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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Pac-Sosinskiej pt. ,, Charakterystyka antygenéw O, glukanéw
i egzopolisacharydow bakterii z rodzaju Ochrobactrum”

Praca doktorska zostata przygotowana pod opieka promotora prof. dr. hab. Adama Chomy
w Zaktadzie Mikrobiologii i Genetyki, Instytutu Mikrobiologii i Biotechnologii, Wydziatu Biologii
i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.

Azot jest jednym z gtownych pierwiastkow, z ktérego zbudowane s3 biatka i kwasy
nukleinowe, ale réwniez niezliczona liczba zwigzkéw, niezbednych do funkcjonowania zywych
organizméw. Brak biologicznie dostepnego azotu w glebie praktycznie zawsze przektada sie na
znaczgce obnizenie plonow. Stosowanie nawozdw syntetycznych jest jednak kosztowne, a w
dtuzszej perspektywie negatywnie wptywa na Srodowisko. Dlatego tez bardzo duzo uwagi
poswieca sie procesowi biologicznego wigzania azotu, polegajagcemu na przeksztatceniu azotu
atmosferycznego do przyswajalnych przez rosliny jonéw amonowych. Mikroorganizmy zdolne
do redukcji wolnego azotu nazywane sa diazotrofami i przynalezg do trzech typéw: Bakterie
wtasciwe, Promieniowce oraz Sinice. Wérdd bakterii mozna wyréznié bakterie wolno zyjgce (np.
z rodzaju Azotobacter, Azospirillum) oraz bakterie brodawkowate (np. z rodzaju Rhizobium,
Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Azorhizobium, Ochrobactrum) wigiace azot
atmosferyczny w symbiozie z roslinami bobowatymi. Rozwinigcie symbiozy pomiedzy
bakteriami, a roslinami charakteryzuje sie wysoka specyficznoscia. W ztozonym procesie
wzajemnego rozpoznawania symbiontow istotng role odgrywajg struktury znajdujace sie na
powierzchni korzeni roslin i na powierzchni $ciany komaérkowej bakterii. Jednymi z najbardziej
wyeksponowanych elementéw Sciany komorkowej bakterii sg lipopolisacharydy (LPS-y) oraz
egzopolisacharydy (EPS-y). Znajomos¢ ich struktur chemicznych pozwala zrozumieé i wyjasnié
czgs¢ mechanizméw odziatywan bakterie brodawkowate/rosliny bobowate. W te tematyke
bardzo dobrze wpisujg sie badania przedstawione w pracy doktorskiej mgr Matgorzaty Pac-
Sosinskiej, poswigconej charakterystyce antygenéw O, glukanéw i egzopolisacharydéw bakterii
z rodzaju Ochrobactrum.

Rozprawa doktorska, liczaca az 192 strony, zostata podzielona na 9 numerowanych
rozdziatow, ktérych uktad i zawartosc sg typowe dla tego typu pracy.

Praca rozpoczyna sig od streszczen w jezyku polskim i angielskim, ktére dobrze opisujg
zawartosc rozprawy doktorskie;.
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Pierwszym numerowanym rozdziatem jest Wstep. Tytut ten jest moim zdaniem troche
mylacy, poniewaz sugeruje krotkie wprowadzenie do tematyki rozprawy doktorskiej, a w
rzeczywistosci jest liczacym az 75 stron jej obszernym fragmentem, sktadajagcym sie z trzech
czesci (Wprowadzenie, Symbioza roslin motylkowatych z Rhizobiaceae, oraz Bakteryjne
polisacharydy powierzchniowe) w ktérym Doktorantka szczegétowo opisuje m.in.:

e wigzanie azotu czasteczkowego,

e roslinnych partnerow symbiozy,

e bakterie brodawkowate (w tym rodzaju Ochrobactrum),

¢ mechanizm wigzania azotu,

e rodzaje brodawek korzeniowych,

e czynniki wptywajace na przebieg symbiozy,

e lipopolisacharydy,

e peryplazmatyczne B-glukany,

e polisacharydy kapsularne.

Wszystkie podrozdziaty napisane s3 przystepnie i poparte licznymi odnosnikami literaturowymi.
Nalezy rowniez podkresli¢, iz tematyka poruszona we Wstepie jest $cisle zwigzana z badaniami
opisanymi w dalszych czesciach rozprawy doktorskiej. Moim zdaniem troche brakuje rozdziatu
poswigconego technikom wykorzystywanym do okreslania struktury chemicznej badanych
polisacharydow, oczywiscie przy jednoczesnym skréceniu opisu ww. zagadnien.

Doktorantka za cel badan postawita sobie okreslenie struktury chemicznej tancuchéw O-
swoistych i glukandéw oraz scharakteryzowanie egzopolisacharydéw (zdolno$é sorpcyjna w
stosunku do jonow ofowiu oraz kadmu) syntezowanych przez wigigce azot atmosferyczny
symbiotyczne szczepy bakterii Ochrobactrum cytisi ESC1' i Ochrobactrum lupini LUP21".

W liczacym 13 stron rozdziale Materiafy i metody Doktorantka wymienia materiaty
wykorzystane podczas prowadzenia badan oraz dosyé szczegétowo opisuje wszystkie
przeprowadzone analizy.

Liczacy 55 stron rozdziat Wyniki sktada sie z 3 czesci, w ktérych Kandydatka do stopnia
doktora opisuje wyniki badan strukturalnych OPS-6w, peryplazmatycznych glukanéw oraz
egzopolisacharydéw wyizolowanych ze szczepéw bakterii Ochrobactrum cytisi ESC1' i
Ochrobactrum lupini LUP21'. Do okreslenia struktury badanych molekut Doktorantka
wykorzystata klasyczne metody chemiczne (analiza cukrowa, analiza metylacyjna, analiza sktadu
kwasow ttuszczowych, przyporzadkowanie monosacharydéw do szeregu konfiguracyjnego o lub
L) oraz spektroskopowe (NMR, MS i GC-MS).

1. LPS-y

Wyniki analizy metoda SDS-PAGE wykazaty, iz LPS szczepu Ochrobactrum cytisi ESC1" wystepuje
w trzech formach LPS-R, LPS-R/S i LPS-S, natomiast LPS szczepu Ochrobactrum lupini LUP21"
wystepuje gtownie w formie LPS-S.

Analiza chemiczna LPS-u ze szczepu Ochrobactrum cytisi ESC1" wykazata dominujacy udziat
monosacharydow: a-D-fukozy i B-p-galaktozaminy oraz kwaséw ttuszczowych 3-OH-16:0 i 27-
OH-28:0. Zaproponowana na postawie wynikéw analiz chemicznych oraz spektroskopowych
jednostka powtarzalna OPS-u jest disacharydem o strukturze:

—3)-a-D-Fucp-(1—3)-B-b-GalpNAc(1—



Stwierdzono rowniez, iz ok. 20 % reszt GalN jest podstawiona grupg O-Me w pozycji C-4 lub
resztg pirogronowg w pozycjach C-4 i C-6.

Analiza chemiczna LPS ze szczepu Ochrobactrum lupini LUP21" wykazata dominujgcy udziat
monosacharydow D-altro-heptulozy i N-acetylo-D-galaktozaminy oraz kwasoéw ttuszczowych 3-
OH-16:0 i 27-OH-28:0. Na postawie wynikow analiz chemicznych oraz spektroskopowych
zaproponowano obecnos¢ dwoch réznych OPS-6w zbudowanych z N-acetylo-p-galaktozaminy,
ktorych strukture jednostek powtarzalnych mozna przedstawic jako:

—4)-a-p-GalpNAc-(1—6)-a-b-GalpNAc-(1—
—4)-a-D-GalpNAc-(1—>4)-B-b-GalpNAc-(1—

Stwierdzono rowniez, iz oba OPS-y sg podstawione resztami D-altro-heptulozy, ktorej miejsca

przytaczenia niestety nie udato sie ustalic.

2. Peryplazmatyczne glukany

Peryplazmatyczne glukany wyizolowane z obu szczepow bakterii zbudowane sg z B-glukozy
potaczonej wigzaniami glikozydowymi (1—2). Przy czym dla szczepu Ochrobactrum cytisi ESC1"
jedna czgsteczka glukanu zawiera 17-28 reszt glukozy (najczesciej 19-22), natomiast dla szczepu
Ochrobactrum lupini LUP21" — 17-27 reszt glukozy (najczesciej 19-22).

3. Egzopolisacharydy

Wyizolowane z obu szczepow egzopolisacharydy zbudowane sg z reszt mannozy, glukozy oraz
galaktozy o roznych proporcjach ilosciowych. Niestety ze wzgledu na ich duzg mase
czgsteczkowa nie udato sie zarejestrowa¢ widm NMR o odpowiedniej jakosci, ktore
umozliwityby okreslenie struktury chemicznej obu egzopolisacharydow.

EPS-y moga by¢ wykorzystywane do sorpcji metali ciezkich. Stwierdzono, iz szczep
Ochrobactrum lupini Lup21’ produkuje bardzo duze ilosci EPS, dlatego tez wybrano go do
badania zdolnosci sorpcyjnej jonow kadmu i otowiu, a takie jej zaleznosci od stezenia metali i
pH srodowiska. Stwierdzono rdéwniez iz stezenie jondw kadmu ok. 10 mg/L powoduje
praktycznie catkowite zahamowanie wzrostu bakterii, natomiast przy stezenie otowiu ok. 80
mg/L ciaggle obserwowano wzrost bakterii.

Bardzo wainym rozdziatem w rozprawie jest Dyskusja, w ktérym Doktorantka wyniki swoich
badan porownuje z doniesieniami literaturowymi. Po przeczytaniu tego rozdziatu mozna
stwierdzic, iz postawione w pracy doktorskiej cele zostaty zrealizowane. Cho¢ pozostaje pewien
niedosyt, ze nie udato sie okresli¢ struktury chemicznej egzopolisacharydéw wyizolowanych z
obu badanych szczepow bakterii, a takze okresli¢ miejsca i sposobu przytaczenia reszt p-altro-
heptulozy w OPS-ie otrzymanym z LPS-u bakterii Ochrobactrum lupini LUP2 i

Rozdziaty (VI-IX) zawierajg krotkie podsumowanie przeprowadzonych badan, zestawienie
wykorzystanej literatury, wykaz skrétow oraz spis rycin i tabel. Na podkreslenie zastuguje fakt,
iz Doktorantka wykorzystata az 343 odnosniki literaturowe, zamiescita réwniez 79 rycin oraz 23
tabele.

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



W rozdziatach Wyniki i Dyskusja brakuje mi formy osobowej. Wszedzie jest napisane
otrzymano, wyhodowano, rozdzielono, analizowano itp.. Nie pozostaje mi nic innego,
jak zatozyé, iz wszystkie eksperymenty, a nastepnie interpretacja wynikow zostaty
przeprowadzone przez Doktorantke...

Na czym polegata , destylacja z 5 % kwasu octowego z metanolu” (s.94).

Co oznacza sformutowanie ,nadmiar borodeuterku usunieto przy uzyciu kilku kropel
kwasu octowego” (s.95),

Czym sie rozni ,chromatografia gazowa” od ,,chromatografii gazowo-cieczowej” (s.97),
Czym podyktowane byto wykorzystanie réznych rozpuszczalnikéw (D,O lub DMSO) do
przygotowania probek polisacharydow peryplazmatycznych do pomiaru widm NMR
(s.99)?

Jak zostata wyliczona % wydajnosc ekstrakcji w tabeli 8? Czy nie jest 10 x za duza?

Czy sciezki na Ryc. 31 odpowiadajg stezeniom podanym w opisie? (jest 2, 5, 10, czy nie
powinno by¢ 10, 5, 2).

»Analiza skfadu weglowodanowego preparatu O. lupini LUP21T wykazata, ze w
najwiekszej ilosci, wystepuje galaktozamina”. Wydaje sie, iz na podstawie tab. 10 mozna
stwierdzi¢, ze wiecej jest heptulozy (s.105).

Dlaczego polisacharyd otrzymany po hydrolizie LPS za pomocg 1 % kwasu octowego
nazwany zostat ,degradowanym polisacharydem” (dgPS; s.110).

Jaki byt cel doczyszczania frakcji B (ryc. 37), skoro ,doczyszczony” materiat nie byt
poddany praktycznie zadnej analizie?

Jak nalezy rozumiec stwierdzenie: ,,Podczas interpretacji widm GC-MS jestesmy w stanie
okreslic pozycje wigzan glikozydowych pomiedzy poszczegélnymi monomerami w
oligosacharydach degradowanego polisacharydu” (s.112).

Co to s3 ,odpowiednie sygnaty” w odniesieniu do opisanej integracji (s.119).

Co oznacza stwierdzenie ,podjednostka cukrowa”, a co , podjednostka monocukrowa”
(s.126, 5.127).

Jaka jest zalezno$¢ pomiedzy multipletowoscia, a konfiguracja anomeryczng? ,Sygnaty
oznaczone literami A, B, C s3 szerokimi singletami zas sygnat D to dublet. Tak wiec
monocukry A, B, Cto a anomery, a D jest B anomerem.” (s.126).

W tabeli 16B, reszta cukrowa D powinna by¢ anomerem B.

Jak wyznaczono intensywnosc sygnatow B i C na widmie 'H NMR? Wydaje sie, ze sygnaty
te sie naktadajg. Czy nie lepiej porownac tylko intensywnosci AiD? (s. 128).

»Nalezy zauwazy¢, ze oba preparaty egzopolisacharydéw miaty zblizony sktad jakosciowy
i ilosciowy” (s.148). Biorgc pod uwage wyniki zamieszczone w tabeli mozna stwierdzic iz
sktad jakosciowy jest praktycznie taki sam, natomiast skfad ilosciowy jest wyraznie inny
— stosunek Man:Glc:Gal jest ~8:1:1 i ~6:3:2 (tab. 21). Podobne sformutowanie znalazto
sie w Podsumowaniu (s.159).

Wykaz skrotow (s.184-185). Czym sie rozni CPS od KPS?; Wyijasniono tylko nazwe
eksperymentow NMR HMQC, NOESY i TOCSY, natomiast brakuje opisu jakie informacje
strukturalne mozna z nich uzyskac.



e Kilka literowek, np.: ,opisany zostat w przez” (s.88), ,,poprzez wobec wody” (s.91), ,ter-
butanolu” (s.96),

e Brakuje odnosnikow literaturowych lub wyjasnien, np. do: ,,Dane uzyskane na podstawie
3¢ NMR wskazujg, ze wszystkie podstawniki cukrowe wystepujg w formie piranoz”
(s.115),

e Kilka wyrazen zargonowych lub mato precyzyjnych: zamiast ,w celu degradacji
zmetylowanych polisacharydow” lepiej uzy¢ ,w celu rozszczepienia wigzan
glikozydowych” (s. 93), powinno by¢ ,borowodorku sodu” (s. 93, s.95), ,materiat
kolumny eluowano” (s.94), ,metoda chromatografii gazowej sprzeionej ze
spektrometrem mas” (metoda sprzezona ze spektrometrem; s.94), zamiast
Jtrimetylosililacje” lepiej uzy¢ ,sililowanie” (s.94), zamiast , produktow metylacji” lepiej
uzyc ,produktow metylowania” (s.95),,preparaty inkubowano przez 30 minut” - termin
~inkubacja” bardziej odnosi sie do procesow biologicznych (s.95, s5.96), zamiast
,Sephadex CL-6B” powinno by¢ ,Sepharose CL-6B” (s.97), ,sktad weglowodanowy”
lepiej zastgpic ,,sktadem cukrowym” (s.104), ,,dtugotrwata metanoliza” (s.107), , pekanie
wigzan” lepiej ,rozszczepienie wigzan” (s.110), ,,weglanu amonu jako solwentu” (s.111),
,wegla niosgcego azot” (s.115), ,w dot pola” (s.118), ,frakcja wysokoczasteczkowa
bedzie reprezentowana najobficiej”’(s.120), ,wstepne podstawienie labilnych protonow
deuterem” (s.123).

e Duza niekonsekwencja w uzywaniu spacji przy zapisie liczb i jednostek, np. ,h” (5.92),
»M” (5.93), , %" (s.97), ,ml” (s.100).

e Uzywanie kropek do zapisywania utamkdw dziesietnych, np. pH (s. 89), tabela 9, 11-13.

Wszystkie powyzsze uwagi majg przede wszystkim charakter dyskusyjny i nie pomniejszajg
bardzo duzej wartosci poznawczej rozprawy.

W podsumowaniu chce podkresli¢, ze praca jest wartosciowa, zostata prawidtowo
zaplanowana i zrealizowana. Wnosi oryginalny wktad do wiedzy o strukturze polisacharydéw O-
swoistych, egzopolisacharydow oraz peryplazmatycznych glukandéw bakterii szczepow
Ochrobactrum cytisi ESC1" i Ochrobactrum lupini LUP21". Doktorantka wykazata sie rozlegta
znajomoscig pismiennictwa, ktore jest prawidtowo wykorzystane, sprawnie postuguje sie
technikami separacyjnymi i spektroskopowymi, jako narzedziami niezbednymi do wyizolowania
LPS-6w, egzopolisacharydow oraz peryplazmatycznych glukandw, otrzymania polisacharydow
O-swoistych, a nastepnie okreslenia ich struktury chemicznej.

Reasumujagc, 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 pdzniejszymi zmianami). W
zwigzku z tym wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie mgr Matgorzaty Pac-Sosinskiej do dalszych etapow

P, Wanple

przewodu doktorskiego.



