugiego O-PS-u jest disacharydem o strukturze:
—2)-B-p-Rhap3CMe-(1—3)-a-D-Rhap-(1—

Doktorantka analizujac lipid A wykazata, ze jego szkielet cukrowy zbudowany jest z dwdch reszt
2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-glukozy, potaczonych wigzaniem B-(1->6) glikozydowym. Do
redukujacej reszty przytaczony jest b-GalpA w pozycji C-1, natomiast do reszty dystalnej moze
by¢ przytaczona reszta fosforanowa w pozycji C-4. Do kazdej reszt cukrowej przytaczone sg dwa
amidowo zwigzane 3-hydroksykwasy (30H-14:0 i 30H-16:0), do ktérych z kolei przytgczone s
estrowo zwiazane tzw. drugorzedowe kwasy ttuszczowe: 19:0cyc i 270H-28:0. Doktorantce jako
pierwszej udato si¢ potwierdzi¢ obecnos¢ kwasu 19:0cyc w strukturze lipidu A.

Badania regionu rdzeniowego sg mozliwe dla szczepdw, a wiasciwie mutantéw, ktore
pozbawione sg polisacharydu O-specyficznego w lipopolisacharydzie. Liczne préby otrzymania
takiego mutanta szczepu Phyllobacterium trifolii PETPO2" zakoriczyty sie niepowodzeniem. W
zwigzku z tym Doktorantka przeanalizowata frakcje o matej masie czasteczkowej, otrzymang po
saczeniu molekularnym. Niestety okazato sig, ze zawiera ona gtownie muropeptydy, czyli
podstawowe jednostki strukturalne peptydoglikanu. Stwierdzono réwniez obecnos¢ D-glukozy
podstawionej w pozycji C-2 oraz koficowej N-acetyloglukozaminy, ktére najprawdopodobniej
pochodzg z regionu rdzeniowego.

Bardzo waznym i dobrze napisanym rozdziatem jest Dyskusja, w ktorym Doktorantka wyniki
swoich badan poréwnuje z doniesieniami literaturowymi. Po przeczytaniu tego rozdziatu mozna
stwierdzi¢, iz postawiony w rozprawie cel zostaty w petni zrealizowany. Cho¢ pozostaje pewien
niedosyt, ze nie udato si¢ otrzyma¢ odpowiedniego mutanta, co umozliwitoby okreslenie
struktury réwniez regionu rdzeniowego. W wyniku czego mozliwe bytoby stwierdzenie, iz
Doktorantka okreélita chemiczna strukture catego lipopolisacharydu wyizolowanego ze szczepu
Phyllobacterium trifolii PETP02', a nie tylko dwdch jego regiondow.

Kolejne rozdziaty (VI-VIIl) zawierajg zestawienie wykorzystanej literatury, wykaz skrotow oraz
spis rycin i tabel. Doktorantka wszystkie odnosniki literaturowe zestawita alfabetycznie, a
dodatkowo je ponumerowata. Zastanawiajacy jest cel ich ponumerowania, oczywiscie nie liczac
duzego ufatwienia dla recenzentéw, ktérzy bez zmudnego liczenia mogg stwierdzi¢ —
Doktorantka wykorzystata 216 odnosnikéw literaturowych w rozprawie doktorskiej. Dodam, iz
zamieécita réwniez 49 rycin oraz 16 tabel.

Prace przeczytatem z duza przyjemnoscia. Jest ona napisana logicznie, poprawnie
gramatycznie, a formatowanie tekstu jest bardzo dobre. Jednak przy tak obszernym
opracowaniu trudno jest ustrzec sie¢ drobnych niedociagnigc. Ponizej przedstawiam kilka
wybranych uwag.



W rozdziatach Wyniki i Dyskusja brakuje mi formy osobowej. Wszedzie jest napisane
otrzymano, wyhodowano, rozdzielono, analizowano itp.. Recenzentowi nie pozostaje nic
innego jak zatozy¢, iz wszystkie eksperymenty, a nastepnie interpretacja wynikow
zostaty przeprowadzone przez Doktorantke. Cho¢ nasuwa sie pytanie, jaki jest udziat
prof. Andrzeja Mazura i mgr. Kamila Zebrackiego w prébie uzyskania mutantow?

5.60.1.3-4. Czy na pewno 2 M roztwér TFA usuwano w eksykatorze?

5.79.1.9-11. Z tekstu wynika, ze Rha i Rha3CMe wystgpujg w proporcji 1 : 2. Patrzac na
Ryc. 17. i opis sygnatéw wydaje sig, ze powinno byé 2 : 1. Przygladajac sie uwazniej
mozna stwierdzi¢, ze proporcja ta wynosi 3 : 1, a przy uwzglednieniu pola powierzchni
sygnatow to moze nawet 4 : 1.

5.80. Czy na pewno okreslana byfa konfiguracja absolutna? Czy mozna moéwic¢ o formie
D-GalA, czy lepiej jak w przypadku GIcN3N o przyporzadkowaniu do szeregu
konfiguracyjnego p? (s. 90)

5.81.1.5. (d) W jaki sposéb ,redukcja otwiera pierscienie piranozowe”?

5.85.1.15-16. Co oznacza okreslenie ,grupy metylowe bezposrednio zwigzane do
szkieletu cukrowego”? A wiasciwie co to jest szkielet cukrowy? Poniewaz jak wynika z
opisu 3 linijki dalej, do szkieletu cukrowego nie nalezg atomy wegla C-1i C-6.

5.89.1.6-8. Praca napisana jest bardzo logicznie, dlatego nie nalezy sig dziwi¢, ze znalazt
sie jeden wyjatek potwierdzajacy powyzszg regute. Mianowicie jedno krétkie zdanie, w
ktérym wystepuja: reszty cukrowe, podstawniki cukrowe i cukry, ktére dodatkowo
,przytaczone s3” lub , przytaczaja sie”.

$.90.1.1-4. Patrzac na widmo 'H NMR na Ryc. 23 i poréwnujac intensywnosci sygnatow
anomerycznych od reszt H i G trudno jest zgodzic sig z podanym stosunkiem ilosciowym
20 : 3, czyli ~7 : 1, a w zwigzku z tym z wnioskiem o dominujacym udziale O-PS-u
zbudowanego z heksaoligosacharydowych jednostek powtarzalnych. Wydaje sie, ze ten
stosunek blizszy jest do ~2 : 1.

5.93.1.7. Dlaczego zmniejszenie lotnosci kwaséw ttuszczowych poprzez przeprowadzenie
w odpowiednie pochodne powoduje, iz ,ich rejestracja na chromatogramie jest
tatwiejsza”?

S.101.1.4. Powinno by¢ na Ryc. 35 i 36.

W Wykazie skrétéw na stronie 149 wyjasnionych jest wiele skrotéow, w tym wiele dosy¢
oczywistych np. MeOH. Moim zdaniem zdecydowanie brakuje wyjasnienia: CDCl;, CDOD
(CD3;0D) i D,0, ktére wymienione sg na stronie 66.

Kilka literowek: ,przez co glebe wzbogacana” (s.10), fukozye (s.24) CDOD, zapewne
chodzito o CD;0D (s.66), przy podawaniu przesunie¢ chemicznych sygnatow wzorcowych
uzyto kropki zamiast przecinka (s.66).

Kilka wyrazen zargonowych: ,doktadna struktura LPS-u” (s.16), ,ciezaru
czasteczkowego” (s.73, s.125), ,derywat”, czy nie lepiej uzy¢ ,pochodna” (s.74), ,ostra
hydroliza” (s.90), wegli, weglami (s.85, 5.86), jonogram (s.95), sodowany jon (s.101),
ufosforylowanego lipidu (s.110).



e S.54. Brak jednostki przy stezeniu Na,EDTA. Niekonsekwencja w uzywaniu spacji — przy
stezeniu Glc przed ,M” jest spacja, a trzy linijki nizej juz spacji nie ma. Podobnie na
s.57.1.4 jest spacja przed ,stopniami Celsjusza”, a nizej spacji juz nie ma.

e Na koniec chciatbym zwréci¢é uwage na problem nazewnictwa dotyczgcego
spektrometrii mas. Bardzo mi sig podoba, iz Doktorantka konsekwentnie w catej
rozprawie uzywa, moim zdaniem jedynego stusznego okreslenia, ,spektrometria mas” (z
wyjatkiem s. 97 gdzie pojawia sig okreélenie ,spektrometria masowa”). W zwigzku z
tym nie bardzo rozumiem, dlaczego widma otrzymywane za pomoca ,spektrometrii
mas” to ,widma masowe”. Pojawito sig tez okreélenie ,,spektrum masowe” w opisie do
Ryc. 14.

Wszystkie powyzsze uwagi maja przede wszystkim charakter dyskusyjny i nie pomniejszajq
bardzo duzej wartosci poznawczej rozprawy.

W podsumowaniu chce podkreslic, ze praca jest wartoéciowa, zostata prawidtowo
zaplanowana i zrealizowana. Wnosi oryginalny wkiad do wiedzy o strukturze lipopolisacharydu
bakterii Phyllobacterium trifolii PETPO2', poniewaz jak dotychczas w literaturze nie byto
informacji na temat struktury LPS-6w bakterii z rodzaju Phyllobacterium. Doktorantka wykazata
sie bardzo rozlegta znajomoscia pismiennictwa, ktére jest prawidtowo wykorzystane, sprawnie
postuguje sie technikami separacyjnymi i spektroskopowymi, jako narzedziami niezbednymi do
wyizolowania LPS, otrzymania lipidu A i polisacharydu O-swoistego, a nastgpnie okreslenia ich
struktury chemicznej. Na podkreslenie zastuguje rowniez fakt, iz cze$¢ otrzymanych wynikow
zostata opublikowana w dwéch dobrych czasopismach z listy JCR, a Doktorantka jest pierwszym
autorem w obu artykutach.

Reasumujac, przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia ustawowe kryteria
stawiane pracom doktorskim (Ustawa o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku, z pézniejszymi zmianami). W
zwiazku z tym wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr Katarzyny Zamtynskiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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