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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Sylwii Szulty
»Badania strukturalne O-polisacharydéw wyizolowanych z bakterii Franconibacter helveticus,

Pseudomonas donghuensis oraz Pectobacterium brasiliense”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Zespole Biochemii
Strukturalnej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Promotorem rozprawy Pani mgr Sylwii
Szulty jest dr hab. Zbigniew Kaczynski, prof. UG.

Recenzowana praca doktorska liczy 131 stron. Praca jest napisana w jezyku polskim
i zaopatrzona w streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim. W rozprawie umieszczono 79
podpisanych rycin oraz szereg wzordow polstrukturalnych wiaczonych do tekstu, zas rozdzial 1V,
poswiecony opisowi stosowanych przez Kandydatke metod, rozpoczyna catostronicowy schemat
postepowania obrazujacy wszystkie etapy zaplanowanych badan. Ryciny sg starannie dobrane
i wykonane. Zamieszczenie ich ulatwia lekture rozprawy i dobrze ilustruje omawiane zagadnienia.
Praca doktorska Pani mgr Sylwii Szulty zawiera takze 8 tabel. Uklad pracy jest typowy i niewiele
odbiega od schematu przyjetego dla prac doswiadczalnych. Rozprawa Pani mgr Sylwii Szulty
zawiera: dwa Streszczenia (wersj¢ polska i angielska), dwustronicowy Wykaz skrétéow, a takze
dwustronicowy Wstep, ktory jest bardzo pobieznym wprowadzeniem czytelnika w $wiat tych
bakterii, z ktérych pozyskano preparaty do badan. Kolejny rozdzial nosi tytul: Cz¢sé teoretyczna,
jednak z rozwazaniami teoretycznymi dotyczacymi zagadnien Dbiologicznych czy
mikrobiologicznych ma niewiele wspolnego. Bardziej adekwatnym wydaje si¢ opatrzenie go tytutem
Wprowadzenie w zagadnienia badawcze objete tematem dysertacji. Doktorantka podzielita
Cze$¢ teoretyczna na szereg podrozdziatow. Cztery pierwsze podrozdzialy zawieraja informacje
literaturowe dotyczace trzech rodzajéw mikroorganizméw wymienionych w tytule rozprawy. Sg one
podane w sposéb charakterystyczny dla prac taksonomicznych publikowanych zwykle
w czasopismach takich jak: International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology czy
ksiazkach typu Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. Dodatkowo, w Czg¢Sci teoretycznej
znajduje si¢ zajmujacy jedna strong rys historyczny na temat fitobakteriologii. W omawianym

rozdziale Doktorantka najwigcej miejsca poswiecila na opis struktur scian komérkowych bakterii
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Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, budowie lipopolisacharydéw oraz wszelkiego rodzaju metodom
stosowanym. przy izolowaniu, oczyszczaniu i ich analizie strukturalnej. Kolejny wazny rozdziat
pracy doktorskiej to Cel pracy, w ktérym zwykle nastepuje zwigzle uzasadnienie podjetej tematyki
badawczej. Doktorantka zamiast uzasadnienia celowosci podjetych badan Wylicia wszystkie znane
jej lipopolisacharydy o zbadanych polisacharydach O-swoistych izolowane z bakterii Pseudomonas,
Pectobacter oraz Franconibacter. W zwigzku z powyzszym nasuwa si¢ wrazenie, ze gldwnym celem
doktoratu jest powigkszenie polisacharydowej (cukrowej) bazy danych o kolejne trzy struktury O-
PSéw. Zwykle tez w tym rozdziale doktoranci dziela gléwny temat badawezy na zadania
szczegdlowe. Pani Sylwia Szulta wyodrebnita ich sze$¢. Rozdziat IV pracy doktorskiej Pani mgr
Sylwii Szulty zatytulowany Cze$é doswiadczalna, to wyliczenie i szczegdlowy opis materiatdw i
metod (przede wszystkim metod) wykorzystywanych przez Doktorantke w trakcie realizacji
postawionych Jej zadan. Zwykle ta czesé pracy doktorskiej o charakterze do$wiadczalnym jak
réwniez odpowiadajgce jej czgsci w oryginalnych pracach naukowych sg zatytulowane po prostu
,Materialy i Metody”. Sugerujac sie tytulem nalezalby si¢ spodziewaé w powyzszym. rozdziale
opisu przeprowadzonych. analiz 1 wynikéw tych analiz. W rzeczywistosci te zagadnienia znajdujemy
w kolejnym rozdziale opatrzonym tytutem Wyniki i dyskusja. Jest on bogato ilustrowany
chromatogramami, widmami mas i widmami NMR oraz uzupelniony tabelami. Ten obszerny
rozdzial (liczacy 55 stron) sklada sie z trzech podrozdzialéw poswieconych kolejnym badanym
strukturom polisacharydéw O-swoistych izolowanym z lipopolisacharydéw: Franconibacter
helveticus 1975, Pseudomonas donghuensis P482 oraz Pectobacter brasilense 5527. Kazdy z
podrozdzialow zbudowany jest w identyczny sposéb. Najpierw opisano proces izolacji
lipopolisacharydu z komérek bakteryjnych, nastepnie jego oczyszczanie i hydrolityczne oddzielenie
lipidu A od czesci polisacharydowej. Kolejny etap to wyodrebnienie wysokoczasteczkowej frakcji
polisacharydu O-swoistego i jej charakterystyka chemiczna (w tym: identyfikacja monocukréw,
analiza metylacyjna, okreSlenie konfiguracji absolutnej). Przedstawiony szereg analiz chemicznych
kohczy prezentacja i opracowanie widm 1D 12D NMR. Widma magnetycznego rezonansu
jadrowego preparatow OPS stuza Doktorantce do potwierdzenia wynikow badah chemicznych 1
ostatecznego ustalenia strukfur powtarzajacych si¢ podjednostek w polisacharydach wraz z
ustaleniem konfiguracji anomerycznych atoméw wegla w poszczegdlnych monocukrach budujacych
podjednostki. Kazdy z wyzej wspomnianych podrozdziatow opatrzony jest na koncu krotka notka, w
ktorej Doktorantka pordéwnuje swoje wyniki z badaniami innych autoréw opublikowanymi 1
opisujacymi antygeny O-swoiste dla bakterii z danego rodzaju. Podsumowanie to skondensowana
forma rozdzialu Wyniki i dyskusja. Kolejne dwa rozdzialy to wspomniane wezesniej Streszczenia

(wersja polska i angiclska). Rozprawe konczy, zawierajacy 154 pozycje, spis Literatury. Zawiera on



glownie pozycje literaturowe wydane w ciggu ostatnich 20 lat, ale Doktorantka nie stroni od
cytowania artykuléw o wartosci historycznej (np. poz. [9] Burrill, 1881) czy podrecznikéw (np. poz.
[1] Kunicki-Goldfinger W., Zycie bakterii, PWN, 1998, czy poz. [123] Witkiewicz Z., Podstawy
chromatografii WNT, 1992)

Merytoryczna analiza rozprawy

Badania srodowiska glebowego, a szczegélnie badania mikroorganizméw zasiedlajacych
glebe i tworzacych liczne i bardzo zrdznicowane konsorcja w obrebie ryzosfery sa obecnie
prowadzone na szeroka skale. Zasadniczy postep w metodach sekwencjonowania (metody NGS)
umozliwia kompleksowe poznanie mikrobioméw (np. endofitéw, ektofitdéw) roélin, $ledzenie
dynamiki ich zmian w reakcji na zmieniajgce si¢ warunki zewnetrzne. Badane s3a wzajemne
oddzialtywania miedzy mikroorganizmami (w tym miedzy bakteriami, migdzy bakteriami
a grzybami) w ro$linach i poza nimi, a takze oddzialywania miedzy ro$linami-gospodarzami
a mikroorganizmami. Poznanie wszelkich interakcji tego typu pozwala mie¢ nadzieje na szerokie
wykorzystanie mikroorganizméw w rozwoju zroéwnowazonego rolnictwa i ochronie Srodowiska
naturalnego. Interakcje w S$wiecie ozywionym wymagaja bezposredniego kontaktu pomiedzy
partnerami. Za interakcje w mikroswiecie odpowiadaja zwiazki bedgce sktadnikami (elementami
budulcowymi) $cian komoérkowych. Do takich nalezg lipopolisacharydy tworzace u wigkszos$ci
bakterii Gram-ujemnych zewnetrzng warstw¢ membrany zewngtrznej. Ze wzgledu na swoje
usytuowanie te glikolipidy majg bezposredni kontakt ze srodowiskiem.

Doktorantka przyblizajac obiekt badan opisuje historiec mylnego przyporzadkowania bakterii
obecnie sklasyfikowanych jako Franconibacter helveticus do rodzaju Cronobacter, tj. do bakterii
wywolujacych grozne choroby u niemowlat i ludzi starszych. Jak sie okazalo w trakcie
szczegblowych analiz taksonomicznych oba rodzaje majg zblizony metabolizm i czgsto spotyka sie
je w podobnych lub tych samych ekosystemach. Jednocze$nie nie ma zadnych dowodow
swiadczacych o patogenicznosci szczepow Franconibacter. Co wigcej pojawily sie doniesienia, ze
endofity Frankonibacter izolowane z brodawek korzeniowych fasoli limenskiej (odmiana fasoli
wystepujaca w Ameryce Poludniowej) wykazuja cechy typowe dla bakterii promujacych wzrost
ro$lin uprawnych. Wedhig Doktorantki badanie struktur powierzchniowych jakimi sg polisacharydy
O-swoiste bakterii z rodzaju Franconibacter jest zasadne, gdyz moze przyczynié sie do opracowania
prostych i szybkich testéw immunologicznych réznicujacych Franconibacter i Cronobacter, co
z kolei bedzie przydatne w szczegolnosci przy produkcji sproszkowanych mieszanek dla niemowlat,
a jednocze$nie pozwoli na wglad w molekularne procesy interakcji tych bakterii z roslinami.

W kolejnych czesciach doktoratu zostal bardzo szczegdlowo opisany proces izolacji i oczyszczania




frakcji polisacharydowych pozyskanych z Franconibacter helveticus 1975, uwalniania z nich
monocukrow, ich identyfikacji i okreslania konfiguracji absolutnej. Do analizy polgczen migdzy
monocukrami Pani Sylwia Szulta wykorzystala metode znakowania wolnych grup hydroksylowych
polisacharydéw poprzez ich metylacjg. Techniki jednowymiarowego i dwuwymiarowego rezonansu
magnetycznego, za pomocg ktorych otrzymano zestaw widm, pozwolity potwierdzi¢ wyniki analiz
chemicznych i ostatecznie ustali¢ sklad i sekwencje cukréw w powtarzajacej sie czterocukrowe]
podjednostce.

Identyczny schemat postepowanie zapewnil sukces przy okresleniu struktur: trojcukrowe;
powtarzajacej sie podjednostki O-PS Pseudomonas donghuensis P482 (bakterii zaliczonych do
promujacych wzrost roslin (PGPRB)) oraz szesciocukrowej powtarzajace si¢ podjednostki O-PS
Pectobacter brasilense 5527 (patogen ziemniaka). Pewnym utrudnieniem w przypadku preparatu O-
PS P482 bylo wystepowanie w nim do$¢ rzadkiego cukru jakim jest ManNAc za$ w przypadku
preparatu O-PS 5527 wystepowanie kwasu mréwkowego amidowo zwigzanego z Quip3N.

Pani mgr Sylwia Szulta wykazuje duza biegto$¢ w interpretacji wynikéw zardwno tych
otrzymanych fnetoda:mi chromatografii gazowej jak i chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrig mas. Obecnie podstawowym instrumentem stosowanym w badaniach biopolimerow
w tym oligo- i polisacharydéw jest spektrometria magnetycznego rezonansu jadrowego. Jej uzycie
daje nieosiggalny innymi metodami wglad w szczegdly strukturalne badanych czasteczek. Na
podstawie lektury przedtozonej pracy dokiorskiej dochodze do wniosku, Ze tajniki tej techniki nie sg
Doktorantce obce.

Doktorantka przyjeta zasade, ze kazda potwierdzong eksperymentalnie strukture
powtarzajace] sie podjednostki bedzic konfrontowata z juz pisanymi w literaturze naukowej
polisacharydami O-swoistymi syntetyzowanymi przez bakterie pokrewne do badangj, tj. bakterie
z tego samego rodzaju. Analizujac te fragmenty pracy doktorslciéj moge stwierdzi€, ze Pani mgr
Sylwia Szulta ma duze rozeznanie w literaturze dotyczacej badanego zagadnienia.

Czytajac rozdzial Podsumowanie odniostem wrazenie, ¢ mam do czynienia
z rozbudowanym (uszczegélowionym) streszczeniem calej rozprawy. Zaleta takiego rozdziatu jest
podanie wszystkich rezultatéw w formie bardzo skondensowanej. Brakuje jednak podkreslenia
i uwypuklenia tego, co nowego wnosza zaprezentowane badania (oprécz poznania samych struktur
kolejnych polisacharydéw O-swoistych) do nauk chemicznych i biologicznych i jak uzyskane wyniki
moga by¢ wykorzystane w przysziosci. '

Spis Literatury jest konsekwentnie prowadzony wedlug jednego schematu. Pozycje
literaturowe zostaly ulozone w kolejnosci cytowania. Nie zauwazylem w spisie literatury

zasadniczych. bledow. Jednak Doktorantka nie uchronita si¢ przed uzyciem niewlasciwych skrotow



tytulow czasopism, uzycia (lub nie) kursywy, mylnej daty ukazania si¢ artykulu, czy bledow
literowych. Tego typu bledy sa nieliczne w stosunku do liczby cytowanych artykutéw. Trzeba
zaznaczy¢, ze takie niedopatrzenia sa bardzo trudne do wyeliminowania przy pisaniu tej czgsci pracy
doktorskiej.

Czytajac 1 analizujac przedlozona rozprawe nasunely mi sie wnioski i komentarze nad

ktérymi mozna dyskutowaé i ktére moglyby przyczyni¢ si¢ do poprawy klarownosci

prezentowanych wynikow.

e Jako przedstawiciel dyscypliny ,,nauki biologiczne” czuj¢ niedosyt informacji dotyczacych
samych obiektéw badan. Prositbym o ich uzupelnienie i rozszerzenie. Miedzy innymi nie
znalazlem w dostepnej literaturze zadnego opisu szczepu Franconibacter helveticus szczep
1975. Doktorantka pozyskujac wskazany szczep od prof. S. Forsythe’a jest zapewne w
posiadaniu szeregu danych dotyczacych miejsca izolacji tych bakterii i ich wlasciwosci
biologicznych. Identyczne zapytanie, lub lepiej prosba o zaspokojenie mojej ciekawosci,
odnosi sie do szczepu Pectobacterium brasilense 5527. W odréznieniu od dwdch szczepdw
wzmiankowanych powyzej Doktorantka podata zaskakujaco duzo ciekawych informacji
odnosnie trzeciego szczepu - Pseudomonas donguensis P482

e Jak wspomina Doktorantka, dwa szczepy (Pseudomonas donguensis P482 1 Pectobacterium
brasilense 5527) pochodzity z kolekcji Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG
i GUMed. Czy w takim razie nie warto zaopatrzy¢ je w numery katalogowe tej kolekcji
(IFB)?

e Duzo informacji o heterogennosci preparatow lipopolisacharydowych dostarczaja rozdziaty
elektroforetyczne w zelach poliakrylamidowych. Zdjecia przedstawiajace wybarwione zele
takich rozdzialéw czesto s zamieszczane w publikacjach opisujacych lipopolisacharydy czy
polisacharydy O-swoiste. Na przyktad, taki rozdzial natychmiast uswiadomitby czytelnikowi,
ze LPS Pseudomonas donguensis P482 zawiera glownie frakcje szorstkie, a
wysokoczasteczkowy O-PS to znikoma czes¢ preparatu LPS.

e Analizujac prace doktorskag Pani mgr Sylwii Szulty oraz artykut zatytulowany ,,Structural
characterization of the O-polysaccharide isolated from Franconibacter helveticus
LMG23732” opublikowany w 2016 roku w Carbohydrate Research (vol.431, strony 39-41),
ktérego pierwszym autorem jest Doktorantka, doszedtem do wniosku, ze O-PS LMG23732
jest identyczny z przedstawionym w doktoracie 1 izolowanym ze szczepu F. helveticus 1975.

W pracy doktorskiej nie znalaztem jasnej 1 jednoznacznej odpowiedzi na pytanie: Czy nazwy




F. helveticus LMG23732, F. helveticus 1975 dotycza tego samego szczepu bakterii, czy tez
szczepy LMG23732 1 1975 wytwarzaja ten sam lipopolisacharyd.

e Intryguje mnie brak okreSlenia konfiguracji absolutnej monocukréw w powtarzajgcych sig
podjednostkach  polisacharydow  O-swoistych  Pseudomonas  donguensis P482 1
Pectobacterium brasilense 55277.

e Obecnie autorzy wielu publikacji opisujacych struktury polisacharydéw szukajac
potwierdzenia rezultatbw swoich badan analizuja dostgpne dane genomowe badanych
organizméw poszukujac gendéw (operondéw) kodujacych enzymy odpowiedzialne za
biosynteze danego polimeru cukrowego. Ciekawy jestem czy Pani Sylwia Szulta prébowala
tej drogi potwierdzenia swoich osiagnigc?

e Ostatnie pytanie (problem) dotyczy nazewnictwa alditoli: fukitol czy fucitol?, glukitol czy

glucitol?

Powyzsze zagadnienia prosze traktowac jako przyczynek do dyskusji nad juz osiagnigtymi wynikami
jak i nad planami dalszych badan.

Whioski koncowe

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego jakim jest ustalenie struktur polisacharydéw O-swoistych wyizolowanych z
lipopolisacharydéw trzech gatunkéw bakterii glebowych. Otrzymane dane wzbogacaja wiedze o
réznorodnosci struktur powierzchniowych mikroorganizméw bytujacych w glebie i jako endofity lub
patogeny zasiedlajgce rosliny.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze cel pracy doktorskiej zostal osiagniety. Doktorantka
okreslita struktury trzech zaplanowanych polisacharydow O-swoistych. Rozprawa doktorska Pani
mgr Sylwii Szulty spelnia wymagania stawiane ustawowo i zwyczajowo pracom doktorskim.
Przedktadam zatem Wysokiej Radzie Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego wniosek
o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego

oraz o dopuszczenie Pani mgr Sylwii Szulty do publicznej obrony.
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