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Rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Ossowskiej pt. ,, Okreslenie struktury chemicznej
O-antygenow fitopatogennych bakterii rodzajow Dickeya i Pectobacterium” wykonanej pod
kierunkiem dr hab. Zbigniewa Kaczynskiego na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gldaﬁskiego.

Przedstawiona do oceny praca obejmuje kompleksowe badania strukturalne
polisacharydéw O-swoistych (antygenéw O) lipopolisacharydéw (LPS) patogenéw roslinnych
rodzaju Dickeya 1 Pectobacterium. Bakterie te wywotuja choroby szerokiej gamy roslin
uzytkowych, m.in. ziemniaka, marchwi, czy pomidoréw. W przypadku bakterii z rodzaju Dickeya
badaniami objeto siedem szczepow reprezentujacych 4 gatunki: D. dadanti IFB0016, D.
dianthicola IFB0485, D. solani (IFB0099, IFB0123, IFB0O158 i IFB0223) oraz D. zeae IFBO031.
W drugim przypadku bylto to pie¢ szczepdw Pectobacterium parmentieri (IFB5308, IFB5408,
IFB5427, IFB5432 oraz IFB5441). Wedlug danych wyjsciowych, szczepy réznity si¢ poziomem
wirulencji wzgledem infekowanego gospodarza, co stanowito przestanke dla ich wyboru. Badania
obejmowaly hodowle bakteryjne, preparacje i degradacje LPS oraz wykonanie kompletu analiz
klasycznymi metodami, takimi jak analiza cukrowa, metylacyjna, analiza konfiguracji cukrowych
i niecukrowych sktadnikéw oraz interpretacje widm NMR. Czes¢ z otrzymanych wynikéw zostata
opublikowana w 2016 i 2017 r. w postaci dwéch prac oryginalnych w specjalistycznym
czasopismie Carbohydrate Research z pierwszym autorstwem Pani mgr Karoliny Ossowskiej
(pozycje 125 i 148 spisu literatury).

Przedstawiona do recenzji praca doktorska to bogato ilustrowane opracowanie (w
szczegdlnosci w czesci Wyniki i Wnioski), obejmujace 148 stron. Rozprawa charakteryzuje si¢
prawidlowym ukladem, w ktérym wyrézniono Wykaz Skrotéw, Wstep, Cel Pracy, Czesé

Eksperymentalng, Wyniki i Wnioski, Podsumowanie, Streszczenie oraz spis Literatury.



W odniesieniu do wybranego ukladu rozprawy, z punktu widzenia czytelnika umieszczenie
streszczen na poczatku rozprawy byloby bardziej praktyczne. Rozprawa jest przygotowana
bardzo starannie i niemal nie zawiera btedéw edytorskich. Zachowuje prawidlowy ciag logiczny,
przez co czyta si¢ ja bardzo dobrze. Jedynie obco brzmig anglicyzmy takie jak O-antygen, czesé
korowa i odmiana stosowana dla skr6téw LPS i OPS (LPSéw, LPSu, OPSu itp.).

Na wyréznienie zastuguje czes¢ eksperymentalna, w ktérej oméwione sg i bogato
zilustrowane niemal wszystkie szczegdly przeprowadzonych doswiadczen i interpretacji
wynikow. Wysoka jakos¢ tej czesci opracowania pokazuje ekspertyze Pani mgr Karoliny
Ossowskiej w zakresie preparatyki i analizy cukréw. Poniewaz wyboér szczepéjw do analizy
struktur LPS wynikat z ich fitopatogennosci i wskazywanej roli LPS jako elementu biofilmu w
patogenezie chor6b wywotywanych przez wybrane gatunki bakterii, we Wstegpie brakuje
rozwinigcia tego aspektu z punktu widzenia znaczenia LPS/OPS. Opis ogranicza si¢ do jednego
zdania na str. 19 1 dwoéch krétkich i ogdlnych akapitéw na str. 31 i 37. Brak bardziej
szczegétowego opisu stanu wiedzy w tym temacie przetozylo sie prawdopodobnie na brak
dyskusji nad wynikami preparacji i badan strukturalnych LPS z punktu widzenia wirulencji
wybranych szczepdéw. Jest to o tyle ciekawe i powinno by¢ ujete we Wstgpie i Podsumowaniu,
gdyz na str. 23 w rozdziale 1.1.4 Doktorantka pisze, cyt.: ,, Wyboru szczepéw dokonano pod katem
réznic w poziomie wirulencji tych drobnoustrojéw”. Takze podrozdziat o lipidzie A powinien by¢
napisany pod katem zmiennosci tego regionu LPS z punktu widzenia patogenéw roslin. Do
rozdzialu Witep nasuwaja mi si¢ nastepujace pytania i uwagi techniczne: (i) czy Tabele 41 5 (str.
24-25) nie powinny zawiera¢ kolumny zatytulowanej ,inna nazwa szczepu”, skoro czesé
szczep6w pierwotnie pochodzi z badan zagranicznych os$rodkéw? (ii) Prosze o rozwinigcie
twierdzenia dotyczacego wystepowania OPS w roli adhezyny; czy zdaniem Doktorantki to
prawidtowe okreslenie w stosunku do polisacharydu? (iii) Brakuje wyjasnienia dla oznaczenia
,»,0-2” dla a-L-6dTalpAco-2 w legendzie Tabeli 6 (str. 38).

Kilka niedociggnie¢ zauwazono w rozdziale Czegs¢ Eksperymentalna. Stosowanie liczby
pierwszej nie jest prawidlowe w tego typu opracowaniach. Nie podano finalnego stezenia fenolu

dla ekstrakcji fenolowo-wodnej. W opinii recenzenta, szczegélowy opis przygotowania zloza




BioGel P-100, pakowania kolumny i naktadania prébki na zel jest zbedny, gdyz znajduje sie w
instrukcji producenta. Nie podano natomiast rozmiaru czastek dla wybranego produktu BioGel P-
100. Brakuje takze referencji dla opisu analizy cukrowej. W opisie dla doswiadczen
wykonywanych technikg spektroskopii NMR nie podano typu stosowanej sondy.

Rozdzial Wyniki i Wnioski wyczerpujaco przedstawia omawiane dane w postaci wielu
rysunkéw i czytelnych tabel. Sposéb w jaki jest napisany wychodzi naprzeciw nie tylko
ekspertom, ale i czytelnikowi, ktdry jest mniej zorientowany w tematyce badan strukturalnych
polisacharydéw, co odczytuje jako zaletg rozprawy. Przedstawione wyniki i ich interpretacja w
petni potwierdzaja otrzymane struktury OPS. W mojej opinii jakos¢ rozdziatéow
chromatograficznych (ich rozdzielczos¢) moze wskazywacé na brak optymalizacji Zioboru ztoza i
eluentu. Prace niewatpliwie wzbogacityby obrazy rozdziatéw elektoforetycznych dla badanych
LPS barwionych metoda srebrowa, co pozwolitoby Doktorantce na ocene profilow LPS pod
katem ich gtadkiego charakteru, obecnosci lipidu A i udzialu frakcji wysokoczasteczkowych
OPS, a w konsekwencji podjecie dyskusji nad ewentualng rola OPS/LPS lub jej brakiem w
wirulencji wybranych szczepéw. Profile elektroforetyczne stanowia réwniez jeden z elementéw
potwierdzenia, ze badane polisacharydy posiadaja kotwicg lipidowa i stanowig LPS. Jestem
ciekawa argumentacji Doktorantki w zakresie wykluczenia obecnos$ci w preparatach antygenéw
kapsularnych i egzopolisacharydéw. Powyzsze pytanie ma na celu oceng¢ zrozumienia przez
Doktorantke etapéw preparacji, ktére stosowata i nie stanowi podwazenia wniosku zwigzanego z
preparacjag LPS. Interesuje mnie réwniez na jaki charakter pochodnych wskazywaty widma
masowe nieopisanych pochodnych o cyt. ,charakterze niecukrowym” (Rys. 39).
Przedyskutowania wymaga réwniez strategia przyjeta dla analizy tych dwéch duzych grup OPS.
Finalnie Doktorantka opisata takie same struktury OPS dla wszystkich siedmiu szczepéw Dickeya
i 3 struktury OPS dla pieciu szczepéw Pectobacterium parmentierii. Za tymi wynikami stoi duza
liczba wykonanych hodowli, preparacji i analiz, ktére mimo identyfikacji tych samych struktur
przeprowadzono dla wszystkich szczepéw. Jestem ciekawa, czy z punktu widzenia otrzymanych
wynikéw mozna bylo zaproponowaé¢ dla tych 2 grup szczepéw uproszczony schemat

postepowania, ktéry ograniczytby liczbe preparacji i analiz do niezbg¢dnego minimum. Pytanie



ma charakter dyskusyjny i recenzent oczekuje oparcia odpowiedzi na stosowanych metodach oraz
tych, ktére sg znane doktorantce, ale nie byty dostepne w laboratorium. Ponizej kilka drobnych
uwag edytorskich do rozdziatu Wyniki i Wnioski. Opisy Rys. 14, 15, 56 (i innych im podobnych)
powinny zawiera¢ wyjasnienie dla stosowanych strzatek. W legendzie do Rys. 31 powinno by¢
wyjasnienie dla oznaczen 1, 2, 3. Uzupelnienia wymaga opis sygnatéw anomerycznych (o numer
atomu) na Rys. 44. Widmo NMR na Rys. 65 powinno zawiera¢ opisane wszystkie sygnaty,
niezaleznie od celu, dla ktérego zostato przywotane w tekscie.

Niezaleznie od uwag powyzej, jakos¢ zaprezentowanych wynikéw podparta bogatym
opracowaniem danych pomiarowych, ich kompleksowos¢, komplementarnos’/c’ 1 poddanie
krytycznej dyskusji oceniam bardzo wysoko. Pani mgr Karolina Ossowska zidentyfikowata 4
oryginalne podjednostki polisacharydéw O-swoistych LPS wybranych gatunkéw fitopatogendw.
Pewien niedosyt budzi brak podjgcia proby oceny tych struktur/preparacji LPS z punktu widzenia
ich potencjalnego wptywu na réznice w wirulencji szczepéw w Podsumowaniu. Nie byto to celem
pracy, jednak pod tym katem wybrano szczepy do badan i préba takiej analizy w dyskusji z punktu
widzenia doniesien literaturowych powinna by¢ podjeta. W odniesieniu do dwdch ostatnich
rozdzialow rozprawy (Streszczenie i Wykaz Literatury) nie mam zadnych zastrzezen.

W podsumowaniu, wysoko oceniam jako$¢ i oryginalno$¢ uzyskanych wynikéw.
Potwierdzam, ze cel pracy doktorskiej zostat osiggniety i wnosi ona oryginalny i istotny wktad w
wiedze o strukturach LPS wybranych fitopatogenéw. Warto przypomnieé, ze cze$¢ wynikéw
oryginalnych zostala opublikowana w postaci dwéch artykutéw, gdzie Pani mgr Karolina
Ossowska jest pierwszym autorem: (1) Ossowska K, Czerwicka M, Sledz W, Zoledowska S,
Motyka A, Golanowska M, Condemine G, Lojkowska E, Kaczynski Z. The uniform structure of O-
polysaccharides isolated from Dickeya solani strains of different origin. Carbohydr Res. 2017,
445:40-43 1 (2) Ossowska K, Czerwicka M, Sledz W, Zoledowska S, Motyka A, Szulta S, Lojkowska
E, Kaczynski Z. The structure of O-polysaccharides isolated from plant pathogenic bacteria
Pectobacterium wasabiae IFB5408 and IFB5427. Carbohydr Res. 2016;426.:46-9.



Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska odpowiada ustawowo okreslonym
warunkom okreslonym dla stopni naukowych. Wnosze o przyjecie ocenianej rozprawy

doktorskiej i dopuszczenie mgr Karoliny Ossowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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