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Prof. dr hab. inz. Jolanta t.ukasiewicz Wroctaw, 30 maja 2023 r.
Zaktad Immunochemii

Laboratorium Immunochemii Drobnoustrojow 1 Szczepionek
RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Kowalczyk pt. ,, Struktury chemiczne O-
polisacharydow wybranych szczepow bakterii z rodzajow Dickeya i Pectobacterium”™
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Zbigniewa Kaczynskiego w Pracowni Biochemii
Strukturalnej w Katedrze Chemii Biomedycznej Uniwersytetu Gdanskiego.

Przedlozona do oceny praca miata na celu ustalenie struktury chemicznej polisacharydow
O-swoistych (OPS, antygenow O) lipopolisacharydéw (LPS) Dickeya aquatica IFB0154 1
IFB0694, D. lacustris 1FB8647, Pectobacterium aquaticum IFB5637 oraz P. versatile
IFB5636. Praca jest przykladem kompleksowych analiz chemicznych obejmujacych metody
analityczne, spektrometri¢ mas 1 spektroskopie NMR, ktorych wykorzystanie bylo
poprzedzone hodowlami bakterii i preparacjg oraz oczyszczaniem antygenow O.

Bakterie rodzaju Dickeya 1 Pectobacterium naleza do fitopatogenow wywolujacych
choroby ro$lin uprawnych (np. ziemniakdéw, pomidoréw, ryzu) i ozdobnych (np. chryzantem,
pelargonii), takie jak czarna nozka, czy mokra zgnilizna. Problem szkéd w uprawach
wywolywany przez zakazenia spowodowane ww. bakteriami jest globalny i prowadzi do
ogromnych strat gospodarczych 1 ekonomicznych, co opisano we Wstepie rozprawy
doktorskiej. Szczepy bakteryjne wybrane do badan objetych niniejszg pracg pochodzity ze
srodowisk wodnych Polski (jezioro), Francji (jezioro), Finlandii (drogi wodne) lub wielkie;j
Brytanii (rzeka). Zrodto ich izolacji wskazuje na jeszcze jeden problem, ktory wigze sie¢ z
tymi fitopatogenami — ich bytowanie w srodowisku wodnym stanowi rezerwuar tych bakterii
1 niesie powazne ryzyko ich przenoszenia na uprawy, np. podczas nawadniania. Znaczenie
badan obejmujacych wybrane przez mgr Agnieszke Kowalczyk gatunki bakterii podkreslaja
aktualne europejskie regulacje ochronne zapobiegajgce rozprzestrzenianiu si¢ chorob roslin

w Rozporzgqdzeniu Wykonawczym Komisji (UE) 2019/2072 z dnia 28 listopada 2019 r.
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ustanawiajgcym jednolite warunki wykonania rozporzgdzenia Parlamentu Europejskiego i
Rady (UE) 2016/2031 w sprawie Srodkow ochronnych przeciwko agrofagom roslin (t].
patogenom, szkodnikom i1 chwastom obnizajagcym plony ro$lin uprawnych). Przywotany
dokument zawiera wytyczne obejmujgce fitopatogeny z rodzajow Dickeya oraz
Pectobacterium w odniesieniu do lesnego materiatu rozmnozeniowego, innego niz nasiona,
materialu siewnego warzyw oraz do sadzeniakéw ziemniaka.

Przedlozona do oceny praca doktorska ma formute hybrydowa, ktora jest zgodna z
obowigzujacymi wymogami ustawowymi 1 interpretacjag Rady Doskonatosci Naukowej w
tym zakresie. Integralng cz¢$¢ pracy doktorskiej stanowi cykl trzech oryginalnych publikacji
opublikowanych w specjalistycznym 1 prestizowym w obszarze analizy weglowodanow
czasopi$mie Carbohydrate Research, w ktoérych Pani mgr Agnieszka Kowalczyk petni role
pierwszego autora. Oswiadczenia wspdtautorow tych publikacji wyraznie wskazujg na
dominujaca role¢ Doktorantki w realizacji celow objetych projektem doktorskim. Podstawe
ocenianego opracowania stanowig publikacje oryginalne oznaczone symbolem D1-D3:
Publikacja D1. Kowalczyk, A. 1 wsp. (2020). The structure of the O-polysaccharide isolated

from pectinolytic gram-negative bacterium Dickeya aquatica IFB0154 is different from the

O-polysaccharides of other Dickeya species. Carbohydr Res, 497, 108135.

Publikacja D2. Kowalczyk, A. 1 wsp. (2022). The structure of an abequose - containing O-
polysaccharide isolated from Pectobacterium aquaticum 1FB5637. Carbohydr Res, 522,
108696.

Publikacja D3. Kowalczyk, A. 1 wsp. (2023). The structure of O-polysaccharide isolated
from the type strain of Pectobacterium versatile CFBP6051T containing an erwiniose - higher
branched monosaccharide. Carbohydr Res, 524, 108743.

Publikacje te zawierajg peten zestaw wynikOw opisujacy struktury chemiczne
powtarzajacych si¢ podjednostek OPS Dickeya aquatica 1FB0154, Pectobacterium
aquaticum 1FB5637 1 Pectobacterium versatile CFBP6051T. Publikacjom D1 1 D2
towarzyszy w wersji internetowej materiat uzupehiajacy zawierajacy wyniki dodatkowych

analiz wykonanych metodg spektroskopii NMR, gdzie czg$¢ z nich umieszczono w
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poprzedzajacej wskazany cykl publikacji czg¢sci opisowej majacej charakter monografii.
Czes$¢ opisowa rozprawy zawiera rozdzialy typowe dla form monograficznych takie jak
Wstep Literaturowy, Cel Pracy, Czes¢ Eksperymentalna opisujaca materiaty 1 metody
wykorzystane w badaniach, Czes¢ Wynikowa, Dyskusja, Streszczemia w j. polskim 1
angielskim, Bibliografia oraz kopie oswiadczen wspotautorow publikacji D1-D2. Hybrydowa
formuta pracy doktorskiej przetozyla si¢ na uzasadnione potraktowanie roli Wstepu jako
forum do ogo6lnego przedstawienia wybranych gatunkow bakterii i1 ich znaczenia
biologicznego, a takze omowienia ogdlnego schematu budowy LPS. Pozytywnie oceniam
takie podejécie, przy czym za wade tego rozdzialu uznaje to, ze opisujagc LPS nie
postuzono si¢ przykladami patogenow i/lub symbiontéow roslinnych, a prezentowane
przyklady  struktur chemicznych nie zostaly przypisane konkretnym
gatunkom/szczepom bakterii. Takie podejscie do napisania Wstepu stawia uzyskane wyniki
dla fitopatogenéw troche w oderwaniu od opisanej réznorodnosci i1 przytoczonych
przyktadow LPS.

Rozdzial pracy zatytutowany Czes¢ Eksperymentalna jest doskonalym przyktadem
wprowadzenia czytelnika w §wiat metod analitycznych wykorzystywanych w analizie LPS 1
OPS. Taka formuta zasluguje na wyrdznienie, gdyz w przypadku publikacji kwestia
rutynowych metod traktowana jest zwyczajowo pobieznie i oparta na cytowaniu zroédtowych
doniesien. Jest to tez rozdzial, ktory podparty pierwszymi rozdziatami Czesci Wynikowej
dopelnia caloSci omoéwienia procesu analityczno-interpretacyjnego wynikow oraz
napotkanych przez Doktorantk¢ wyzwan analitycznych, takich jak identyfikacja rzadkich
reszt cukrowych, labilno$¢ sktadnikoéw, ustalanie poziomu O-acetylacji cukrow 1
heterogenno$¢ O-acetylowanych OPS.

Przej$cie do Czesci Eksperymentalnej pozwala w petni dostrzec zakres wykonanych
prac. Sam cykl publikacji przedstawia 3 unikatowe podjednostki cukrowe OPS
lipopolisacharydéw wybranych do badan strukturalnych. Natomiast cz¢$¢ eksperymentalna

dopetnia tg wiedz¢ o dodatkowe dane analityczne.
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W publikacji D1 opisano struktur¢ chemiczng OPS Dickeya aquatica 1FB0154
sktadajacego sie z reszt Fuc 1 czgSciowo O-acetylowanej (OAc) Rha w pozycjach 2 (40%) 1
3 (30%), natomiast w ramach realizacji zalozonych celow rozprawy doktorskiej uzupetniono
badania o identyfikacje OPS D. aquatica IFB0694 (15% pozycji 2 1 3 Rha podstawionych
grupami OAc) 1 D. lacustris IFB8647 (brak grup O-acetylowych), ktore maja identyczny
szkielet cukrowy powtarzajacej si¢ podjednostki, a r6znig si¢ jedynie poziomem podstawienia
reszty Rha grupami O-acetylowymi. Rozdziat 4.4.3 Czesci Wynikowej zawiera
nieopublikowane widma 'H NMR OPS ww. szczepOw oraz wyczerpujacy opis sposobu
ustalania poziomu podstawienia grupami OAc. Dane i wyniki w zakresie tematyki
dotyczgcej publikacji D1 powinny by¢ dopelnione przez umieszczenie za publikacja D1
materialow dodatkowych, ktore to sa dostepne dla czytelnikow jedynie na stronie
internetowej Carbohydrate Research. Analiza porownawcza dotychczas zidentyfikowanych
struktur OPS bakterii rodzaju Dickeya wykazala, ze zidentyfikowane antygeny O tych trzech
izolatéw ze srodowisk wodnych w istotny sposob odrozniaja si¢ pod wzgledem struktury od
dotychczas opisanych OPS bakterii rodzaju Dickeya izolowanych z zakazonych roslin, ktore
zbudowane s3 z homopolimerow D-6dAltp. Przy tak malej liczbie zidentyfikowanych
struktur OPS (11 szczepow rodzaju Dickeya) trudno wnioskowaé na temat znaczenia
zaobserwowanej roznicy i ewentualnych powodow jej wystepowania. Ta kwesti¢
poddaje pod dyskusje.

Publikacja D2 prezentuje pentasacharydowg strukture podjednostki OPS P. aquaticum
IFB5637 sktadajaca si¢ z reszt Man 1 Glc oraz bardzo rzadkiej reszty cukrowej - abekozy,
ktora po raz pierwszy zidentyfikowano w OPS LPS Pectobacteriaceae. Kompletne wyniki
analiz strukturalnych zawarte sg w publikacji D2, natomiast podobnie jak w przypadku
pracy D1 Doktorantka powinna umies$ci¢ w opracowaniu materialy dodatkowe, ktore sa
dostepne jedynie w wersji internetowej, a ktore to zawieraja dwuwymiarowe widma NMR
'H, BC HSQC i 'H, 'H COSY i ich interpretacje.

Publikacja D3 przedstawia OPS P. versatile IFB5636 (CFBP6051T) zbudowany z

pentasacharydowej powtarzajacej sie¢ podjednostki zawierajacej 2 reszty Man, jedng reszte
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Glc oraz dwie reszty kolejnego cukru rzadko spotykanego w przyrodzie — a-D-erwiniozy (a-
D-Erwp). Dotychczas zidentyfikowano ja jako anomer B jedynie w dwoch innych OPS
Erwinia carotovora spp. atroseptica GSPB9205 oraz P. atrosepticum SCR11043. Ze wzgledu
na ten rzadki sktadnik oraz wyzwanie analityczne jakim jest natrafienie na rzadko spotykany
cukier, w przypadku ktérego dostep do wzorcoOw jest mocno utrudniony (wymaga
indywidualnej preparacji z OPS) oraz labilnos¢ Erw w warunkach analizy cukrowe;,
metylacyjnej i absolutnej konfiguracji, Pani mgr Agnieszka Kowalczyk wlasnie tg publikacje
wybrata jako temat szeroko rozbudowanej Czesci Eksperymentalnej (rozdziaty 4.1-4.3), gdzie
krok po kroku opisuje metodologie¢ analizy tego OPS z duzym naciskiem na sposob
identyfikacji reszt Erw, ich anomerii oraz przypisania do szeregu konfiguracyjnego D lub L.
Ta cze$¢ pracy z racji przyjetej strategii wprowadzenia w tematyke badawczg nie jest
wolna od wielu powtorzen biorac pod uwage przywolang dalej publikacje D3, przy czym
komentarz ten nie jest zarzutem wobec rozprawy, a raczej rodzajem przemyslen na
temat tego jaki rodzaj opisu praca doktorska w formule hybrydowej powinna zawierac,
gdyz ta forma dostepna jest dla doktorantow od niedawna i nie w kazdej jednostce
naukowej. Identyfikacja reszt Erw wymagata od Doktorantki wykazania si¢ dodatkowymi
umiejetnosciami korzystania z danych NMR opublikowanych dla Erwinia carotovora spp.
atroseptica GSPB9205, interpretowania widm ROESY, znaczenia wartos$ci stalych sprz¢zen
Ju,u oraz efektow glikozylowania (8), w sytuacji kiedy czasteczka wzorcowa wystgpowata w
OPS w konfiguracji anomerycznej . Pewno$¢ co do interpretacji zaobserwowanych
systemOw spinowych uzyskano postugujac si¢ dodatkowym wzorcem — kariofiloza, cukrem
bardzo podobnym do a-Erwp. W tym kontekscie nalezy podkresli¢, ze identyfikacja rzadkich
lub unikatowych sktadnikow jest duzym wyzwaniem analitycznym i czg¢sto znacznie opoznia
skompletowanie wynikow, tym bardziej na wyrdznienie zastuguje sposob w jaki z tym
problemem analitycznym poradzila sobie Pani mgr Agnieszka Kowalczyk. Jeden aspekt
budzi pewien niedosyt Recenzenta, dlaczego nie podjeto proby izolacji tego ciekawego
monosacharydu na potrzeby pozyskania cennego wzorca i jego analizy w formie

anomeru o i B? A za tym pytaniem formuluj¢ drugie pytanie dotyczace tego, jak
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preparacja takiego wzorca wygladalaby w opinii Doktorantki i czy jest mozliwa do
wykonania?

Wszystkie wyzej opisane badania obejmowaly hodowle bakteryjne, preparacje i
degradacje LPS, w tym frakcjonowanie metoda chromatografii wykluczania oraz wykonanie
kompletu analiz klasycznymi metodami, takimi jak analiza cukrowa, metylacyjna, analiza
absolutnej konfiguracji cukrowych i niecukrowych sktadnikow oraz interpretacje widm
NMR.

Catos$¢ opisu zwienczona jest krotka dyskusja poswigcong podsumowaniu aktualnej
wiedzy na temat r6znorodno$ci dotychczas poznanych antygendéw O bakterii rodzaju Dickeya
1 Pectobacterium oraz prawidlowo przywolanymi pozycjami literaturowymi w rozdziale
Bibliografia. Ciekawi mnie rozwiniecie postawionej przez Doktorantke ogolnej hipotezy
przelozenia si¢ wynikow badan strukturalnych LPS na zapobieganie zakazeniom roslin
wywolywanym przez te fitopatogeny.

Podsumowujac moja ocen¢ zakres analiz przeprowadzonych przez mgr Agnieszke
Kowalczyk 1 ich wynik w postaci 5 struktur antygenéw O oceniam bardzo wysoko. Do
gléwnych uwag merytorycznych wyrdznionych powyzej nalezy doda¢: (i) brak stosowania
kursywy w przypadku wskazywania konfiguracji manno pierscienia w czgsteczce Kdo
(Wstep), (1) stwierdzenie na str. 13 Wstepu, ze lipooligosacharydy (LOS) na og6t nie sa
wirulentne (prosz¢ o wyjasnienie z jakich cech strukturalnych LOS/LPS wynika wirulencja 1
podanie przyktadow patogenow posiadajacych LOS a nie LPS), (ii1) mylacy dla czytelnika
schemat (Rys. 4) i okre$lenie procesu ekstrakcji LPS z bakterii obejmujacego ekstrakcje PCP
1 wodno-fenolowg jako ,,ekstrakcje w tandemie”, co sugeruje wykorzystywanie tej same;j
wyjsciowe] masy bakteryjnej i produktow ekstrakcji PCP w kolejnym etapie ekstrakcji
wodno-fenolowej (nie potwierdzaja tego opisy metod zawarte w publikacjach), (iv)
stosowanie symboli jednostek h i rpm, (v) nieprawdziwos¢ stwierdzenia, ze liczba sygnatow
na widmie "H NMR w regionie anomerycznym wskazuje na liczbe reszt cukrowych (str. 22),
czy tez (vi) zasadno$¢ stwierdzenia ,,czysty OPS” w konteks$cie mozliwo$ci udzialu w tej

frakcji regionu rdzeniowego.
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W rozprawie dos¢ czesto stosowany jest zargon laboratoryjny (,,podobne rozpuszcza si¢
w podobnym”, ,,kolba sercéwka”, ,,mleczna interfaza”, stosowanie formy osobowej w postaci
przyktadowych stwierdzen ,,dodatam”, ,,czekatam”, ,,odczekatam”, ,,szczypta”, ,,buteleczka”,
,hieznana glukoza”, ,.koncowy monosacharyd”), wyrazenia wynikajace z préby dostownego
thumaczenia wyrazen 1 ich sktadni w j. angielskim (podjednostka O-antygenowa) lub
wyrazenia o niepotrzebnie rozbudowanej formule (O-specyficzny tancuch polisacharydowy,
lipidowo-polisacharydowe heteropolimery, jednostka powtarzalna OPS).

Do nielicznych uchybien technicznych zaliczytabym: (i) brak informac;ji specyfikujacych
uzyte ztoza Superdex 75 i Bio-Gel P-30 (wielko$¢ ziaren, wymiary kolumny) i (i)
nieprecyzyjne ztozenie tekstu powodujace obecnos¢ kilku stron w potowie niezapetnionych.

Zdaje sobie sprawe, ze praca powstala w dyscyplinie nauki chemiczne, przy czym
poniewaz czes¢ wspolautorow deklarowala w oswiadczeniach ,,udzial w przygotowaniu
eksperymentow biologicznych” nasuwa to pytanie jakiego typu byly to eksperymenty i
czy dotycza moze wirulencji wybranych fitopatogenow.

Niezaleznie od uwag powyzej, jakos$¢ zaprezentowanych wynikow popartych bogatym
opracowaniem danych pomiarowych, ich kompleksowo$¢, komplementarnos¢ 1 poddanie
krytycznej dyskusji oceniam bardzo wysoko. Pani mgr Agnieszka Kowalczyk majac
dominujacy udziat w przedlozonych do recenzji badaniach zidentyfikowata 3 oryginalne
podjednostki polisacharydéow O-swoistych LPS wybranych gatunkéw fitopatogenéw oraz 2
warianty jednej z nich rdéznigce si¢ poziomem podstawienia grupami OAc, kazdorazowo
natrafiajagc na wyzwania analityczne (rzadkie monosacharydy, obecno$¢ grup OAc, labilno$¢
sktadnikdw) wymagajace poszerzenia panelu doswiadczen i interpretowanych danych.

W podsumowaniu, wysoko oceniam jakos$¢ i oryginalno$¢ uzyskanych wynikéw.
Potwierdzam, Ze cele pracy doktorskiej zostaty osiggniete, a formuta hybrydowa w sposob
poprawny zaprezentowata podjeta tematyke badawczg na tle aktualnej wiedzy dopehiajac
wyniki badan oryginalnymi publikacjami z wiodgcym udziatem mgr Agnieszki Kowalczyk.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska odpowiada ustawowo okreslonym

warunkom okre§lonym dla stopni naukowych. Wnosz¢ o przyjgcie ocenianej rozprawy
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doktorskiej 1 dopuszczenie mgr Agnieszki Kowalczyk do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie majagc na uwadze jako$¢ wykonanych eksperymentdw,
kompleksowos¢ analiz i osiggniecie ogdlnego celu jakim byto poszerzenie wiedzy na temat
réznorodnosci antygenow O fitopatogendw z rodziny Dickeya i Pectobacterium, jak rowniez
wytyczne udostgpnionego przez macierzystg jednostke regulaminu wyrézniania doktorantow
stawiam rowniez wniosek o wyrdznienie tej rozprawy.
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