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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister Karoliny Ossowskiej zatytulowanej
»Okreslenie struktury chemicznej O-antygen6w fitopatogennych bakterii rodzajow

Dickeya i Pectobacterium”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Pracowni Biochemii
Strukturalnej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Promotorem rozprawy Pani mgr Karoliny
Ossowskiej jest dr hab. Zbigniew Kaczynski, prof. UG, za$ jako promotor pomocniczy zostala
powolana Pani dr Matgorzata Czerwicka-Pach. Badania podjete przez Doktorantke wpisujg sie w
zagadnienia objete wieloletnig wspotpracg zespotu prof. Zbigniewa Kaczynskiego z pracownikami
Zaktadu Ochrony i Biotechnologii Roslin Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i
GUMed kierowanego przez Panig prof. dr hab. Ewe Lojkowska.

Recenzowana praca doktorska liczy lacznie 148 stron i zawiera 90 rycin, 18 tabel oraz szereg
wzorow polstrukturalnych wiaczonych bezposrednio w tekst. Gwoli Scistosci czes¢ wzorow
przedstawiona jest w formie rycin. Rozprawa ma uklad typowy dla wigkszosci prac o charakterze
eksperymentalnym. Praca jest napisana w jezyku polskim i zaopatrzona w streszczenia w jezyku
polskim oraz angielskim. Rozprawa zostala przygotowana bardzo starannie pod wzgledem
edytorskim. Tytul pracy ,,Okreslenie struktury chemicznej O-antygenow fitopatogennych bakterii
rodzajow Dickeya 1 Pectobacterium” jednoznacznie precyzuje zagadnienia opisywane przez
Doktorantke. Taki tytul jednak sugeruje, ze badane antygeny beda posiadaly/maja identyczng
budowe chemiczna. Jak si¢ okazuje, wérdd dwunastu przebadanych preparatéw jedynie niektore sa
identyczne pod wzgledem struktury powtarzajacych si¢ podjednostek. Wedlug mojej opinii tytul
powinien ulec delikatnej modyfikacji, tak aby uwzglednial wielos¢ zidentyfikowanych struktur
polisacharydowych.

Rozprawe rozpoczyna jednostronicowy Wstep bedacy bardzo ogélnym wprowadzeniem do
zagadnienia bedgcego tematem przedlozonej rozprawy. W przedostatnim akapicie Wstepu
Doktorantka podaje w formie zwiezlej 1 jasnej cel swoich badan. Wlasciwe wprowadzenie w
zagadnienia rozprawy zawiera rozdzial zatytulowany Przeglad literatury, skladajacy si¢ z wielu

hierarchicznie wlozonych podrozdziatéw. W pierwszej czgsci Przegladu literatury Doktorantka
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przedstawita histori¢ zmian w taksonomii bakterii zaklasyfikowanych obecnie do rodzajow Dickeya i
Pectobacterium oraz ich charakterystyke mikrobiologiczna i chorobotworczosé. Te czg$¢ konczy
,,Charakterystyka wybranych do badan szczepow”. Druga czgs¢ Przegladu literatury poswigcona
jest opisowi budowy sciany komadrkowej bakterii. Ze zrozumialych wzgledow, Doktorantka polozyla
najwickszy nacisk na opis struktur lipopolisacharydéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem danych
dotyczacych budowy tych glikolipidéw pozyskanych z bakterii nalezacych do rodzajow Dickeya i
Pectobacterium. W Przegladzie literatury doktorantka zamiescita kilka akapitow poswigconych
peptydoglikanowi. Podane informacje maja raczej charakter podrecznikowy i, co wigcej, nie zawsze
sq $ciste, a pojawiajgcy si¢ zaraz za nimi opis zasad barwienia metodg Grama zupelnie wybiega poza
tematyke pracy doktorskiej. Wydaje sig, ze korzystniej dla catosci pracy byloby ograniczenie si¢ do
dwoch trzech zdan odnosnie mureiny i catkowite pominigcie zagadnien zwigzanych z barwieniem
metoda Grama. Rownoczesnie Rys. 3 (odreczny schemat przekroju przez powierzchniowe warstwy
bakterii Gram-ujemnych), w ktérym mureina przypomina heliss DNA absolutnie nie spelnia
wymagan edytorskich obecnie publikowanych artykulow.

Podsumowujgc te czgs¢ rozprawy, moge stwierdzi¢, ze Doktorantka bardzo dobrze
wywigzala si¢ z zadania zapoznania czytelnika z fitopatogenami z rodzaju Dickeya i Pectobacterium
oraz przedstawienia dotychczasowego stanu wiedzy odnosnie lipopolisacharydéw syntetyzowanych
przez te mikroorganizmy. Prezentowane tresci sa podane w sposdb zwigzly, jasny i logiczny.
Nieliczne uchybienia odnotowane powyzej nie maja istotnego wplywu na mojg pozytywna oceng
Przegladu literatury.

Cel pracy to krotki rozdzial, w ktorym Doktorantka przekonuje czytelnika rozprawy
o zasadno$ci podjetych (i zrealizowanych) badan. W rozdziale tym Doktorantka podaje kolejne etapy
oraz sposoby realizacji zalozonych przez Nia celow. Glownym zamierzeniem Doktorantki bylo
eksperymentalne okreslenie struktur chemicznych powtarzajacych si¢ jednostek cukrowych w
antygenach O-swoistych wyizolowanych z siedmiu szczepdw reprezentujacych rodzaj Dickeya oraz
z pieciu szczepdw zaklasyfikowanych do gatunku Pectobacterium parmentieri. Cel naukowy pracy
zostal sformulowany precyzyjnie i jednoznacznie. Zastanawia mnie jedynie, dlaczego Doktorantka
uzywajac okreslenia cytuje: podstawniki niecukrowe bierze to ostatnie slowo w cudzystow. Czyni to
nie tylko w tym rozdziale ale prawie w catym doktoracie. Wedlug mojej opinii stowo niecukrowe w
calej pelni odzwierciedla charakter takich podstawnikow jak: reszty acetylowe, 3-hydroksymastowe,
pirogronianowe, aminokwasowe czy ortofosforanowe znajdowane w polimerach czy oligomerach
sacharydowych.

W kolejnym rozdziale pracy, zatytulowanym Cze$¢ eksperymentalna, Pani mgr Karolina

Ossowska szczegblowo opisuje wykorzystane w pracy materialy oraz zastosowane metody
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badawcze. Doktorantka zamiast ogolnego opisu toku badan nad pozyskaniem, oczyszczeniem i
kolejno nastepujacymi po sobie analizami prowadzacymi do okreslenia struktur O-antygenow,
przedstawia calostronicowy schemat obrazujacy glowne etapy w procesie badawczym. Doktorantka,
stosujac w opisie formy bezosobowe (prowadzono, namnozono, zamrozono, itd.) wyraznie
zaznaczyla, ze nie brata udzialu w namnazaniu mas bakteryjnych. Z podzigkowan, zamieszczonych
na stronie drugiej, mozna dowiedzie¢ sie, ze hodowle bakterii byly prowadzone przez pracownikow
Zaktadu Ochrony i Biotechnologii Roslin Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG i
GUMed. W kolejnych podrozdziatach CzeSci eksperymentalnej Doktorantka podkresla swoj
bezposredni udzial w prowadzonych badaniach, uzywajac w opisie doswiadczen pierwszej osoby
liczby pojedynczej. Zamieszczone opisy przeprowadzonych analiz sg na tyle dokladne, ze bez
wiekszych probleméw mozna je powtérzy¢ w innym laboratorium. Jednoczesnie, w powyzszy
sposob Doktorantka dowodzi, ze wszystkie procedury dobrze zna i wie do czego prowadzi ich
zastosowanie. Zaprezentowany tutaj szczegélowy opis przeprowadzonych eksperymentéw to
klasyczne i bardzo cenne podejscie do pisania prac doktorskich, ktére dla kolejnych adeptow chemii
czy biochemii staja si¢ Zrodlem bezposrednich informacji o tym, jak prowadzi¢ tego rodzaju
doswiadczenia, juz bez koniecznosci siggania do prac zrédlowych.

Najwazniejsze informacje bedace podstawa oceny pracy doktorskiej sa zawarte w rozdziale
opatrzonym tytulem Wyniki i wnioski. Rozdzial ten jest bogato ilustrowany chromatogramami,
widmami mas i widmami NMR oraz tabelarycznymi zestawieniami wynikoéw. Ta obszerna, liczaca
76 stron czes¢ doktoratu zostata podzielona na sekcje. W kazdej z nich opisywane sg badania nad
innym typem antygenow O-swoistych. W pierwszej z nich, Doktorantka dowodzi, Zze siedem
wybranych do analiz szczepoéw z rodzaju Dickeya syntetyzuje liniowy homopolimer utworzony z -
D-6-deoksy-altroz polaczonych wigzaniami 1—2 glikozydowymi. Ten polimer wlaczaja bakterie
Dickeya jako O-antygen do tworzonego lipopolisacharydu.

Wybrane do badan szczepy bakterii z gatunku Pectobacterium parmentieri sg zdolne do
syntezy trzech odmiennych polisacharydow O-swoistych. Dwa szczepy (IFB5408 oraz 1FB5427)
syntetyzuja O-antygeny, ktorych struktura jest opisana przez czterocukrowa rozgal¢ziona
powtarzajaca sie podjednostke. W jej skltad wchodza: B-D-GalNAc, a-D-Gal i B-D-Gal oraz B-D-
ManNAc jako odgalezienie boczne. Szczep P. parmentieri IFB5441 ma w swoim genomie
zakodowane enzymy biorace udzial w syntezie antygenu O zbudowanego z roznie potaczonych ze
soba galaktoz. Regularnie co trzecia z nich jest ozdobiona przylaczonym w pozycji C-3 kwasem
pseudoaminowym, ktory z kolei jest acylowany grupami octanowymi (pozycje C-4 1 C-5) oraz reszta

kwasu S-3-hydroksymastowego (pozycja C-7). Doktorantka wykazala, Zze lipopolisacharydy



kolejnych dwoéch szczepéw P. parmentieri (IFB5308 i IFB5432) majg O-PSy zbudowane
z liniowych pentasacharydowych podjednostek, w sklad ktorych wchodzg dwie reszty galaktozy,
dwie reszty glukozy oraz kwas pseudoaminowy O- i N- acetylowany w pozycjach 4,51 7.

Za najwazniejsze osiagniecia Doktorantki opisane w tej czedci pracy nalezy uznac: (i)
identyfikacje struktury chemicznej OPS identycznej dla wielu szczepéw Dickeya i jednoczesnie
reprezentujacych rézne gatunki tego rodzaju, (i) okreslenie struktury chemicznej czterocukrowej
podjednostki cukrowej w OPS identycznej dla dwoch réznych przedstawicieli gatunku Pectobacter
parmentieri, (iii) przedstawienie dwoch struktur powtarzajacych sig podjednostek, ktore zawieraja
w swoich skladach pochodne kwasu pseudoaminowego. Opis ostatnio wymienionych podjednostek
to szczegolne wyzwanie dla mlodego pracownika nauki, gdyz identyfikacja kwasu
pseudoaminowego opiera si¢ Wwylacznie na podstawie widm NMR badanego preparatu
polisacharydowego.

Opisujac kolejno badania nad antygenami O-swoistymi o prostej budowie (homopolimery 6-
dezoksy-atlrozy) poprzez O-antygeny zawierajace typowe cukry i aminocukry, a konczac na opisie
preparatéw O-antygenowych zawierajacych pochodne kwasu pseudoaminowego Doktorantka
podporzadkowata strukture wewnetrzna rozdziatlu Wyniki i wnioski wazkosci swoich osiagnieé
naukowych. Jednak mimo, Ze przedstawione wyniki sg znaczace, to ich opis jest dos¢ monotonny.
Badania wszystkich preparatéw sa przedstawione w identyczny sposéb. Kazdy opis zawiera
informacje dotyczace hodowli bakterii, izolacji LPSu, izolacji cz¢sei polisacharydowej tego LPSu
i jej frakcjonowaniu metoda chromatografii saczenia molekularnego. Jedne po drugich sg omawiane
analizy chemiczne prowadzace do okreslenia skiadu cukrowego 1 konfiguracji absolutne;j
poszczegdlnych monocukrow oraz typu polgczen pomigdzy cukrami. Przy opisach kolejnych
preparatéw polisacharydowych najwigcej miejsca Doktorantka poswigcila na przedstawienie
wynikéw otrzymanych przy uzyciu magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). Nic w tym
dziwnego. NMR jest obecnie podstawowym narzgdziem uzywanym do badan strukturalnych
polisacharydéw. Jednoczesnie nalezy nadmieni¢, ze Doktorantka miala do dyspozycji spektrometr
Bruker Avance 111 700 MHz tj. aparat bardzo wysokiej klasy. Z przedstawionych analiz widm NMR
nalezy wnioskowaé, ze Doktorantka nabyla umiejgtnosci analizy widm NMR 1 S$wietnie
wykorzystuje t¢ umiejetnos¢ w praktyce.

Analizujac dorobek naukowy Doktorantki zauwazylem, ze Pani mgr Karolina Ossowska jest
wspolautorem siedmiu oryginalnych artykuléw naukowych. Wszystkie zostaly opublikowane w
Carbohydrate Research i wszystkie dotycza analiz strukturalnych antygenow O-swoistych
pozyskanych z réznych mikroorganizméw. Szczegdlnie interesujace sg dwie publikacje, ktore swoja

tematyka wigza si¢ $ci$le z tematykg ocenianej pracy doktorskiej. W pierwszym artykule
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zatytulowanym ,,The uniform structure of O-polysaccharides isolated from Dickeya solani strains of
different origin” [Carbohydr Res 445 (2017) 40-43] przedstawione sa wyniki badan O-antygenow
izolowanych z pieciu szczepOw rodzaju Dickeya. W doktoracie opis poszerzono dodajgc wyniki
analizy kolejnych dwoch preparatow uzyskanych odpowiednio z D. zeae (szczep IFB0031) i z D.
dianthicola (szczep IFB0016). W publikacji, ktora ukazala si¢ rok wezesniej [Carbohydr Res 426
(2016) 46-49] znajdujemy opis polisacharydow O-swoistych z Pectobacterium wasabiae IFB5408 i
IFB5427. Jest on tozsamy z opisem zamieszczonym w doktoracie, a odnoszacym si¢ do preparatow
Pectobacterium parmentieri IFB5408 i IFB5427. Domyslam sig¢, ze Doktorantka opisuje te same
preparaty polisacharydowe i ze klasyfikacja bakterii P. wasabiae 1FB5408 i IFB5427 ulegla
zmianie/modyfikacji (na co wskazuja dane z Tabeli 5 na str. 25) juz po opublikowaniu artykutu. Nie
znalaztem w dostepnej mi literaturze wzmianki dotyczacej reklasyfikacji tych bakterii. Moze Pani
mgr Karolina Ossowska dysponuje takimi danymi. Nie sadz¢ aby zmiana przynaleznosci gatunkowe;j
szczepéw IFB5408 i IFB5427 nastapila automatycznie, gdyz zgodnie z propozycja Khayi i
wspotpracownikéw [IISEM (2016) 66 5379-5383], aby zaklasyfikowaé je do gatunku P.
parmentieri nalezaloby sprawdzi¢ czy metabolizuja one: (+)-rafinoze, D(+)-a-laktoze, D-(+)-
galaktoze i (+)-melibioze i czy nie rosnag na metylowym a-D-glikopyranozydzie, (+)-maltozie i
kwasie malonowym jako jedynych Zrédiach wegla.

Podsumowanie w pracy doktorskiej Pani mgr Karoliny Ossowskiej to skondensowana forma
rozdzialu Wyniki i dyskusja lub tez rozszerzone Streszczenie. Jesli chodzi zas o Dyskusje
wynikéw to oczekiwalbym w niej znacznie wigcej odniesien i to nie tylko do literatury opisujgce;
podobne polimery wystepujace w naturze, czy tez do artykuldow  opisujgcych
organizmy/mikroorganizmy syntetyzujace podobne zwiazki, ale takze odniesien do artykulow
omawiajacych znaczenie tych polimeréw dla bakterii syntetyzujacych je oraz opisujgcych ich rolg
w interakcjach pomiedzy bakteriami, a otaczajacym je srodowiskiem, w szczegolnosci zas rolg jakg
pelnia w ukladzie bakterie patogenne - kolonizowane przez nie rodliny. Jednoczesnie zdaj¢ sobie
sprawe, ze tak szerokie potraktowanie tematu daleko wybiega poza ramy, zakreslone tytulem,

ocenianej pracy doktorskie;j.

Rozprawe konczy, zawierajagcy 199 pozycji, spis Literatury. Zawiera on pozycje
literaturowe wydane w latach od roku 1882 (poz. [1] Burrill, 1882; pozycja o znaczeniu
historycznym), az po lata 2020 i 2021 (kilka pozycji z roku 2020 — [46,62,66,98,118 i jedna z 2021-
[95] oraz kilka odno$nikéw do stron internetowych (np. poz. [95]). Doktorantka nie stroni od
cytowania artykuléw o wartodci historycznej czy podrgcznikéw (np. poz. [149] Kunicki-Goldfinger
W., Zycie bakterii, PWN, 1998, i poz. [150] Biologia molekularna bakterii pod redakcja. Baj J. i
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Markiewicz Z., PWN 2015). Zastanawiajacy jest sposob cytowania literatury jaki wybrala Pani mgr

Karolina Ossowska. Pozycje bibliograficzne nie sg cytowane w kolejnosci pojawiania si¢ w tekscie,

a spis literatury nie jest uporzadkowany alfabetycznie. Wnosze wigc, Ze kolejne pozycje literaturowe

byly dodawane w trakcie kolejnych poprawek manuskryptu oraz/lub w miar¢ uzupelniania bazy

literaturowej. Stosowane na stronach 8 i 9 rozprawy co najmniej trzy sposoby cytowania to

prawdopodobnie nieusunigte sposoby cytowan z wczesniejszych wersji doktoratu. Brak

przejrzystego systemu cytowania nieco utrudnia czytanie rozprawy. Jednoczesnie trzeba w tym

miejscu nadmienié, ze w calym spisie literatury nie znalazlem blednie zacytowanej pozycji.

Czytajac i analizujac przedlozona rozprawe doktorska Pani magister Karoliny Ossowskiej

nasunely mi sie drobne wnioski i komentarze, ktére przedstawiam ponizej i nad ktérymi chciatbym

podyskutowa¢ z Doktorantka w czasie publicznej obrony.

Wedlug mnie nieodzownym elementem analizy strukturalnej LPS/OPS jest elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym natywnego lipopolisacharydu (tj. LPSu pozyskanego bezposrednio z
komoérek bakteryjnych przez ich enzymatyczna degradacjg). Rozdzial ten daje bezposredni
wglad w heterogenno$é¢ LPS, za ktorag w glownej mierze odpowiada rozktad dlugosci (stopien
polimeryzacji) czasteczek antygenu O-swoistego. Rozdzialu elektroforetycznego nie da sig
zastapi¢ analizg metoda SEC gdyz metoda ta ma zbyt mala rozdzielczo$¢ w poréwnaniu do
PAGE. Tak wiec wedtug mojej opinii w Cze$ci eksperymentalnej brakuje opisu metody PAGE
a w czeSci Wyniki i wnioski brakuje opisu rezultatéw badan lipopolisacharydow tg metoda.
Zastanawia mnie, dlaczego w preparatyce octandéw alditoli oraz permetylowanych octandow
alditoli nie zastosowano borodeuterku sodu. Wyznakowane deuterem pochodne monocukréw
zdecydowanie ufatwiaja ich analize¢ metoda spektrometrii mas (mam tu na mysli analizy
wykonywane technikg GC-MS).

Dlaczego do usuwania kwaséw nukleinowych z preparatow surowego LPS Doktorantka
uzywata 99,8% etanolu zamiast duzo tafszego odczynnika zawierajacego 95% etanolu. Przeciez
réwnie dobrze mozna bylo doda¢ odpowiednig objetos¢ zmrozonego 95% etanolu aby jego
stezenie konicowe w otrzymanym roztworze wynosito 40% (rozdzial 3.2.2. str. 43)

Czy nie nalezatoby wykalibrowa¢ kolumny wypetnionej Bio Gel’em P-100 przed rozpoczgciem
izolacji frakcji zawierajacych antygeny O-swoiste. Minimum to wyznaczenie objetosci
wykluczania (Vo) i objetoéci przenikania (V,). Wtedy zniknglby problem co znajduje si¢ w
ostatnich frakcjach wycieku z kolumny. Wedlug ulotki firmowej Bio Gel P-100 stuzy do

rozdzielania zwigzkéw w zakresie mas od 100 000 do 5 000 Da. Tak wigc prawdopodobnie we
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frakcjach opuszczajacych kolumne w okolicach 1000 minuty nalezy spodziewa¢ sie nie tylko
zwigzkdéw o malej masie czasteczkowej lecz takze catkiem pokaznych oligosacharydow. Nalezy
pamietac, Ze oligocukier rdzeniowy (zaprezentowany na Rysunku 6.) ma M. tylko ok. 1300 Da.
W konkretnych opisach analiz metoda SEC (Wyniki i dyskusja) znalaztem rézne, czasem malo
uprawnione, okreslenia (np. Tabela 10, frakcja 3 to ,,zwiagzki o malej masie czasteczkowe]”).

W trakcie swoich badaf Pani mgr Karolina Ossowska wielokrotnie uzywata metody GLC oraz
GLC-MS. Warunki analiz tymi metodami zostaly opisane na stronach 48 i 52. Z opisu wynika,
ze analizy wykonywano stosujac kolumny kapilarne (Restek; Ritx-5). Obecnie jest to tak
standardowa i tak powszechna metoda, ze Doktorantka zapomniala uzupelni¢ jej opis przez
podanie jak byt dzielony strumien gazu nosnego w dozowniku (tzw. split).

Jak juz wspomnialem, cze$¢ wynikéw zostala opublikowana na lamach czasopisma
Carbohydrate Research. Mozna w tych artykutach znalez¢ dosy¢ szczegolowe informacje
dotyczace wykonania pomiaréw metodg magnetycznego rezonansu jadrowego. Dotycza one
parametrow analiz takich jak: czas mieszania, czy stala sprzezenia dalekiego zasiggu. Niestety,
tych szczegdéltéw brakuje w pracy doktorskiej. Doktorantka podaje temperatury w jakich
prowadzono poszczegolne analizy (str. 53), ale nie wyjasnia dlaczego jedne preparaty
analizowane byly w temperaturze 25°C inne za$ w temperaturze 48°C. Zastanawiajace jest
takze, ze do analiz opisanych w artykule z 2017 roku [Carbohydr Res 445 (2017) 40-43]
stosowano spektrometr Bruker Avance 111 500 MHz zas w doktoracie opisany jest spektrometr
Bruker ,,Avenace” 111 700 MHz.

Rysunek 10 na stronie 56: Piki na tym rysunku/chromatogramie zostaly opisane w taki sposob,
ze mozna by wnioskowac iz dwa sygnaly zakreslone klamra i oznaczone numerem 3 odnoszg si¢
do jednego w pelni acetylowanego heksitolu (podpis). Identyczne wrazenie mozna odnies¢
czytajac opis odnoszacy si¢ do obszaru zaznaczonego klamrg z numerem 4.

Rysunek 26 na stronie 69 przedstawia fragment chromatogramu z analizy octanoéw alditoli
otrzymanych z cukrow uwolnionych z OPS P. parmentieri IFB5408. Na podstawie tego
chromatogramu Doktorantka stwierdza, ze ,,na chromatogramie mozna zauwazy¢ 3 dominujace
sygnaty. Stosunek molowy poszczegdlnych pochodnych wynosil ~2:1:1”. Z pierwszg czgscig
tego stwierdzenia mozna si¢ zgodzi¢. Co wigcej, na podstawie analizy czasoéw retencji mozna
zidentyfikowa¢ z jakich cukrow/aminocukrow te heksitole powstaly. Jednak juz pierwsze
spojrzenie na chromatogram pozwala wnosi¢, ze proporcje miedzy kolejnymi pikami nie sg

zgodne z tymi podanymi przez Doktorantke. Na podstawie przedstawionego chromatogramu



nalezaloby wnosié, ze stosunek molowy poszczegdlnych pochodnych wynosi odpowiednio
4:1:2. Jak pogodzi¢ te wyniki z pozostalymi danymi zaprezentowanymi w doktoracie?

e Na stronach 92 i 93 Doktorantka zamieszcza dwa chromatogramy analizy stereoizomerow
otrzymanych z OPS IFB5441 (rys. 55) oraz analizy tego samego preparatu z dodatkiem wzorca
(rys. 56). Na chromatogramie drugim (rys. 56) dodatkowo =zostaly zaznaczone piki
diagnostyczne dla pochodnych D-galaktozy. Na podstawie tych danych Doktorantka wyciaga
wniosek, ze badany cukier to D-galaktoza. Sposérod trzech sygnalow diagnostycznych
potrzebnych dla identyfikacji D-galaktozy nie odnalazlem na chromatogramie z rys. 55 tego o
najmniejszym czasie retencji!?

e W trakcie okre$lania konfiguracji przestrzennej kwasu 3-hydroksybutanowego obecnego w
polisacharydzie O-swoistym P. parmentieri IFB5441 Doktorantka wykonala szereg rozdziatow
chromatograficznych i zamiescita je w rozprawie doktorskiej (rysunki 68-72). Dowodza one, ze
ten zwigzek ma konfiguracje S. Na kazdym z chromatogramoéw widnieje sygnal o czasie retencji
ok. 12,65 min. Doktorantka nic o nim nie wspomina w tekscie pracy. Czy na podstawie widm
MS (analizy byly wykonywane metoda GLC-MS) mozna okresli¢ z jaka substancjg mamy do
czynienia i czy ten pik chromatograficzny reprezentuje substancj¢ bedaca zanieczyszczeniem
probki?

e Pani Karolina Ossowska piszac swoja rozprawe doktorska nie uchronita si¢ przed bledami
stylistycznymi i jezykowym. Dwa z nich zacytuje: (i) ,Liofilizat dializatu poekstrakcyjnej
warstwy wodnej” moze by¢ przykladem hermetycznodei jezyka naukowego (ii) zas dla
nazwania czasu zbierania wycieku z kolumny do jednej probowki Doktorantka uzyta okreslenia

,.czas kolekeji” (str.45). Na szczedcie takie niefortunne sformulowania sg bardzo nieliczne.

Whioski koncowe

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
badawczego jakim jest ustalenie struktur polisacharydow O-swoistych wyizolowanych z
lipopolisacharydéw bakterii glebowych bedacych patogenami roslin uprawnych. Otrzymane dane
wzbogacaja wiedze o réznorodnosci struktur powierzchniowych bakteryjnych fitopatogenow i moga
przyczyni¢ si¢ do poznania szczegbtowych molekularnych mechanizméw powstawania i przebiegu
choréb roslin oraz do opracowania metod ochrony upraw i zebranych plonéw przed skutkami
infekcji. Na szczegdlne podkre$lenie zastuguje duza liczba przebadanych preparatow
polisacharydowych. Wykonana i napisana przez Panig mgr Karoling Ossowska praca doktorska

wskazuje na duzg wiedze Doktorantki oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia badan
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naukowych. Poczynione przeze mnie uwagi w zadnym razie nie umniejszaja wartosci naukowej
przedlozonej rozprawy.

Podsumowujac, stwierdzam, ze cel pracy doktorskiej zostal osiagniety. Rozprawa doktorska
Pani mgr Karoliny Ossowskiej spelnia wymagania stawiane ustawowo i zwyczajowo pracom
doktorskim. Przedktadam zatem Wysokiej Radzie Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
wniosek o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Karoliny Ossowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego oraz dopuszczenie Jej do publicznej obrony.
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