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Wysoka sprawno$¢ systemu obronnego owadow przed licznymi entomopatogenami jest
uwazana za gtoéwny czynnik sprawczy ewolucyjnego sukcesu owadow. Znaczne
zintensyfikowanie w ostatnich latach prac nad mechanizmami odpowiedzi immunologicznej
owadow zaowocowalo identyfikacja wielu bialek i peptydéw przeciwbakteryjnych oraz
przeciwgrzybowych jak rowniez wykazaniem znacznych podobienistw pomiedzy owadami i
ssakami w sposobie przekazywania sygnatow kluczowych dla prawidlowego funkcjonowania
ukladu odpornosciowego. Nadal jednak mechanizmy regulacji odpowiedzi immunologicznej
owadow na inwazj¢ patogenow sa dalekie od rozszyfrowania. Z tego wzglgdu decyzja o
podjeciu badan dotyczacych przeciwgrzybowych whasciwosci dwoch konstytutywnych
elementow systemu odpornosciowego mola woskowego Galleria mellonella: lizozymu oraz

peptydu anionowego 2 jest w pelni uzasadniona.

Recenzowana praca posiada uklad typowy dla rozpraw doktorskich, liczy ogétem 178
stron zawierajacych 6 rozdzialow i obszerny spis literatury (221 pozycji). W tekscie
zamieszczono 35 rycin, 9 wykresow i 10 tabel.

Czg$¢ doswiadczalng pracy poprzedza teoretyczny Wstep, w ktérym Doktorantka,
opierajgc si¢ na aktualnych danych pismiennictwa naukowego, przedstawita charakterystyke
uktadu odpornosciowego owadoéw. Znaczna cze$¢ Wstepu poswigcona zostata roli bialek i
peptydow odpornosciowych w ochronie owadoéw przed mikroorganizmami. Zamieszczone

we Wstepie dane zostaly zaprezentowane w sposob kompetentny, wskazujgcy na dobre



przygotowanie Doktorantki do realizacji wlasnych zamierzen badawczych. Zagadnienia
poruszone we Wstepie Scisle wigza si¢ z doswiadczalng czescig pracy. Cele pracy zostaty
sformutowane prawidlowo i w przejrzysty sposob.

Do realizacji zaplanowanych badan Doktorantka wykorzystata bardzo zréznicowang
metodyke badan: od hodowli owadéw i mikroorganizméw poprzez badania biochemiczne do
obrazowania struktury zewngtrznej i wewnetrznej komorek grzyba Candida albicans za
pomocg mikroskopu sit atomowych, elektronowego mikroskopu transmisyjnego oraz
mikroskopu konfokalnego.

W toku prac eksperymentalnych Doktorantka wykazata, ze lizozym i peptyd anionowy
2 (AP2) wystepujace konstytutywnie w hemolimfie larw G. mellonella ograniczaja
przezywalnos¢ komorek patogennego grzyba C. albicans. Oba czynniki antymikrobowe w
istotny sposob zmieniajg topografi¢ i modyfikujg wtasciwosci powierzchni komoérek grzyba
(sprezystos¢ i adhezj¢). Badania z uzyciem lizozymu znakowanego FITC udokumentowaly
przemieszczanie si¢ lizozymu do wngtrza komoérek grzyba. Doktorantka wykazala rowniez, ze
przeciwgrzybowe dzialanie lizozymu nie jest zwigzane z jego aktywnoscig enzymatyczng.
Interakc;ji lizozymu z komérkami C. albicans prawdopodobnie towarzyszy zaburzenie
funkcjonowania kanaléw potasowych w blonie komérkowej skutkujgce wyptywem jonow
potasowych oraz indukcjg apoptozy. Komérki C. albicans podane dziataniu lizozymu
wykazujg cechy charakterystyczne dla komoérek apoptycznych: eksternalizacje
fosfatydyloseryny, zmiany aktywnosci mitochondriéw oraz kondensacje chromatyny.

Oceniajac przedstawiong mi do recenzji prace stwierdzam, iz:

e praca zostala napisana w sposob jasny i zrozumiaty,

e szata graficzna rozprawy jest staranna,

e obszerny wstgp (41 stron) stanowi dobre teoretyczne wprowadzenie do zagadnien
bedacych przedmiotem badan Autorki,

e zadania jakie sobie postawita Doktorantka sa jasno sformufowane,

e metody uzyte w badaniach (opisane na 29 stronach) zostaty dobrane w spos6b
wiasciwy,

e wyniki badan bogato udokumentowane rycinami, tabelami i zdjeciami, zostaly
przedstawione na 57 stronach w sposob nie budzgcy zastrzezen,

e wdyskusji (11 stron) Autorka umiejetnie i w sposéb rzeczowy konfrontuje
uzyskane wyniki z danymi dostgpnymi w literaturze fachowe;j,



e bogate piSmiennictwo jest wlasciwie dobrane i obejmuje aktualng wiedzg

dotyczacg poruszanych zagadnien.

W trakcie analizy rozprawy zauwazylam, ze pewne jej fragmenty wymagaja korekt.
Wsrod zauwazonych uchybien sg drobne bledy i nieporadnosci stylistyczne. Jest tez kilka

fragmentéw budzacych zastrzezenia merytoryczne.

1. Wsti;p

Klasyfikacja hemocytow owadzich nastr¢cza od dziesigcioleci wielu probleméw, dlatego
budzi watpliwosci zasadno$¢ oparcia si¢ przez autorke wyltacznie na bardzo lakonicznym
opisie 1 schemacie Kavanagh i Reeves (2004) przedstawiajagcym 6 rodzajow hemocytow
u Lepidoptera. Tym bardziej, ze postulowana w 1974 roku przez Price i Radcliffe
obecnosé koagulocytow nigdy nie zostata potwierdzona u Galleria mellonella, podobnie

jak 1 drogi dojrzewania poszczeg6lnych klas hemocytéw przedstawione na rycinie 4.

2. Materialy i metody

— W zestawieniu materialéw i odczynnikéw uzytych w pracy nie ujeto wszystkich
odczynnikéw np. sktadnikow buforéw, pominigto bufory PPB, podczas gdy np.
DMSO pojawia si¢ dwukrotnie choé¢ pod dwiema r6znymi nazwami. Brak jednolitego
nazewnictwa (nazwy handlowe, pelne nazwy chemiczne, nazwy skrdcone, wzory
sumaryczne) utrudnia korzystanie z powyzszego zestawienia.

— Niekonsekwencja jest brak podania sktadu pozywki LB podczas gdy sktad dwoch
podiozy YPD zostal zaprezentowany w Tabeli 3.

— Pewien klopot sprawila mi metodyka okreslania przezywalnosci C. albicans. Zgodnie
z opisem na stronach 65-66 proby kontrolne i badane kazdorazowo wykonywano w 4
powtdrzeniach, natomiast wyniki przestawione na wykresach 1- 4 sg $rednimi z 3
niezaleznych eksperymentoéw. Czy rozbieznos¢ dotyczaca ilosci powtdrzen wynika
tylko z pomylki pisarskiej, czy moze z jaki$§ powod6éw odrzucono czg$¢ wynikow?
Doktorantka badata wplyw lizozymu i AP2 na przezywalnos¢ komorek i protoplastow
C. albicans. Przezywalno$¢ po inkubacji z tymi czynnikami ustalano na podstawie
zliczania ilosci powstatych kolonii drozdzaka. Za 100% przezywalnosci przyjeto ilosé
kolonii w probach kontrolnych. Poniewaz préby kontrolne rowniez wykonywano w 3

lub 4 powtorzeniach pojawiajg si¢ nastgpujgce pytania:



~ W jaki spos6b ustalano owe 100% (czy byta to np. $rednia z 3 lub 4
powtorzen),

— na wykresach 1-4 nie ma odchylen standardowych dla kontrolj poniewaz
arbitralnie przyjeto ilo$¢ kolonii kontrolnych za 100%. Jednakze Jjest mato
prawdopodobne aby ilog¢ kolonii byta w kazdym niezaleznym powtérzeniu
taka sama. Jak autorka rozwigzala problem zmiennosci wystepujacy w kontroli
w kontekscie analizy statystycznej?

Mam tez kilka zastrzezen odnosnie Opracowania statystycznego wynikéw dotyczacych
przezywalnosci. Na wykresie 1 blednie zaznaczono istotnogé Statystyczng. Najwyzsza
roznica zostala stwierdzona pomigdzy kontrola (100% przezywalnosci) a efektem
inkubacji komérek C. albicans 7 lizozymem o stezeniach 2,5 uMi 1 uM
(przezywalno$é na poziomie 0% j 56%), natomiast na wykresie istotnogé statystyczna
tych danych zostata oznakowana jako niewielka ( *p<0,05) a naj WYZszg istotno$é
statystyczng (**p<0,01) przypisano 85% przezywalnosci po inkubacji z 0,5 uM
lizozymu. Z kolei opis danych przedstawionych na wykresie 3 jest nickonsekwentny.
Na stronie 89 autorka pisze: ,,Przezywalno$é komérek C albicans po 15 minutach, |
godzinie, 3 godzinach, 5 godzinach i 24 godzinach inkubacji w obecnosci 5 uM AP2
wynosita, odpowiednio, 77%, 72%, 90%, 87%, 1 95%. Wartosci te roznily si¢
statystycznie od kontroli. ” Natomiast trzy linijki nizej autorka pisze: ,,...réznica w
poziomie przezywalnosci po 3 godzinach i 5 godzinach inkubacji z czynnikiem byla w
granicach bledu statystycznego”. Co wigcej, na wykresie dane dla 3 godzin inkubacji
grzyba z AP2 oznaczone sg jako istotne statystycznie, cho¢ patrzac na zakres
odchylenia standardowego mozna mie¢ co do tego powazne watpliwosci. Podobne
zastrzezenia dotycza danych przedstawionych na wykresie 4. Zastanawia mnie
rowniez dlaczego doktorantka wybrata nieparametryczny test Kruskala- Wallisa do
analizy wynikéw. Test ten ma znacznje stabszg moc interpretacyjng uzyskanych
danych w poréwnaniu z jednoczynnikowa analizg wariancji ANOVA. Autorka na
stronie 84 oswiadcza, ze »Z€ Wzgledu na brak rozklady normalnego lub brak réwnosci
wariancji w wynikach” do analizy danych wykorzystano test Kruskala-Wallisa. Jakie
metody zostaty uzyte do wykazania braku rozkiadu normalnego zmiennych?

Irytujace jest wielokrotne powtarzanie informacji o tym gdzie znajduje si¢ laserowy
skaningowy mikroskop konfokalny LSM 5 Pascal. W Materiatach i metodach

informacja ta pojawia si¢ 6 razy.



3. Nieporadnosci stylistyczne:

Str. 23 Sformufowanie »Plazmatocyty — komérki adherentne ze znaczng iloscig
cytoplazmy i drobnymi ziarnistosciami, ktére biorg udziat w fagocytozie, nodulacji i
enkapsulacji” sugeruje, Ze ziarnistosci biorg udziat w fagocytozie, nodulacji i
enkapsulacji podezas gdy w procesach tych biorg udziat plazmatocyty.

Str. 51 Fraza ,... obnizenie funkcji uktadu odpornosciowego ---” jest zbyt duzym skrétem
myslowym.

Str. 64 Fragment ..., dostrzezono tylko pojedyncze kolonie w przeciwienstwie do gestej

murawy kolonii, ktéra otrzymano ..."” brzmi dziwnie,

Powyzsze uwagi nie umniejszajg wartogci merytorycznej dysertacji. Autorka w
przedstawionej rozprawie doktorskiej wykazata umiejetnosé samodzielnego rozwiazywania
postawionych zadan naukowych, dobre opanowanie uzytych metod badawczych oraz
znajomos$¢ pismiennictwa. Uzyskane przez Doktorantke wyniki stanowig Jej oryginalne
osiagniecia i poszerzaja wiedzg na temat roli bialek peptydow antymikrobowych w

reakcjach odpornosciowych owaddw.

Stwierdzam, Ze przekazana mij do recenzji dysertacja doktorska mgr Anety Sowa-Jasitek
pt.: ,Przeciwgrzybowe wlasciwosci lizozymu i peptydu anionowego 2 Galleria mellonella” w
petni odpowiada wymaganiom okreslonym w ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym i wnioskuje o dopuszezenie Autorki tej rozprawy do dalszych, przewidzianych

Warszawa, 26.08.2016 Prof. dr hab. Mi éiys%awa Irena Bogus

ustawa, etapow przewodu doktorskiego.



