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Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow i Szczepionek

RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani Malgorzaty Pac-Sosinskiej zatytulowanej
”Charakterystyka antygenow O, glukanow i egzopolisacharydow bakterii 7 rodzaju
Ochrobactrum” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Adama Chomy w Zakladzie
Mikrobiologii 1 Genetyki Instytutu Mikrobiologii 1 Biotechnologii Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy cze$ciowej charakterystyki
strukturalnej powierzchniowych antygendw cukrowych, takich jak lipopolisacharydy
(LPS) i egzopolisacharydy (EPS) oraz wewnatrzkomorkowe glukany u mato poznanych
pod tym katem symbiontoéw roslin motylkowatych Ochrobactrum cytisi i O. lupini. Oba
mikroorganizmy maja znaczenie dla prawidlowego obiegu azotu w przyrodzie oraz
petnig funkcje pomocnicze w biodegradacji insektycydow (O. lupini) lub biosorpcji
metali ciezkich (O. cytisi). Prowadzone badania dotyczg integralnych sktadnikéw ostony
komorkowej tych Gram-ujemnych bakterii, ktore majg istotne znaczenie dla tworzenia
wyspecjalizowanych uktadow symbiotycznych z roslinami. EPS i1 LPS moduluja
oddziatywanie tych mikrosymbiontow z korzeniami rosliny, ktére prowadza do
powstania wydajnej nici infekcyjnej, a w konsekwencji brodawek z bakteroidami
wigzacymi i przeksztalcajacymi azot atmosferyczny. To bardzo ciekawe zagadnienia
wspolczesnej biologii istotne rowniez z punktu widzenia wyjasniania podstaw
immunologii roslin. Poznanie struktur chemicznych jest tutaj kluczem do zrozumienia

mechanizméw interakcji bakteria-roslina. Badania te wychodza naprzeciw wspdiczesnym
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wyzwaniom rolnictwa 1 poszukiwaniu nowych skutecznych nawozow w obliczu
obserwowanych zmian klimatycznych 1 wyzwan ekologicznych.

Przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi zwartg monografi¢ obejmujacg 192
strony, 343 pozycje piSmiennictwa oraz prawidlowo opracowane rozdziaty typowe dla
tego typu opracowan.

Wstep jest bardzo obszerny 1 porusza wszelkie aspekty symbiozy roslin
motylkowatych z ryzobiami. Wskazuje na dobre przygotowanie teoretyczne Pani Malgorzaty
Pac-Sosinskiej w zakresie tematyki objetej doktoratem, wykraczajace daleko poza aspekty
bezposrednio zwigzane z badaniami strukturalnymi. Przyjeto si¢ jednak zachowywac
racjonalne proporcje miedzy wstgpem teoretycznym a wynikami, ktore w ocenianej pracy sa
zdecydowanie zaburzone — 76 stron wstepu wzgledem 55 stron samych wynikow. W opinii
recenzenta, bioragc pod uwage fakt, ze celem i efektem przeprowadzonych badan nie bylo
kompletne okreslenie struktur lipidow A, zbyt duzo uwagi poswigcono strukturom réznych
typow tych regionow LPS, poczawszy od klasycznych lipidow enetrobakteryjnych. Tak duzy
do opracowania material przetozyt si¢ na czeste niedociagnigcia edytorskie i stylistyczne
spotykane we Wstepie. Czegstym przypadkiem jest brak rozwini¢¢ skrotow na rycinach (np.:
Ryc. 2, 25). Przyjete jest, ze opisy do tabel i rycin powinny by¢ na tyle wyczerpujace, aby
czytelnik nie musial wspomagac si¢ tekstem w interpretacji uzywanych symboli. Zwyczajowo
po pierwszym uzyciu pelnej nazwy gatunku powinno si¢ stosowac¢ odpowiednie skréty (Patrz
np.: str. 24, 36, Ryc. 2). Uwaga ta dotyczy rowniez skrotow takich jak LPS, EPS, skroty dla
reszt cukrowych (Gle, Gal, DAG, Fuc itp.). Inne drobne niedociggnigcia to nazwy genow
pisane w niektorych przypadkach normalng czcionkg (np.: str. 25). W pracy pojawiajg si¢
rowniez skroty myslowe, wyrazenia anglojezyczne lub elementy zargonu laboratoryjnego (np.:
srodowisko kwasowe, acetyl, ,,Nod factor”, GlcNate, O-polisacharyd, KPSy). Na cze$ci rycin
zapozyczonych z pismiennictwa nieprawidlowo zachowano opisy anglojezyczne (np.: Ryc. 9,
14, 16). W opinii recenzenta nieprawidtowe jest uzycie wyrazenia ,,domena LPS” (str. 28) w

stosunku do oligocukru rdzenia czy antygenu O, gdzie lepszym stowem bylby np. ,,region”.
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Podobnie okreslenia heptamer czy pentamer w odniesieniu do hepta- i pentasacharydu rdzenia
zostaly uzyte nieprawidtowo (str. 40-41). Zidentyfikowano rowniez drobne btedy w
nomenklaturze zapisywania nazw reszt cukrowych: niestosowanie kursywy w opisie
absolutnej konfiguracji cukréw czy podstawnikow ,,manno”, ,.glicero” (np. str. 31, Ryc. 15).
Czy struktura na Ryc. 10 to na pewno produkt O-deacylacji LPS? Pewne problemy edytorskie
w zakresie symboliki dla wskazania wigzan glikozydowych zdiagnozowano w Tabelach 51 7.
Pomimo wskazanych niedociggni¢¢ wynikajacych niewatpliwie z bardzo ambitnego podejscia
Doktorantki do wstepu teoretycznego, tematyka Wstepu stanowita bardzo ciekawg lekture i z
pewnoscia moze postuzy¢ jako =zalagzek do kolejnej pracy przegladowej rodzimego
laboratorium, ktore znane jest z propagowania tematyki cukrowych antygenow ryzobiow. Na
pochwate zasluguje rowniez koncepcja zebrania najbardziej reprezentatywnych struktur
antygendéw ryzobidw w formie tabelarycznej. Na koniec oceny tej czgéci pracy, pozwole sobie
poprosi¢ Doktorantke o rozwinigcie 1 stosowny komentarz do stwierdzenia ze str. 39, ze
,,chemiczna analiza oligosacharydu rdzenia jest jednak dos¢ utrudniona ze wzgledu na
wystepujgce w nim podatne na obrobke chemiczng reszty Kdo (...)" .

Po tak rozbudowanym wstepie Pani mgr Malgorzata Pac-Sosinska jasno formutuje
cele swojej pracy doktorskiej, ktére dotycza ustalenia struktur chemicznych polisacharydow
O-swoistych LPS O. lupini LUP21" i O. cytisi ESC1, glukandéw tych symbiontéw oraz
wstepnych analiz sktadu 1 wiasciwosci ich EPS. W opisie celéw brakuje kilku zdan
podsumowujacych zasadnos¢ prowadzonych badan. Lektura Wstepu oraz pismiennictwa
wyraznie pokazuje, ze gldwng i zasadng przestankg jest mala wiedza na temat struktur
wybranych antygenow w obrgbie rodzaju Ochrobactrum. Cele postawione w tym $wietle
wyraznie demonstrujg oryginalno$¢ podjetych badan 1 ich znaczenie dla glebszego
zrozumienia interakcji wybranych symbiontéw z roslinami.

Opis stosowanych Materialow 1 Metod zostal poprawnie 1 wyczerpujaco opisany.
Rozdziat ten niewatpliwie pokazuje jak szeroki wachlarz klasycznych 1 wyspecjalizowanych

metod analitycznych opanowata doktorantka podczas realizacji swojej pracy doktorskiej. Do
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najwazniejszych nalezy analiza jakoSciowa i ilosciowa sktadnikéw cukrowych, kwasoéw
thuszczowych oraz niecukrowych podstawnikow. Wsrdod metod instrumentalnych kluczowsa
role odegraly analizy technika chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas,
spektroskopiit NMR 1 spektrometrii mas MALDI-TOF. Matym mankamentem jest jedynie
sporadyczny brak pewnego podejscia, ktore na etapie przygotowywania pracy doktorskiej jest
dos$¢ pozadane —wyczerpujacych opiséw czesci procedur analitycznych, ktore umozliwitby
powtdrzenie tych analiz bez wspomagania si¢ cytowang literaturg (np. nawazki materiatu,
objetosci niektorych odczynnikdéw, czy sposob przygotowania probki do pomiardéw technikg
FT-IR itp.). Jest wazng rolg recenzenta wskaza¢ rowniez na elementy zargonu laboratoryjnego:
swzrost do 150 °C” zamiast uzycie wyrazenia ,.gradient temperatury” (str. 98) w opisie
prowadzenia analiz metodg GC-MS. Dodatkowo cze$¢ informacji zawartych w Materiatach 1
Metodach jest zbedna. Przyktadowo, na poziomie pracy doktorskiej zbedne jest opisywanie
sposobu otrzymywania 1M NaOH (str. 90).

W kolejnym rozdziale pracy przedstawiono jasno opisane i udokumentowane
licznymi rycinami 1 tabelami wyniki. Badania sg przykladem kompleksowej analizy
strukturalnej bazujacej na klasycznych metodach analizy weglowodandéw 1 glikolipidow
obejmujacych analizy chemiczne i instrumentalne (spektrometri¢ mas i spektroskopi¢ NMR,
czy GC-MS). Pani mgr Malgorzata Pac-Sosifiska postawita sobie bardzo ambitny cel
kompleksowego podejscia do analizy struktur bakteryjnych sktadnikéw cukrowych majacych
znaczenie w tworzeniu przez ryzobia wyspecjalizowanych uktadow symbiotycznych. Nie
dos$¢, ze na cel badan strukturalnych wybrala az 3 typy tak mocno zréznicowanych czasteczek
— LPS, EPS 1 peryplazmatyczne glukany, to dodatkowo cel ten postawita sobie wzgledem az
dwodch gatunkow (szczepow) z rodzaju Ochrobactrum. Jesli wezmiemy pod uwage mozliwos¢
heterogennosci frakcji, konieczno$¢ monitorowania kilku faz z ekstrakcji wodno-fenolowe;j
(faza wodna, faza fenolowa, miedzyfaza), niska rozpuszczalno§¢ EPS 1 inne czynniki
warunkujace pelny obraz otrzymywanych preparatdéw, postawione do realizacji zadania z

pewnoscig nie nalezaly do prac rutynowych. W tym kontekscie recenzenta nie dziwi fakt, ze
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cze$¢ celdéw posrednich zostata zatozona i osiggnigta w kompletnej formie, jak np. opisanie
kompletnej struktury podjednostki taficucha O-swoistego O. cytisi ESC1", ktére zaowocowato
publikacja z pierwszym autorstwem Doktorantki (Pac M. i wsp. Carbohydr. Res. 2015).
Struktura, a wlasciwie 2 rdzne struktury podjednostek tancucha O-swoistego O. lupini szczepu
LUP21" nastreczyta Doktorantce wiecej trudnoéci, gdyz co jest czesta cecha ryzobiow,
uzyskane wyniki wskazaly na obecno$¢ dwoch typow polisacharydéw O-swoistych 1 labilny
podstawnik — ketozydowo zwigzang D-altro-heptuloze, ktérych wstepne struktury
zaproponowano w przedtozonej do recenzji pracy doktorskie;.

Doktorantka skrupulatnie przedstawita wiekszo$¢ wynikow potwierdzajacych
zidentyfikowana strukture dwucukrowej podjednostki O-PS w LPS O. cytisi ESC1'
charakteryzujacej si¢ niestechiometrycznymi podstawieniami grupa O-metylowg 1 reszta
pirogronowa. Zidentyfikowana heterogenno$¢ pod wzgledem niecukrowych podstawnikow
byla istotng trudno$cig analizy tej z pozoru prostej podjednostki antygenu O. Do wazniejszych
uwag, ktore nasunety mi si¢ podczas czytania tej cze¢sci wynikow sa: (i) pewne roéznice w
czasach retencji tych samych pochodnych cukréw na réznych chromatogramach (Ryec. 32 i
34); (i1) brak widma masowego dla schematu fragmentacji przedstawionego na Ryc. 33, (iii)
mylace wprowadzenie okreslenia ,,degradowany polisacharyd” dla frakcji polisacharydow O-
swoistych (frakcji A), ktore moze sugerowaé degradacje w obrebie poszczegolnych
podjednostek, (iv) brak informacji, jakg pochodng reprezentuje pik na chromatogramie z Ryc.
39 o tg 25.72. Ponadto, skoro do analiz wybrano LPS izolowany z miedzyfazy, to czy w
oparciu o swoje wyniki Doktorantka moze wyciggna¢ jakie§ wnioski co do rdznic
strukturalnych w odniesieniu do LPS izolowanych z fazy wodnej i fenolowe;j?

W kontekscie badan nad O-PS O. lupini LUP21" recenzent dostrzega trudnosci
napotkane przez doktorantke, ktore zwigzane sa z labilnym terminalnym podstawnikiem
podjednostki antygenu O w postaci ketozydowo zwigzanej heptulozy. Analiza tego typu
struktur wymaga zastosowania dodatkowych metod analitycznych, stad komentarza

Doktorantki wymagaja dalsze plany doswiadczalne majace na celu ustalenie kompletnej
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struktury opisanych podjednostek. W pracy nie wyjasniono w jaki sposéb wykluczono
obecnos¢ di-, tri- 1 wyzszych oligocukréow we frakcji C (str. 124). Czy uzyskano dla niej
widma MALDI-TOF? Dodatkowo komentarza wymaga obserwacja poczyniona dla etapu
ultrawirowania tego LPS. Czy w opinii Doktorantki etap ten byt dobrze zoptymalizowany
skoro wigkszo$¢ sktadnikow antygenu O zidentyfikowano w supernatancie po wirowaniu? Czy
posrod wyizolowanych frakcji mozemy spodziewac si¢ oligocukrow rdzenia LPS?

W dalszej czeSci Doktorantka przedstawia rzetelny zestaw wynikow (analizy
chemiczne, widma masowe GC-MS 1 MALDI-TOF, analizy TLC) potwierdzajacy istnienie i
struktury cyklicznych heterogennych glukanow przestrzeni peryplazmatycznej u obu badanych
szczepow. W tej czesci brakuje wyjasnienia, na jakiej podstawie zatozono obecnos$¢ szorstkiej
frakcji LPS w preparacie glukanu szczepu O. cytisi (Ryc. 52). Czes¢ dotyczaca badan
strukturalnych konczy wstepna analiza EPS izolowanych od obu badanych szczepow.

Nalezy nadmieni¢, ze EPS 1 glukany staly si¢ przedmiotem analiz, ktére mozna
okresli¢ jako pilotowe i wymagajace dalszych badan strukturalnych. Przedstawiona do oceny
praca nie obejmuje analizy strukturalnej regiondéw rdzeniowych i lipidow A badanych LPS.
Jest to zrozumiale z racji polozenia nacisku na analizy wysokoczasteczkowych frakeji
polisacharydowych. Skoro jednak Doktorantka zamie$cita w pracy czgs¢ Wynikow
opisujacych kompleksowe analizy obu LPS pod katem zawartosci kwasow thuszczowych 1
reszt cukrowych obecnych w lipidzie A, pewien niedosyt recenzenta budzi brak wykonania
podstawowych widm masowych lipidow A badanych LPS 1 ich wstepnej interpretacji, ktore
pokazalyby zapewne interesujaca heterogenno$¢ badanych preparatow 1 byly waznym
uzupelieniem pracy. Komentarza Doktorantki wymaga kilka dodatkowych aspektow
Wynikéw. Jakie przestanki kierowaty Doktorantka przy wyborze frakcji do analiz
chemicznych? Uwage zwraca fakt, ze w przypadku O. cytisi badania sktadu prowadzono na
jednej frakeji LPS, a w przypadku O. lupini analizom poddano LPS fazy wodnej, fenolowej,

mi¢dzyfazy i supernatantu po ultrawirowaniu.
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Dopehieniem badan strukturalnych jest wstepna ocena wlasciwosci sorpcyjnych
badanych szczepow wzgledem jonow kadmu 1 otowiu. Ta czg$¢ wynikdw ma charakter $cisle
pilotazowy, tacznie z prébami ustalenia metodg FT-IR grup funkcyjnych zaangazowanych w
wigzanie tych metali cigzkich przez EPS.

Przedlozong do oceny prace wienczy zwigzta dyskusja polegajaca w gltowne;j
mierze na zestawieniu otrzymanych wynikow z danymi opublikowanymi dla innych gatunkéw
ryzobiéw. Wnioski skonstruowano prawidlowo zwracajac uwage na kompletne wyniki analiz i
elementy o charakterze analiz wstgpnych. W opinii recenzenta cele pracy doktorskiej zatozone
przez Panig Malgorzate Pac-Sosinska zostaly osiggnigte. W tego typu opracowaniach
watpliwosci moze budzi¢ fakt wlaczenia do pracy wynikéw czastkowych, ktére wymagaja
dalszych prac doswiadczalnych w celu ustalenia kompletnych struktur badanych antygenow.
Argumentem, ktory broni jakos$ci i oryginalno$ci przeprowadzonych badan jest fakt, ze
zalozona liczba 1 réznorodno$¢ czasteczek wybranych do charakterystyki strukturalnej
niewatpliwie przekracza pojemno$¢ jednej pracy doktorskiej, a wybrane gatunki
charakteryzowane sg pod tym katem po raz pierwszy.

Podsumowujac stwierdzam, ze cel pracy zostat osiggniety, a czg$¢ wynikow zostato
opublikowana w postaci pracy oryginalnej. Uwazam, Zze oceniana praca speilnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim 1 wnosze¢ o jej przyjecie 1 dopuszczenie Pani mgr

Matgorzaty Pac-Sosinskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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