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PRACY DOKTORSKIEJ

mgr Lidii Vertyporokh

pt.: ,,Interakcje gospodarz-patogen w przebiegu zakazenia barciaka wi¢kszego (Galleria

mellonella) grzybami Beauveria bassiana i Candida albicans”

Glownym czynnikiem sprawezym ewolucyjnego sukcesu owadow jest wysoka
sprawnos¢ systemu bronigcego je przed licznymi prokariotycznymi i eukariotycznymi
patogenami. W skiad ukladu chronigcego owady przed entomopatogenami wchodzg bariery
morfologiczne (kutikula, bariera jelitowa i tchawkowa) oraz elementy obrony realizowanej
przez wyspecjalizowane komorki hemolimfy (hemocyty) a takze konstytutywnej oraz

indukowanej odpowiedzi humoralne;.

Recenzowana praca posiada uktad typowy dla rozpraw doktorskich, liczy ogotem 200
stron zawierajacych 7 rozdzialow 1 obszerny spis literatury zawarty na 31 stronach. W tekscie
zamieszczono 48 rycin ilustrujacych w zdecydowanej wigkszosci (30 rycin) wyniki prac
eksperymentalnych prowadzonych przez Doktorantke.

Czes¢ doswiadezalna pracy poprzedzona jest teoretycznym Wstepem, w ktorym
Doktorantka bardzo szczegdtowo i wnikliwie przedstawita obecny stan wiedzy na temat
mechanizmow odpornosciowych owadow oraz modulacji odpowiedzi immunologiczne;j
owadow przez abiotyczne i biotyczne czynniki zewnetrzne. Na szczegdlne podkreslenie
zastuguje doglebne przeanalizowanie, w oparciu o aktualne dane pismiennictwa naukowego,
przebiegu procesu infekcji owadow przez patogenne grzyby z uwzglednieniem
skomplikowanych wzajemnych interakcji powstatych w wyniku koewolucji. We Wstepie
doktorantka przedstawila rowniez charakterystyke organizméw uzytych w badaniach: mola

woskowego Galleria mellonella oraz dwoch gatunkdw grzybow: Beauveria bassiana i
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Candida albicans. G. mellonella to kosmopolityczny szkodnik pasiek, ktory z powodu braku
diapauzy w swym cyklu zyciowym, jest dogodnym obiektem badawczym powszechnie
wykorzystywanym w badaniach immunologicznych oraz farmakologicznych. Owady
sprawdzaja sig, jako modele w badaniach interakcji pomiedzy patogennymi
mikroorganizmami a konstytuwnymi mechanizmami odpornosci gospodarza, poniewaz w
toku ewolucji u owadow wyksztalcone zostaly wylacznie mechanizmy wrodzonej, nieswoiste)
odpowiedzi immunologicznej. Badania prowadzone na owadach sa znacznie tansze i
tatwiejsze do wykonania z powodu braku zlozonych oddziatywan pomiedzy wrodzonym a
nabytym systemem odpornosci. Istotng role przy wyborze owadziego modelu badawczego
odgrywaja tez wzgledy etyczne. B. bassiana to kosmopolityczny entomopatogenny grzyb od
lat z powodzeniem wykorzystywany do ograniczania liczebnosci populacji niektorych
owadow szkodliwych natomiast C. albicans jest oportunistycznym patogenem czlowieka.
Taki wybor grzybow patogennych wynikal z oczekiwanych odmiennych reakcji organizmu
gospodarza na infekcje tymi patogenami.

Zamieszczone we Wstepie dane zostaly zaprezentowane w sposob kompetentny,
wskazujacy na dobre przygotowanie Doktorantki do realizacji wlasnych zamierzen
badawczych. Zagadnienia poruszone we Wstepie Scisle wigzg si¢ z doswiadczalng czescia
pracy. Cele pracy zostaly sformutowane prawidiowo i w przejrzysty sposob. Podjecie przez
Doktorantke badan plastycznosci odpowiedzi immunologicznej larw mola woskowego G.

mellonella jest w pelni uzasadnione.

Do realizacji zaplanowanych badan Doktorantka wykorzystata zréznicowang metodyke,
poczynajac od badania przezywalnosci owadow infekowanych grzybami poprzez badania
histologiczne, badanie aktywnosci antymikrobowej hemolimfy owadow az do wyznaczania
poziomu ekspresji w ciele tluszczowym i hemocytach genow kodujacych biatka i peptydy
odpornosciowe. Doktorantka analizowala takze zmiany w profilach bialkowych hemolimfy G.
mellonella spowodowanych infekcjg oraz pigtnowaniem immunologicznym.

W toku prac eksperymentalnych Doktorantka wykazala, ze przebieg infekcji wywolane;j
przez B. bassiana jest odmienny od przebiegu infekcji powodowanej przez C. albicans.
Roznice polegajg na:

— kolonizowaniu przez B. bassiana i C. albicans roznych tkanek zainfekowanych

larw: B. bassiana zasiedla gldwnie cialo tluszczowe, migsnie oraz uklad
tchawkowy, podczas gdy C. albicans tworzy skupiska glownie w tkance migéniowej

i tchawkach, ale nie niszczy ciata tluszczowego;



roznym poziomie ekspresji w ciele thuszczowym zainfekowanych owadéw genow
kodujacych gallerimycyne, galliomycyne, owadzi inhibitor metaloproteinaz a takze
hemoling: poziom ekspresji tych genow byl proporcjonalny do ilosci podanych
konidiow tylko w przypadku infekcji C. albicans;

stymulowaniu przez krotkotrwaly szok cieplny odpornosci larw na infekcje B.
bassiana i braku takiej stymulacji w przypadku infekcji C. albicans;

pietnowanie” immunologiczne larw G. mellonella byto mozliwe wylacznie w
przypadku zastosowania C. albicans, poniewaz w przypadku infekcji B. bassiana

kazda zastosowana dawka byta letalna dla testowanych owaddw;

Doktorantka udokumentowata takze zdolnos¢ larw G. mellonella do modyfikacji reakcji

odpornosciowych w odpowiedzi na czynniki abiotyczne (stres termiczny) i biotyczne

(pigtnowanie immunologiczne) . Po powtérnym kontakcie z C. albicans (pigtnowanie

homologiczne) znaczaco wzrastata odpornos¢ owadow, o czym $wiadczy odsetek

przezywalnosci, melanizacja komorek grzyba w tkankach owada, aktywno$¢

przeciwgrzybowa i antybakteryjna hemolimfy oraz wzmozona ekspresja w ciele thuszczowym

wigkszosci sposrod 11 badanych gendéw kodujacych peptydy antymikrobowe. Reakcja

odpornosciowa larw G. mellonella pigtnowanych roznymi patogenami (pigtnowanie

heterologiczne) cechowata znaczna specyticznos¢ wobec C. albicans. Przeprowadzone

badania wykazaly rowniez. ze wzrostowi odpornosci pigtnowanych larw towarzysza zmiany

jakosciowe i ilosciowe profilu bialek obecnych w hemolimfie.

Oceniajac przedstawiong mi do recenzji prace stwierdzam, iz:

praca zostala napisana w sposob jasny i zrozumialy,

szata graficzna rozprawy jest staranna,

obszerny wstep (62 strony) stanowi dobre teoretyczne wprowadzenie do zagadnien
bedacych przedmiotem badan Autorki,

zadania jakie sobie postawila Doktorantka sg jasno sformutowane,

metody uzyte w badaniach (opisane na 18 stronach) zostaty dobrane w sposob
wlasciwy,
wyniki badan bogato udokumentowane rycinami i zdjeciami, zostaty
przedstawione na 43 stronach w sposéb nie budzacy zastrzezen,

w dyskusji (23 strony) Autorka umiejetnie i w sposob rzeczowy konfrontuje

uzyskane wyniki z danymi dostepnymi w literaturze fachowej,



e bogate pismiennictwo jest wlasciwie dobrane i obejmuje aktualng wiedze

dotyczacg poruszanych zagadnien.
W trakcie analizy rozprawy zauwazylam, ze pewne jej fragmenty wymagajg korekt.
Wsrod zauwazonych uchybien sg drobne bledy 1 nieporadnosci stylistyczne. Jest tez kilka

fragmentow budzacych zastrzezenia merytoryczne.

Zastrzezenia merytoryczne:

1. Na stronie 17 Autorka pisze: ,,Wewnatrz oprz¢du ggsienica przestaje poruszaé sie i
odzywia¢”. Larwy mola woskowego przestaja odzywiaé si¢ zanim wytworza oprzed, w
Ktérym sig¢ przepoczwarczg. Zaprzestanie zerowania ma miejsce 5-6 dnia ostatniego
stadium larwalnego tuz przed wejsciem larw w stadium ,,wandering”.

2. W opisie hemocytow G. mellonella na stronie 22 czytamy: ,, Plazmatocyty zwykle maja
ksztalt wrzeciona ...”. Wrzecionowate plazmatocyty opisywane sg u Diptera ale z
pewnoscig nie ma ich u mola woskowego. Plazmatocyty G. mellonella w $wiezych
rozmazach z hemolimty sg okragle z duzym jadrem centralnie potozonym, natomiast w
hodowlach in vitro wyrdézni¢ mozna 3 typy morfologiczne plazmatocytéw:
rozplaszczone, podobne do slonca oraz owalne. Wigcej informacji na temat hemocytow
G. mellonella jest dostgpne w Physiological Entomology (2018), DOI:
10.1111/phen.12246.

3. W rozdziale Materialy 1 metody catkowicie pominigto opis sposobu przeprowadzenia
rozdzialow chromatograficznych bialek 1 polipeptydow wyekstrahowanych za pomoca
rozpuszczalnikow organicznych, cho¢ sama procedura ekstrakcji jak rowniez sposéb
przygotowania ekstraktow do chromatografii HPLC, zostaly opisane szczegolowo.
Informacja, ze rozdzialy chromatograficzne zostaly przeprowadzone w innym osrodku
(Wydzial Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ) i przez inng osobg (dr hab. Pawel
Mak) a procedura byta taka sama jak ta opisana w publikacji prof. Cytrynskiej 1
wspotpracownikow z 2007 nie jest wystarczajaca, tym bardziej, ze w ocenianej pracy
doktorskiej przedstawione sa uzyskane chromatogramy (Ryc. 44). Co wigcej, Autorka
poréwnuje wyniki rozdzialow chromatograticznych z wynikami opublikowanymi w roku
2007 (Tabela 10) i wyciaga na podstawie tych porownan daleko idgce wnioski. Nie
mozna porownywac ze soba chromatogramow nie wiedzgc, jakiej kolumny, jakiego
zestawu HPLC, jakiej fazy 1 jakiego przeptywu uzyto w obu wypadkach.
Prawdopodobienstwo, ze rozdzial przeprowadzono na tej samej kolumnie, co 10 lat
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wezesnie] jest znikome, poniewaz zywotnos¢ kolumn jest ograniczona. Kazda kolumna,
nawet z tej samej serii, ma nieco inne parametry i daje nieco inne wyniki. RoOwniez
uzycie tej samej kolumny ponownie po pewnym czasie nie zapewnia petnej
powtarzalnosci wynikow. Opieranie si¢ w analizie porownawczej chromatogramow
wylacznie na czasie retencji, przy braku powyzszych danych technicznych, jest bledem.
Identyfikacja (nawet wstepna) polipeptydow czy jakichkolwiek innych zwiazkow,
wylacznie na podstawie czasu retencji i bez zastosowania odpowiednich wzorcow, nie
jest mozliwa, poniewaz czas retencji jest parametrem wysoce niestabilnym.

Na stronie 138 Autorka analizujac rozdziat elektroforetyczny polipeptydow
wyekstrahowanych z hemolimfy za pomocg rozpuszczalnikow organicznych (Ryc. 45)
sugeruje, ze niskoczasteczkowe peptydy obecne w hemolimfie zainfekowanych larw
prawdopodobnie sg peptydami odpornosciowymi indukowanymi zakazeniem. Ta
sugestia moze by¢ zgodna z prawda. Jednakze na obecnym etapie badan nie mozna
wykluczy¢ innych zrodel polipeptydoéw pojawiajacych si¢ w hemolimfie zainfekowanych
owadow i nieobecnych w hemolimfie larw zdrowych. Polipeptydy te moga pochodzi¢ z
tkanek i komorek owada niszczonych przez grzyb lub moga by¢ uwalniane przez grzyb.
Na stronach 80 1 86 znajduje si¢ informacja o szkietkach podstawowych uzywanych w
badaniach histologicznych. SuperFrost to nazwa techniki wytwarzania szkielek

podstawowych a nie nazwa firmy produkujacej takie szkietka.

Nieporadnosci jezvkowe:

1.

i

6.

Na stronie 19 jest ,.Uktadu odpornosciowemu...” a powinno by¢ ,,Uktadowi
odpornosciowemu ...".

Strona 52: ., ... podaje si¢ nie$miertelng dawke patogenu ...”.

Strona 55: ,,Wyjasnienie pytania dwufazowosci utrudnione jest krotkim czasem zycia
owadow”™.

Na stronie 75 jest: ., ... liczy dziesi¢¢ czlonkow ...”" a powinno by¢: ., ... liczy dziesigciu
cztonkow ...".

Na stronie 77 catkowicie niejasne jest zdanie: ,,Oprocz tego, grzyb (...) posiada szereg
enzymoOw chronigeych przed wybuchem tlenowym®™.

Na stronie 161 jest: ,, ... obserwuje si¢ ono po infekeji ..." a powinno by¢: ,, ...

obserwuje si¢ je po infekcji ...”.



Biorac pod uwagg to, ze jezyk polski nie jest jezykiem ojczystym Doktorantki, nalezy
podkreslic, ze bledow jezykowych w pracy jest znikoma ilo$¢ 1 nie maja one zadnego wptywu

na wartos¢ merytoryczng pracy.

Inne niedociagniecia:

1. Brak skali na zdjeciach wechodzacych w sktad Rye. 1. W czgsci B zdj¢cie poczwarki

znajdujacej si¢ w oprzedzie jest mniejsze od zdjecia poczwarki wyjetej z oprzedu (C).

Powyzsze uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej dysertacji, ktorg oceniam bardzo
wysoko. Autorka w przedstawionej rozprawie doktorskiej wykazata umiejetnosé
samodzielnego rozwigzywania postawionych zadan naukowych, dobre opanowanie metod
badawczych oraz znajomos$¢ pismiennictwa. Uzyskane przez Doktorantke wyniki stanowig
Jej oryginalne osiggnigcia i znaczaco poszerzajg wiedz¢ na temat udzialu czynnikow

biotycznych i abiotycznych w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej owadow.

Stwierdzam, ze przekazana mi do recenzji dysertacja doktorska mgr Lidii Vertyporokh
pt.: .. Interakcje gospodarz-patogen w przebiegu zakazenia barciaka wigkszego (Galleria
mellonella) grzybami Beauveria bassiana i Candida albicans™ w petni 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.

Jednoczesnie wnosze¢ o nagrodzenie rozprawy doktorskiej mgr Lidii Vertyporokh pt.:
..Interakcje gospodarz-patogen w przebiegu zakazenia barciaka wigkszego (Galleria

mellonella) grzybami Beauveria bassiana i Candida albicans™

Warszawa, 5.11.2018 Prof. dr hab. Mi¢czystawa Irena Bogus



