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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Anety Sowa-Jasitek zatytulowane;j
"Przeciwgrzybowe wilasciwosci lizozymu i peptydu anionowego 2 Galleria
mellonella”

Pani mgr Aneta Sowa-Jasitlek wykonata prace doktorska pod kierunkiem Pani profesor dr hab.
Matgorzaty Cytrynskiej, w Zakltadzie Immunobiologii Instytutu Biologii i Biochemii Uniwersytetu
Marii Curie-Skiodowskiej w Lublinie. Eksperymenty finansowane byly przez Narodowe Centrum
Nauki w ramach projekt PRELUDIUM doktorantki oraz grantu OPUS Promotora, Pani prof. M.
Cytrynskiej. Czg¢s¢ wynikéw rozprawy doktorskiej juz jest opublikowana w bardzo dobrym artykule
zespohu: Sowa-Jasilek A., Zdybicka-Barabas A., Staczek S., Wydrych J., Mak P., Jakubowicz T.,
Cytrynska M., zatytulowanym ,,Studies on the role of insect hemolymph polypeptides: Galleria
mellonella anionic peptide 2 and lysozyme”, opublikowanym w roku 2014 w specjalistycznym
czasopismie ,,Peptides” (53: 194-201).

Zespot Pani profesor Teresy Jakubowicz wprowadzit w Zakladzie nowy model badawczy — gasienice
barciaka wigkszego, Galleria mellonella. Od lat z podziwem obserwuj¢ aktywno$¢ naukowa Zespotu,
sukcesywnie poszerzajacego zasob wiedzy na temat reakcji odpornosciowych tego owada na rozne
klasy patogenow, w tym grzyby i bakterie (wsrdd nich grozne réwniez dla ludzi), z zastosowaniem
systematycznie poszerzanego spektrum metod badawczych. Miatam przyjemnos¢ przyczynia¢ sie do
usamodzielniania kolejnych Uczniéw Pani Profesor T. Jakubowicz poprzez recenzowanie ich prac
habilitacyjnych, a teraz uczestnicz¢ w procesie oceny doktoratu Jej ,,naukowej wnuczki”, Pani mgr

Anety Sowa-Jasitek, doktorantki Pani profesor dr hab. M. Cytrynskie;j.

Doktorantka wiaczyla si¢ do cyklu badan nad aktywnoscia przeciwgrzybiczna lizozymu i peptydu
anionowego 2 (AP2) G. mellonella, nalezacych do czynnikéw odpornosciowych obecnych
konstytutywnie w hemolimfie larw barciaka. Przeprowadzita serig¢ precyzyjnie zaplanowanych,
pomystowych doswiadczen ze starannie dobranymi grupami kontrolnymi. Analizowano w nich
zywotnos¢ i aktywnos$ci metaboliczna drozdzy Candida albicans oraz zmiany ich powierzchni i
struktury wewnetrznej w obecnoscei lizozymu i/lub AP2, z wykorzystanie nowoczesnych technik

badawczych. Nastepnie podjeto probe wyjasnienia mechanizméw przeciwgrzybiczego dziatania



lizozymu. Wszystkie wyniki sa jasno przedstawione na licznych wykresach i fotografiach oraz

poddane krytycznej analizie.

Za spadek zywotnosci C. albicans w obecnoéei lizozymu i/lub AP2 byt odpowiedzialny gtdwnie
lizozym. Po kilku godzinach na powrét przybywato komoérek , co interpretowano jako proliferacje
tych, ktére przezyty. Analiza probek wybarwionych metoda LIVE/DEAD z uzyciem laserowego
skaningowego mikroskopu konfokalnego pozwolifa na stwierdzenie przejsciowego spadku aktywnosci
metabolicznej i zaistnienie zmian morfologii komérek w obecnosci lizozymu i/lub AP2, przy czym
najsilniejszy spadek odnotowano w grupach lysenina+AP2, co sugeruje synergizm obu czynnikéw.
Zastosowanie mikroskopii sit atomowych (AFM) pozwolito zaobserwowaé, udokumentowag i
przeanalizowa¢ zmiany powierzchni komorek C. albicans pod wplywem lizozymu i/lub AP2. Przy
pomocy mikroskopu elektronowego transmisyjnego (TEM) stwierdzono wzrost grubosci $ciany
komorek z probek eksperymentalnych w stosunku do kontrolnych, co tlumaczono wzrostem ich

adhezji w obecnosci zastosowanych czynnikow.

Dalsze badania zmierzaty do wyjasnienia mechanizméw przeciwgrzybowej aktywnosci lizozymu G.
mellonella. Z uzyciem laserowego mikroskopu konfokalnego obserwowano oddziatywanie lizozymu
znakowanego fluoroforem FITC z komérkami oraz pozbawionymi $ciany komorkowej protoplastami
C. albicans. Udowodniono, ze w obu przypadkach FITC-lizozym przedostaje si¢ do wnetrza komérki.
Mozna wigc bylo oczekiwaé enzymatycznego dziatania lizozymu na elementy $ciany komérkowej
grzybow. W pomystowych eksperymentach nie wykazano jednak aktywnosci B-glukazanowej ani
chitynolitycznej lizozymu G. mellonella w stosunku do C. albicans, co sugeruje istnienie

mechanizmdw nieenzymatycznych.

Eksperymentalnie udowodniono podobna przezywalno$¢ komorek i protoplastow poddanych dziataniu
lizozymu, totez wlasnie protoplasty uzyto do wykrycia symptoméw apoptozy (czyli eksternalizacje
fosfatydyloseryny, utratg aktywnosci mitochondriéw i kondensacje chromatyny) pod wptywem
lizozymu. Dokonano tego z uzyciem mikroskopu konfokalnego, a w przysztosci mozna w tym celu

zastosowac¢ rowniez cytometri¢ przeplywowa.

Uwienczeniem pracy bylo przetestowanie hipotezy, ze przeciwgrzybowe dzialanie lizozymu G.
mellonella moze wynikaé z zaburzenia funkcjonowania kanatéw potasowych w komoérkach C.
albicans. Komorki i protoplasty C. albicans inkubowano wigc w obecnosci lizozymu i/lub inhibitoréw
kanatdéw potasowych — jondéw tetractyloamoniowych (TEA). Okazalo sig, ze zablokowanie tych

kanaléw uniemozliwia przeciwgrzybowe dzialanie lizozymu.



Wyniki tak pigknych eksperymentéw zostaty wnikliwie przedyskutowane w kontekscie innych
dos$wiadczen zespotu lubelskiego oraz osiagnigé naukowcow z osrodkéw zagranicznych. Czeéé
wynikow juz jest opublikowana (Sowa-Jasitek et al. 2014), pozostate zastuguja na szybkie wyslanie

do Redakcji wysokiej rangi czasopism specjalistycznych.

Rozprawa doktorska Pani Anety Sowa-Jasitek ma ukfad tradycyjny. Przedstawiony mi egzemplarz,
liczacy 178 stron, obejmuje ,,Summary” w jezyku angielskim, oraz wykaz 65 skrétow i oznaczen, po
czym nastepuje XII rozdziatow, czyli: I) obszerny ,,Wstegp” (strony 14-53); II) ,,Cel pracy” zawarty w
trzech punktach; III) precyzyjnie zaprezentowane ,Materialy i metody” (str. 56-84); IV) ,,Wyniki”
przedstawione jasno i bogato ilustrowane (str. 85-145); V) wyczerpujaca ,,Dyskusje” (str. 146-156);
VI) ,,Wnioski” zawarte w 7 punktach; VII) ,Literatur¢” obejmujaca 221 dobrze dobranych pozycji;
VIII) ,,Spis rycin” (35 rycin, w tym wielu zlozonych); IX) ,,Spis tabel” (10 tabel); X) Spis wykresow
(10 wykresow).

Dostrzezone usterki rozprawy:

1) Gléwnym defektem rozprawy jest brak streszczenia w jezyku polskim oraz niedopracowane
edytorsko streszczenie angielskie (utrudniajace czytanie rozbicie tekstu przez podanie petnych
danych bibliograficznych cytowanych prac; brak kursywy przy wielu nazwach gatunkéw).

2)  Autorka we ,,Wstgpie” zamiescila liczne ryciny zaczerpnigte ze zrédet anglojezycznych. W
rozprawie polskojezycznej, przy ich modyfikacji warto byto wprowadzié odnosniki w jezyku
polskim. Czy Autorka otrzymata zgod¢ wydawnictw na uzycie tych ilustracji?

3)  Opis Rye. 23. Wszystkie proby byly badane, zaréwno kontrolne jak i poddane dziataniu

lizozymu i/lub AP2, zatem te drugie powinny by¢ nazwane eksperymentalne. Mate wakuole

(wskazane strzatkami niebieskimi) pojawily si¢ (choé ja ich nie dostrzegam...) tylko w
probkach eksperymentalnych.

4)  Str. 131. Dlaczego jest tu odwotanie do Ryciny 8?

5) W pracy pojawily si¢ nieliczne usterki jezykowe, np. ,,mitochondium” zamiast
»mitochondrium” w opisie ryciny 29 (strony 119-121); czy na stronach 54 i 150 chodzi o
,osmolalno$é”, czy ,,osmolarno$¢?

6) Str. 144. Ja bym raczej uzyla terminu ,,zablokowanie kanaléw”, niz ich ,,wyblokowanie”

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Praca doktorska Pani Anety Sowa-Jasilek zatytulowana "Przeciwgrzybowe wlasciwosci
lizozymu i peptydu anionowego 2 Galleria mellonella” wnosi wiele nowego do zrozumienia
interakcji lizozymu G. mellonella z komérkami grzybéw C. albicans, co moze mie¢ istotny wplyw

na dalszy rozwdéj nauk biomedycznych.



Pomimo dostrzezonych usterek, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr
Anety Sowa-Jasitek spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.z 2014 r., poz, 1852
oraz z 2015 r. poz. 249 i 1767). Stwierdzam réwniez, ze przedstawiona prace mozna uznaé za

wyrdzniajaca sie.
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