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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ PANI MGR PAULINY TASZLOW
,»Modulacja humoralnej odpowiedzi immunologicznej barciaka

wiekszego (Galleria mellonella) w przebiegu zakazenia bakteriami

Bacillus thuringiensis”

Ochrong przed czynnikami patogennymi zapewnie cztowiekowi i innym kregowcom
niespecyficzna odpornos¢ wrodzona oraz wysoce swoista odporno$é¢ z udziatem limfocytow i
uwalnianych przez nie przeciwciat. Udziat limfocytow wiaze si¢ z ich proliferacja klonalna,
zapewniajaca pojawienie si¢ duzej puli komorek i przeciwcial dostosowanych do sprawnego
rozpoznania i szybkiej eliminacji danego czynnika inwazyjnego napotkanego ponownie, co
stanowi podtoze 1 gldwny mechanizm swoistej pamigci immunologicznej. Pamig¢ 1 swoistos¢
odpornosci z udziatem limfocytow i przeciwcial umozliwily wprowadzenie szczepien
profilaktycznych, bedacych glownym osiagnigciem medycyny XX wieku, umozliwiajacym
zapobieganie chorobom zakaznym i eradykacje wielu z nich, co jest jednak niezwykle trudne
— a moze nawet niemozliwe — W przypadku patogendéw szybko zmieniajacych sig (jak np.
zarodziec malarii czy wirus HIV). Zaczgto sig zatem interesowaé sposobami wzmocnienia
tzw. ‘niespecyficznej’ odpornosci wrodzonej, zapewniajacej ochrong przed rozmaitymi

czynnikami zakaznymi.

Dopiero pod koniec XX wieku, dzigki odkryciom dokonanym w trakcie badan
receptorow Toll u muszki Drosophila, wykryto receptory Toll-podobne TLR (toll-like
recetors), wszechobecne u zwierzat i roslin jako jeden z typodw receptorow rozpoznajacych
patogeny (PRR). Dzigki tym badaniom, uhonorowanym w 2011 roku nagroda Nobla, badania
odpornosci bezkrggowcodw przestaty juz by¢ dziedzina niszowa, interesujaca waska grupe
specjalistow, lecz doceniono ich rol¢ w poznawaniu mechanizméw odporno$ci wrodzonej.
Bezkregowce, stanowiace znakomita wigkszos¢ wspotczesnej fauny, pozbawione sa
limfocytow i przeciwciat, a pomimo to znakomicie radza sobie bez nich w rozmaitych

srodowiskach, czesto obfitujacych w mikroorganizmy potencjalnie patogenne. Nie mogg si¢
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tu oprze¢ przywotaniu dzdzownic zasiedlajacych glebg z miliardami bakterii. Odmienny
sposob zycia i odmienne zagrozenia czyhaja na larwy — gasienice barciaka wigkszego,
Galleria mellonella, stanowiace od lat model badawczy zespotu stworzonego przez prof.
Terese Jakubowicz i Jej Uczniéw w Zaktadzie Immunobiologii UMCS w Lublinie. Tym
razem mam przyjemnos¢ recenzowac pracg doktorska Pani mgr Pauliny Tasztow, wykonane;j

pod kierunkiem dr hab. lwony Wojdy.

W recenzowanej pracy wykazano zwigkszong przezywalnos¢ larw barciaka
zainfekowanych patogennymi bakteriami Bacillus thuringiensis, po wczesniejszym
poddaniu gasienic albo stresowi cieplnemu albo ‘szczepionce’ zawierajacej te wlasnie
bakterie. Celem precyzyjnie zaplanowanego cyklu eksperymentéow bylo badanie
mechanizméw protekcyjnego dzialania stresu abiotycznego (temperatura) lub
biotycznego (bakterie) na odpowiedz immunologiczng Galleria mellonella, ze

szczegolnym uwzglednieniem zaangazowanych w nia czynnikéw humoralnych.

Duza objgtosciowo praca (198 stron maszynopisu) przygotowana jest w sposob
tradycyjny. Po spisie tresci znajdujemy streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
rozwinigcie 99 stosowanych w niej skrotow, a nastepniec WSTEP (str. 16-66) zawierajacy
charakterystyke modelu badawczego; rozdziat ten, ilustrowany dwunastoma bardzo
instruktywnymi rysunkami, prowadzi do jasnego sformutowania gtownych celow pracy (str.
67), ktorymi bylo przesledzenie wybranych parametréw odpowiedzi humoralnej barciaka po
wprowadzeniu do hemocelu bakterii B. thuringiensis, oraz analiza wpltywy stresu

poprzedzajacego zakazenie na modyfikacj¢ tych parametrow.

Rozdziat MATERIALY | METODY (str. 68-92) przygotowany jest wzorowo.
Doktorantka musiata si¢ zapozna¢ z licznymi technikami badawczymi, zaréwno in vivo, jak in
vitro oraz z nowoczesnymi analizami molekularnymi. Opanowata immunizacje larw barciaka
w wyznaczanie krzywych przezywalnos$ci; pobieranie hemolimfy larw i analiz¢ aktywno$ci
zawartych w niej bialek oraz ekspresj¢ genow w komorkach ciata ttuszczowego; opanowata
hodowlg i wyznaczanie ilo$ci bakterii. Postugiwata si¢ kilkoma modyfikacjiami metod
elektroforetycznych, z ktérych najbardziej czula i przydatna do zatozonych celow okazata sig

bioautoradiografia.



Najwigksza cze$¢ pracy stanowi ANALIZA WYNIKOW (str. 93-138), ktora
doktorantka zaprezentowata w sposob imponujacy, czesto odwolujac si¢ tu do wynikoéw
wtlasnych juz opublikowanych (Wojda i Tasztow, 2013; Tasztow i Wojda 2015).
Precyzyjnemu opisowi rezultatow kolejnych eksperymentow towarzysza zawsze czytelne,
zazwyczaj wielocztonowe, ryciny, o numerach 20-50. WYNIKI pogrupowano w trzy
podrozdziaty. W pierwszym z nich zaprezentowano kinetyke¢ zmian wybranych parametréw
humoralnych hemolimfy larw barciaka w wybranych punktach czasowych od iniekcji
bakterii, a w podrozdziale 2 i 3 — zmiany tej kinetyki u larw poddanych przed zakazeniem
dziataniu stresu abiotycznego (szoku cieplnego) lub biotycznego (preiniekcja niskiej dawki
bakterii zywych, albo wyzszej dawki bakterii termicznie ostabionych). Kazdy z nich sktada
si¢ z podpunktdéw, zawierajacych jasno sprecyzowany cel danej serii badan wraz z
uzasadnieniem zastosowanych procedur i metod badawczych, oraz opis wynikow wraz z
komentarzem i wnioskami. Szczegolna uwagg zwracano na poziom badanego czynniki u
gasienic zainfekowanych bakteriami bez zadnych uprzednich zabiegdw z poziomem u
gasienic poddanych wcze$niej jednemu ze stresow: szokowi cieplnemu lub pre-iniekcji

bakteryjnej.

Po ANALIZIE WYNIKOW nastepuje ciekawa DY SKUSJA (str. 139-159), po nigj
WNIOSKI zawarte w czterech punktach (str. 160-161) i LITERATURA obejmujaca 359

pozycji starannie wyselekcjonowanego pi§miennictwa oraz SPIS 59 RYSUNKOW (str. 196-
198).

W doskonale napisanej DY SKUSJI osadzono wyniki wtasne na tle danych z literatury
fachowej. Narzuca si¢ tu wiele analogii z badaniami nad uktadem immuno-neuro-
endorynnym kregowcow. U gasienic G. melonella oba zastosowane czynniki wywotujace
stres ostry, zarowno krotkotrwaty szok cieplny (jako przyktad stresu abiotycznego) jak i
wczesniejsza odpowiedzZ na nie-letalng infekcjg bakteryjna (stres biotyczny) wydtuzaja czas
przezycia po letalnej dawce bakterii. W tym drugim przypadku znajdujemy analogig ze
szczepieniem profilaktycznym krggowcow, cho¢ podtoze komorkowe (hemocyty contra
limfocyty) a zapewne tez molekularne, jest odmienne. W przypadku pamigci
immunologicznej krggowcow i pigtnowania immunologicznego (immune priming)
bezkrggowcow mamy wigc do czynienia ze zjawiskami konwergencji. W obu przypadkach

organizm zwigksza szansg przezycia kolejnej infekcji przez ten sam patogen.



W zwiazku z tym ciekawa jestem odpowiedzi Doktorantki na pytanie, ktore nasungto
mi si¢ w trakcie lektury rozprawy. Czy znane sa u barciaka (lub innych owadow)
doswiadczenia nad swoistoscia pigtnowania immunologicznego? Innymi stowy, czy rolg
protekcyjna moze spetnic pre-iniekcja bakterii innego gatunku/rodzaju? By¢ moze inny
czynnik biotyczny, np. bakterie nie-patogenne, réwniez spowoduje wzmocnienie odporno$ci?

Innymi stowy: jak sprawdzi¢ specyfike reakcji pigtnowania immunologicznego?

W obecnym schemacie mam zastrzezenie do wynikéw otrzymanych w odlegltych
punktach czasowych (> 9 godzin od iniekcji bakterii), gdy ogdlna kondycja gasienic juz
zmierza do kompletnego wyczerpania. Poréwnujemy wigc czynniki w organizmach
nieuchronnie zblizajacych si¢ juz do $mierci... W omawianej pracy badano odpowiedz
gasienic na letalna dawke bakterii oraz mniej lub bardziej znaczace wydtuzenie czasu
przezycia po szoku cieplnym lub pre-iniekcji bakteryjnej. Czy istnieje mozliwos¢ takiego
zmodyfikowania modelu badawczego, aby monitorowa¢ proces ZDROWIENIA gasienic po
zachorowaniu spowodowanym dawka nizsza, od obecnie stosowanej? Z tekstu wynika, ze da
si¢ zaobserwowac zmiany behawioralne gasienic chorych. Moze da si¢ tez wyznaczy¢
przetom w chorobie i moment WYZDROWIENIA. Ciekawe (i przyjemniejsze dla
obserwatora) bytoby monitorowanie zmian odpornosci W takim wtasnie uktadzie
eksperymentalnym. By¢ moze odnalaztby si¢ wowczas czynnik KLUCZOWY dla powrotu do

zdrowia.

Podsumowujac, najwigksza zaleta kazdej pracy naukowe;j jest fakt, ze sktania ona do
stawiania dalszych pytan. W przypadku ocenianej rozprawy doktorskiej rodzi sig ich wiele.
Czg$¢ wynikow juz zostala opublikowana, w trakcie przygotowywania do druku pozostatych
danych zrodzi si¢ zapewne mnostwo ciekawych pomystow, gdyz praca wnosi wiele do
zastanego stanu wiedzy. Gtownymi osiagnigciami sa stwierdzenia, iz:

1) szok cieplny zastosowany przed infekcja B. thuringiensis wydluza przezycie
larw G. mellonella dzigki wigkszej aktywnosci czynnikéw
przeciwbakteryjnych hemolimfy oraz ich mniejszej podatnosci na degradacje
przez inhibitory metaloproteinaz bakteryjnych

2) pietnowanie odpornosci (immune priming) przez wstepny kontakt bakteriami
oslabionymi termicznie wydluza przezycie gospodarza po letalnej dawce
bakterii.



W ocenianej rozprawie, o tak duzej objetosci, znalaztam bardzo niewiele pomytek.
Np. na rysunku 1 warto byloby zamiescic¢ skalg. Na stronie 23 komarowi dodano jedno ‘n’ za
duzo w tacinskiej nazwie Anopheles. Na stronie 53 niepotrzebnie zastosowano kursywg w
nazwie Insecta (tylko nazwy rodzajow 1 gatunkoéw pisze si¢ kursywa). Dowodzi to, ze praca

zostata przygotowana niezwykle starannie.

Stwierdzam zatem, ze przedstawiona do zaopiniowania rozprawa
»Vodulacja humoralnej odpowiedzi immunologicznej barciaka wi¢kszego
(Galleria mellonella) w przebiegu zakazenia bakteriami Bacillus
thuringiensis” spetlnia warunki stawiane rozprawom doktorskim i zwracam si¢
do Rady Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie 0 dopuszczenie Pani mgr Pauliny Taszlow do

dalszych etapow przewodu doktorskiego. Stawiam tez wniosek o wyrdznienie

tej rozprawy.



