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RECENZJA

pracy doktorskiej mgr Sylwii Szulty pt. ,Badania strukturalne O-
polisacharydéw wyizolowanych z bakterii Franconibacter helveticus,
Pseudomonas donghuensis oraz Pectobacterium brasiliense”

s
Przedstawiona mi do oceny praca doktorska dotyczy analitycznej
chemii biologicznej i charakterystyki strukturalnej fragmentow
cukrowych glikolipidéw bakteryjnych trzech szczepéw bakterii
Franconibacter helveticus, Pseudomonas donghuensis oraz
Pectobacterium brasiliense - z jednej strony endofitow bakteryjnych
0 nie znanym doktadnie mechanizmie dziatania na rosliny a z
drugiej groznych potencjalnych patogendéw roslinnych. Autorka
podjeta sie ustalenia struktury O-polisacharydéw bakteryjnych,
sktadnikéw lipopolisacharydu - czgsteczek budujgcych struktury
powierzchni tych bakterii, ktérym przypisuje sie szczegdlne
znaczenie w interakcji bakterii z otoczeniem - uktadow
symbiotycznych, uktadéw patogennych, oddziatywan roslina -
bakteria - $Srodowisko. Recenzowana praca wpisuje sie w
prowadzone w wielu osrodkach badania nad lipopolisacharydami
bakterii zaangazowanych w symbiotyczne i patogenne ukfady z
roslinami. Rozwdéj symbiozy bakterii z roslinami oraz patogennosci
to procesy niezwykle ztozone i kontrolowane, a poznanie

powierzchniowych struktur lipopolisacharydowych umozliwi¢ moze
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badania proceséw oddziatywan bakterii z komdérkami rosliny
gospodarza na poziomie molekularnym.

Przedstawiona do oceny praca ma uktad powszechnie przyjety dla
rozprawy doktorskiej i sktada sie z obszernego wstgpu z
wyodrebnionym celem pracy, w ktérym autorka przedstawia
wspotczesny stan  wiedzy , opisujac réwniez znaczenie
lipopolisacharydéw w procesie symbiozy i patogennosci bakterii
oraz ich oddziatywanie z fagami - potencjalnymi biologicznymi
$rodkami ochrony roslin. Wazng czesciga tego rozdziatu jedt
szczegbétowe omdwienie struktury lipopolisacharydow.

Niezwykle istotng czescig rozprawy jest omoéwienie metod izolacji
oraz analizy chemicznej tych niezwykle skomplikowanych
wielocukrowych sktadnikéw btony zewnetrznej bakterii.

Ten fragment rozprawy doktorskiej napisany jest jasno i logicznie

z uwzglednieniem szeroko cytowanych najnowszych pozycji
literatury.

Cytowanych jest ponad 150 pozycji obejmujgcych okres do 2020
roku (autorka odnosi sie do klasycznych prac zZrédlowych autoréw
metod, a nie tylko do nowszych prac przegladowych). Autorka
wykazata sie dobrg znajomoscia przedstawianej problematyki.
Poszczegdlne zagadnienia oméwione we wstepie zostaty krytycznie
omowione i majg bezposredni zwigzek z tematyka rozprawy.

Cele pracy zostaty sformutowane w sposéb precyzyjny i
konsekwentnie realizowane.

Metodyka badan nie budzi zastrzezen. Metody wykorzystane w
pracy sa trafnie dobrane. Autorka zastosowata szereg
nowoczesnych technik z zakresu analizy instrumentalnej takich jak

spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego,
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chromatografia gazowo-cieczowa potaczona ze spektrometrig mas z
jonizacjg typu El. Metodyka instrumentalna zostata uzupetniona

przez klasyczne metody chemiczne i enzymatyczne.

Takie potgczenie metodyki analitycznej z pracg nad poznaniem
istotnych sktadnikéw budowy bakterii czyni z rozprawy prace
multidyscyplinarng na pograniczu biologii, chemii i mikrobiologii.
Bardzo doktadnie opisano szczepy bakteryjne oraz procedury
ekstrakcji i izolacji badanych wielocukrow. Mysle, ze niezwykle
istotnym elementem rozprawy jest zastosowanie klasycznych
metod analizy cukrowej, metylacyjnej i okreslania absolutne;j
konfiguracji uzyskanych pochodnych cukrowych pozwalajgcych na
identyfikacje monocukréow budujgcych badane polimery, sposobu
ich podstawiania i rozgatezien. Tego typu niezwykle istotne i
pracochtonne badania czesto sg pomijane i opisywane dwoma
zdaniami w publikowanych pracach strukturalnych a czesto bez
pomocy tych klasycznych analiz struktury okreslane z uzyciem NMR
moggy prowadzi¢ do btednych interpretacji ze wzgledu na czesto
wystepujgce jednakowe wartosci przesunie¢ chemicznych sygnatéow
protondéw i wegli w skomplikowanych strukturach. Recenzent
spotkat sie z poglgdami naukowcdw ze znaczgcych osrodkéw badan
glikobiologicznych o braku ekspertyzy dotyczacej klasycznych
metod chemicznych, ze wzgledu na przesuniecie sie nacisku na

badania bioinformatyczne i genetyczne w glikobiologii.

Tak szczegdétowo opisana metodyka bardzo utatwia S$ledzenie
dalszych czesci pracy i umozliwia tatwe powtdrzenie wykonanych
eksperymentow.
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Mam dwa pytania:

1. Na stronie 35 w opisie metod pominieto znang metode
okreslania anomerii. Jaka? Pytanie dotyczgce analizowanej
struktury: czy na podstawie danych zawartych w doktoracie i
cytowanego pismiennictwa sprobowata by doktorantka okresli¢
absolutng konfiguracje3-Quip3Nfo?

2. Na stronie 49. pracy przedstawiono metode usuwania kwasoéw
nukleinowych przez trawienie enzymatyczne DNAzg i RNAz3. Czy
rzeczywiscie prowadzono reakcje enzymatyczng w wodzie
dejonizowanej? e
3. strona 57 brakuje danych dotyczgcych prezentowanych ilustracji
NMR: jaka byta temperatura analiz dla poszczegdlnych
wielocukrow?

Umiejetne zastosowanie opisanych metod umozliwito Doktorantce
realizacje zadan i osiggniecie postawionych celéw naukowych.
Przedstawione w kolejnym rozdziale pracy wyniki sg dobrze opisane
I staranie udokumentowane. llustracje sg czytelne i wykonane w
spos6b umozliwiajacy swobodne Sledzenie wynikéw i ich
interpretacje. Bardzo szeroki jest zakres prowadzonych badan: od
hodowli bakteryjnych przez procedury izolacji lipopolisacharydéw i
ich fragmentéw po analizy chemiczne i instrumentalne prowadzace
do ustalenia struktur wyizolowanych makroczgsteczek.

Najwazniejszymi osiggnieciami recenzowanej pracy sqa:
1. Ustalenie struktury powtarzajacej sie podjednostki tancucha O-

swoistego Franicobacter helveticus 1975. Doktorantka okreslita
budowe struktury czterocukrowych powtarzajgcych sie




INSTYTUT IMMUNOLOGII | TERAPII DOSWIADCZALNE])
IM. LUDWIKA HIRSZFELDA
POLSKIEjJ AKADEMII NAUK

£ e s (PN e ool ot o I RARNALENIL
entrum L)Uk:’i’\: atoscCi \ Ul

Rudolfa Weigla 12, 53-114

Wroctaw, PoLskAa
+48-71) - 1 (+48-71) 370 99 30 Fax: (+48-7]
UK\

www 1itd nan

podjednostek. Nalezy podkresli¢ wykrycie w badanej strukturze
oraz ustalenie absolutnej konfiguracji, rzadko wystepujgcej L-d-
Talp.

2. Bardzo szczeg6towa analiza  wielocukru  O-swoistego
Pseudomonas donghuensis P482 metodami GC-MS, oraz jedno- i
dwuwymiarowego NMR. Ustalono kompletng strukture tego
fragmentu LPS. Szkielet tréjcukrowy zbudowany jest z N-
acetylomannozoaminy, ramnozy i glukozy. Autorka ustalita sposob

podstawienia poszczegdlnych cukréw i ich sekwencje. 7

3. Badania majgce na celu ustalenie struktury powtarzajgcej sie
podjednostki O-PS lipopolisacharydu Pectobacterium brasiliense
5527. Analiza tego materiatu pozwolita na  ustalenie
skomplikowanej szesciocukrowej powtarzajgcej sie podjednostki
wielocukru O-swoistego. Autorka ustalita obecnos¢ w strukturze
rzadko wystepujgcego cukru: terminalnej Qui3NFo (chinowozaminy-
3N podstawionej grupg formylowga). W tej czesci brakuje danych
dotyczgcych absolutnej konfiguracji cukréw (domyslam sie, ze
przeszkodg mogta by¢ niedostepnosc¢ standardéw).

Pytanie: Tabela 3: wysokie wartosci przesunie¢ chemicznych '3C
Swiadczace o podstawieniach taloz: w przypadku cukru A to
wartosci 73,8 i 70,21 ppm a w przypadku cukréow B i C to okoto 78,2
78,6 ppm. Dlaczego takie réznice? Jak okreslano i przypisywano
sygnaty w eksperymentach NMR i z jakimi danymi poréwnywano. Z
jaka doktadnosciag ustalano przesuniecia chemiczne '3C czy drugie
miejsce po przecinku ma sens?
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Cata praca napisana jest starannie, jasno i komunikatywnie, chociaz
Autorka nie uchronita sie od nielicznych btedéw jezykowych,
literowych i usterek stylistycznych wynikajgcych ze stosowania
zargonu laboratoryjnego. Nie wptywa to jednak w zadnym stopniu
na logike wywodu i analize wynikéw.

Uwazam, ze recenzowana praca pani mgr Sylwii Szulty jest bardzo
dobrg i wartosciowg rozprawg doktorskg. Zostata prawidtowo
zaplanowana i zrealizowana, wnoszac tym samym oryginalny i
istotny wktad do wiedzy o lipopolisacharydach bakteryjnych.
Doktorantka wykazata sie znajomoscig literatury zrédtowej, ktérg
wiasciwie wykorzystata. Doktorantka postuzyta sie tez szeregiem
nowoczesnych metod biologicznej chemii analitycznej z
wielowymiarowym NMR na czele 2z sukcesem ustalajgc
skomplikowane  struktury  O-polisacharydowych  fragmentéw
glikolipiddw obecnych na komdrkach trzech szczepdéw bakterii,
dowodzac tym samym dobrego opanowania warsztatu badawczego.
Nalezy réwniez podkresli¢, ze doktorantka jest pierwszym autorem
1. opublikowanej pracy oryginalnej oraz wspoétautorkg 2. innych
prac doswiadczalnych.

Nie mam uwag krytycznych dotyczgcych recenzowanej pracy.
Jestem przekonany, ze praca spetnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim zgodnie z ustawg o stopniach i tytule
naukowym, wnosze wiec 0 jej przyjecie i dopuszczenie pani magr.
Sylwii Szulty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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dr hab. Wojc¢tech Jachymek




