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mgr Pauliny Taszlow
pt.: ,Modulacja humoralnej odpowiedzi immunologicznej barciaka wi¢kszego

(Galleria mellonella) w przebiegu zakazenia bakteriami Bacillus thuringiensis”

System bronigcy owady przed patogenami skiada si¢ z barier morfologicznych
(kutikula, bariera jelitowa i tchawkowa) jak rowniez z obrony realizowanej przez
wyspecjalizowane komorki hemolimty (hemocyty) a takze konstytutywnej oraz indukowane;j
odpowiedzi humoralnej. Wysoka sprawno$¢ systemu brdnia}cego owady przed licznymi
prokariotycznymi i eukariotycznymi entomopatogenami uwazana jest za gtéwny czynnik
sprawczy ewolucyjnego sukcesu owadow. Cho¢ w ostatnim dziesigcioleciu osiggnieto
znaczny postep w rozszyfrowywaniu mechanizméw kierujacych odpowiedzia
immunologiczng owaddw, nadal niewiele wiadomo o roli stresoréw srodowiskowych w
modulowaniu reakcji obronnych. Dlatego podjecie przez Dokforantke; badan plastycznosci
odpowiedzi immunologicznej larw mola woskowego Galleria mellonella jest w pelni
uzasadnione. Mol woskowy, z powodu braku diapauzy w swym cyklu zyciowym, jest
dogodnym obiektem badawczym powszechnie wykorzystywanym w laboratoriach. Poniewaz
u bezkregowcow w toku ewolucji wyksztatcone zostaty wytacznie mechanizmy wrodzone;j,
nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, owady stanowia doskonaty model do badania
interakcji pomiedzy patogennymi mikroorganizmami a Konstytutywnymi mechanizmami
odpornosci gospodarza. Badania prowadzone na owadach sg znacznie tafisze i tatwiejsze do
wykonania z powodu braku ztozonych oddziatywan pomigdzy wrodzonym a nabytym

systemem odpornosci obecnym u krggowcow.



Recenzowana praca posiada uktad typowy dla rozpraw doktorskich, liczy ogétem 198
stron zawierajacych 6 rozdziatéw i obszerny spis literatury zawarty na 33 stronach. W tekscie
zamieszczono 50 rycin ilustrujacych w zdecydowanej wigkszosci (30 rycin) wyniki prac
eksperymentalnych prowadzonych przez Doktorantke. ’ '

Cze$¢ doswiadczalng pracy poprzedza teoretyczny Wstep, w ktorym Doktorantka,
opierajac si¢ na aktualnych danych pismiennictwa naukowego, przedstawita w bardzo
wnikliwy spos6b obecny stan wiedzy na temat mechanizméw odpornosciowych owadéw oraz
modulacji odpowiedzi immunologicznej owadéw przez abiotyczne i biotyczne czynniki
zewnetrzne. We Wstepie przedstawiona zostala rowniez charakterystyka organizméw
uzytych w badaniach: mola woskowego Galleria mellonella oraz bakterii Bacillus
thuringiensis. G. mellonella to kosmopolityczny szkodnik pasiek. B. thuringiensis to
naturalny czynnik chorobotwérczy owadéw od lat z powodzeniem wykorzystywany do
ograniczania liczebnosci populacji niektérych owadéw szkodliwych. Zamieszczone we
Wstepie dane zostaly zaprezentowane w sposob kompetentny, wskazujgcy na dobre
przygotowanie Doktorantki do realizacji wlasnych zamierzen badawczych. Zagadnienia
poruszone we Wstepie Scisle wiaza si¢ z doswiadczalng czgscig pracy. Cele pracy Zostaly

sformulowane prawidtowo i w przejrzysty sposob.

Do realizacji zaplanowanych badan Doktorantka wykorzystata zr6znicowang metodyke,
poczynajac od hodowli owad6éw i mikroorganizméw poprzez badanie aktywnosci
przeciwbakteryjnej hemolimfy owadéw az do wyznaczania poziomu ekspresji w ciele
thuszczowym genow kodujacych biatka i peptydy odpornosciowe.

W toku prac eksperymentalnych Doktorantka wykazata, ze:

— zaréwno zmiana warunkow temperaturowych (poddanie larw krotkotrwatemu
szokowi termicznemu) jak i ,,pigtnowanie” larw mola woskowego bakteriami B.
thuringiensis (zarazanie malg ilo$cia bakterii lub bakteriami inaktywowanymi) w
istotny spos6b moduluja odpornosc¢ larw G. mellonella wobec bakterii;

— zwiekszonej przezywalno$ci larw mola woskowego poddanych szokowi
termicznemu towarzyszyla wzmozona ekspresja genéw kodujgcych peptydy
odpornosciowe (cekropina, gallerymycyna, galiomycyna, peptyd anionionowy II) i
biatko opsonizujace (hemolina) oraz obnizona podatno$¢ polipeptydow
przeciwbakteryjnych, jak rowniez apoLp-III, obecnych w hemolimfie na degradacje

proteolityczng przez termolizyng;



— pietnowanie” immunologiczne larw G. mellonella przez B. thuringiensis
przejawialo si¢ w postaci podwyzszonej aktywnosci przeciwbakteryjnej hemolimfy
oraz pojawiania si¢ w hemolimfie wigkszej ilosci indukowalnych peptydow;

— ,,pietnowaniu” immunologicznemu nie towarzyszyt wzrost ekspresji genow '
kodujacych peptydy odpornosciowe (cekropina, gallerymycyna, galiomycyna,
peptyd anionowy II) i biatka opsonizujace (apoLp-III, hemolina) jak réwniez
owadzi inhibitor metaloproteinaz (IMPI) - zaobserwowano wrecz obnizenie
ekspresji tych genéw po powtérnym zainfekowaniu larw letalng dawka B.
thuringiensis;

— modulacji na skutek ,,pietnowania” immunologicznego nie podlegata podatnos¢
peptydéw odporno$ciowych na degradacje termolizyng oraz aktywnos¢ oksydazy

fenolowe;.

Oceniajac przedstawiong mi do recenzji pracg stwierdzam, iz:

e praca zostala napisana w sposob jasny i zrozumialy,

e szata graficzna rozprawy jest staranna, cho¢ zastosowanie kolorowych diagramow
zamiast shupkéw w réznych odcieniach szarosci znacznie utatwitoby analize
zaprezentowanych wynikow,

e obszerny wstep (51 stron) stanowi dobre teoretyczne wprowadzenie do zagadnien
bedacych przedmiotem badan Autorki,

e zadania jakie sobie postawila Doktorantka sg jasno sformutowane,

e metody uzyte w badaniach (opisane na 24 stronach) zostaly dobrane w sposob
wlasciwy,

e wyniki badan bogato udokumentowane rycinami i zdjgciami, zostaly
przedstawione na 46 stronach w sposéb nie budzacy zastrzezen,

e w dyskusji (21 stron) Autorka umiejetnie i w sposéb rzeczowy konfrontuje
uzyskane wyniki z danymi dostgpnymi w literaturze fachowej,

e bogate pismiennictwo jest wlasciwie dobrane i obejmuje aktualng wiedze

dotyczacg poruszanych zagadnien.

W trakcie analizy rozprawy zauwazytam, ze pewne jej fragmenty wymagajg korekt.
Wsrod zauwazonych uchybieni sa drobne bledy i nieporadnosci stylistyczne. Jest tez kilka

fragmentow budzacych zastrzezenia merytoryczne.



Zastrzezenia merytoryczne:

1. Str. 17. Autorka twierdzi, ze larwy G. mellonella ,,przechodza siedem stadiow
rozwojowych zanim osiagna ostatnie stadium larwalne”. Stadia rozwojowe owadow
nalezacych do Lepidoptera sa cztery: jajo z rozwijajgcym si¢ zarodkiem, larwa,
poczwarka, imago. Larwy moga wielokrotnie linie¢ przechodzac z jednego stadium
larwalnego w nastgpne. W przypadku G. mellonella mamy do czynienia z siedmioma
stadiami larwalnymi.

2. Str. 72., W badaniach stosowane byly larwy ....z poczatku ostatniego stadium, wazace
okoto 200 mg.” Na poczatku ostatniego stadium larwalnego (0-24 godziny po linieniu)
waga osiggana przez larwy G. mellonella waha si¢ pomig¢dzy 60 a 80 mg. Srednig wage
okolo 200 mg larwy osiggaja 3-4 dnia ostatniego stadium. Maksymalng wagg okoto 250
mg larwy osiagajg 5-6 dnia, tuz przed zaprzestaniem Zerowania. Wydaje si¢ wiec, ze
badania zostaty przeprowadzone na larwach 3-4 dniowych a nie na larwach z poczatku
ostatniego stadium larwalnego. Precyzyjne okreslanie wieku i etapu rozwoju owadow
uzywanych do badan (larwy zerujace, niezerujace, ,,wandering”, wytwarzajgce oprzed w
postaci otwartych rurek lub zamknigtych kokon6éw, przedpoczwarki itd.) jest bardzo
wazne poniewaz przebieg reakcji odporno$ciowych jest uzalezniony od stanu
fizjologicznego owada.

3. Str. 45. ,,Przynalezno$¢ owada do danego gatunku okresla jednoznacznie rodzaj jego
materiatu genetycznego i decyduje o przebiegu cyklu rozwojowego oraz cechach
osobniczych”. Zdanie to sugeruje, ze przynalezno$¢ do gatunku decyduje o materiale
genetycznym oraz determinuje rozwd6j i cechy osobnicze danego organizmu. Podobna
sugestia zawarta jest rtowniez w informacji zamieszczonej na rys.9 (str. 46) gdzie wsrod
czynnikow wptywajacych na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego owadow
wymienione sg: przynalezno$¢ gatunkowa, kondycja fizjologiczna i stadium rozwojowe.
Trudno ngdzié sie z sugestig, ze przynalezno$¢ gatunkowa decyduje o sposobie
funkcjonowania organizmu. Pojgcie ,,przynaleznos¢ gatunkowa” to wytwor odwiecznej
daznosci cztowieka do porzadkowania otaczajacego $wiata poprzez klasyfikowanie istot
zywych i wyodrebnianie grup osobnikéw posiadajacych wspdlne cechy. Cechy na
podstawie, ktorych klasyfikujemy organizmy zywe sg uwarunkowane genetycznie. Tak
wigc to materiat genetyczny determinuje cechy na podstawie, ktérych zaliczamy dany
organizm do danego gatunku a nie przynalezno$¢ do danego gatunku determinuje materiat

genetyczny.



Nieporadnosci jezykowe:

Str. 84-85 ,,prebarwiony” to anglicyzm. W rozprawie pisanej w jezyku polskim nalezy
unika¢ anglicyzmow. o

Str. 119. ,,...bialka.... byly nieco mniej intensywne u gasienic...”. Autorka zastosowata tu
zbyt duzy skrét myslowy.

Str. 93-138 anglicyzm w postaci uzywania litery ,,h” w celu oznaczenia ilo$ci godzin jest
dos¢ powszechny ale powinno si¢ go unikac.

Str. 149. ,,zcedowaé” - prawidlowa forma to ,,scedowac”

Str. 160. Autorka pisze o aktywnosci przeciwbakteryjnej ,,...skorelowanej ze wzmozona
ekspresjg peptydow odpornosciowych...” zapominajac, ze eksprymowane sg geny a nie

peptydy.

Powyzsze uwagi nie umniejszajg warto$ci merytorycznej dysertacji, ktorg oceniam bardzo
wysoko. Autorka w przedstawionej rozprawie doktorskiej wykazata umiejgtnosé
samodzielnego rozwigzywania postawionych zadan naukowych, dobre opanowanie metod
badawczych oraz znajomos$¢ pismiennictwa. Uzyskane przez Doktorantke wyniki stanowia
Jej oryginalne osiggniecia i znaczaco poszerzaja wiedze¢ na temat udziatu czynnikéw

biotycznych i abiotycznych w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej owadéw.

Stwierdzam, ze przekazana mi do recenzji dysertacja doktorska mgr Pauliny Tasztow
pt.: ,,Modulacja humoralnej odpowiedzi immunologicznej barciaka wigkszego
(Galleria mellonella) w przebiegu zakazenia bakteriami Bacillus thuringiensis” w pelni
odpowiada wymaganiom okreslonym w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym 1
wnioskuje o dopuszczenie Autorki tej rozprawy do dalszych, przewidzianych ustawa, etapow

przewodu doktorskiego.
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