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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr LIDII VERTYPOROKH
»Interakeje gospodarz-patogen w przebiegu zakazenia barciaka wigkszego

(Galleria mellonella) grzybami Beauveria bassiana i Candida albicans”

Kolejny raz mam przyjemno$¢ opiniowac dorobek szkoty stworzonej w Zakladzie
Immunobiologii UMCS przez Panig Profesor Teres¢ Jakubowicz i Jej Uczniow. Od lat ich
gtownym modelem badawczym sg larwy barciaka wigkszego, Galleria mellonella, narazone
na zakazenie patogenami, w kontrolowanych warunkach zewngtrznych. Pani dr Paulina
Taszlow, poprzednia doktorantka Pani Profesor Iwony Wojdy, zajmowata si¢ modulacja
humoralnej odpowiedzi immunologicznej barciaka w przebiegu zakazenia bakteriami Bacillus
thuringiensis, po wczesniejszym poddaniu ggsienic albo stresowi cieplnemu albo
pigtnowanych immunologicznie przez te bakterie ostabione termicznie. Wykazala, ze
zaréwno szok cieplny oraz immune priming zwigkszalty przezywalnos¢ larw zainfekowanych
letalng dawka bakterii i podj¢la proby wyjasnienia mechanizméw tych zjawisk, ze
szczegOlnym uwzglednieniem udziatu czynnikéw humoralnych hemolimfy. W tamtym
projekcie, dotyczacym interakcji G. mellonella z bakteriami, uczestniczyla rowniez kolejna
doktorantka prof. I. Wojdy, pani mgr Lidiia Vertyporokh, jednak gléwnym celem rozprawy
doktorskiej Pani mgr Lidii Vertyporokh bylo badanie interakeji larw G. mellonella z
dwoma gatunkami grzybéw: naturalnym patogenem barciaka - Beauveria bassiana, oraz
oportunistycznym patogenem czlowieka - Candida albicans. W tych badaniach nie
ograniczyla si¢ do opisu réznic w interakcjach gospodarza z tak odmiennymi patogenami,

lecz badala tez wplyw szoku cieplnego oraz pigtnowania immunologicznego na odporno$é

przeciwgrzybicza.

Duza objetosciowo praca doktorska Pani mgr Lidiia Vertyporokh (200 stron
maszynopisu) przygotowana jest w sposob tradycyijny. Po spisie tresci znajdujemy

rozwinigcie 47 stosowanych w niej skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, a



nastgpnie obszerny WSTEP (str. 15-77) zawierajacy charakterystyke reakcji
odpornosciowych G. mellonella oraz oméwienie biologii wybranych gatunkow grzybow.

Rozdziat ten, ilustrowany dwunastoma bardzo instruktywnymi rysunkami i 7 tabelami,
prowadzi do jasnego sformutowania CELOW PRACY (str. 78), ktorymi bylo przesledzenie
kolonizacji ciala gasienic i kinetyki odpowiedzi humoralnej gospodarza na uzyte patogeny;
badanie modulujacego wplywu szoku cieplnego na reakcje larw zakazonych B. bassiana;
analiza przezywalnosci larw po pierwszym i powtérnym zakazeniu tym samym lub innym
patogenem oraz proba wyjasnienia zjawiska pigtnowania immunologicznego przy zakazeniu
grzybiczym.

Rozdzial MATERIALY I METODY STOSOWANE W BADANIACH (str. 79-97)
przygotowany jest wzorowo. Doktorantka opanowata hodowle barciaka oraz uzywanych w
doswiadczeniach mikroorganizméw (grzybow i bakterii), zakazanie larw w sposob naturalny
przez ,turlanie” larw w sporach grzyba (co utrudnia precyzyjne badania ilosciowe), oraz w
sposob niefizjologiczny, przez iniekcje znanej liczby zywych lub inaktywowanych termicznie
blastospor. Analizowano przezywalno$¢ larw oraz wyznaczano ich ,indeks zdrowia”;
przygotowywano i analizowano preparaty histologiczne; pobierano i analizowano wybrane
sktadniki hemolimfy po katem ich aktywnosci przeciwgrzybowej; izolowano ciato thiszczowe
i hemocyty larw; analizowano ekspresje wybranych genéw zwigzanych z odpornoscia.
Ekstrakty biatkowe hemolimfy analizowano metoda Western Blot, elektroforeza trycynows i
dwukierunkowa, technika bioautografii i HPLC.

ANALIZA WYNIKOW (str. 98-141) podzielona jest na podrozdzialy dotyczace
interakeji G. mellonella z patogenem naturalnym (B. bassiana) lub oportunistyczym (C.
albicans). Z udziatem precyzyjnie zaprojektowanych grup kontrolnych przeanalizowano
wplyw stresu abiotycznego (szoku cieplnego) i biotycznego (poprzedzenie dawki letalne;
patogenu przez taki sam lub inny patogen ostabiony) na przezywalnosé larw i modyfikacje ich
reakcji odpornosciowych. Wszystkie wyniki zostaly potwierdzone fachowo dobranymi
testami statystycznymi i zilustrowane na czytelnie pogrupowanych wykresach (Ryciny 17-
47). Rycina 48, podsumowujaca najistotniejsze wyniki, trafita na koniec bardzo wnikliwej
DYSKUSIJI (str. 142-163), w kt6rej osadzono wyniki wiasne na tle literatury fachowe;j.

WNIOSKI z pracy zawarto w szesciu punktach (str. 164-167), po ktérych znajduje sig
LITERATURA obejmujaca 333 pozycji starannie wyselekcjonowanego piSmiennictwa oraz
SPIS48 RYCIN i 10 TABEL.



Praca doktorska Pani Lidii Vertyporokh wnosi bardzo wiele do wiedzy na temat
interakcji larw barciaka z potencjalnymi patogenami. Okazato si¢, ze G. mallonella nie
rozwingla skutecznych mechanizméw obronnych przeciwko jej naturalnemu patogenowi, B.
bassiana, ktory nawet w niewielkich dawkach prowadzi do $mierci na skutek kolonizowania
wielu tkanek, w tym ciala thuszczowego, bedacego zrédltem wielu czynnikoéw
odpornosciowych. Wydtuzenia zycia zakazonych larw nie uzyskano przez uprzednie
»pigtnowanie™ homologiczne niskg dawka B. bassiana lub komorek zabitych termicznie, ani
heterologiczne — bakteriami Bacillus thuringiensis czy nie-letalng dawka grzyba C. albicans,
a poddanie zakazonych larw szokowi termicznemu mialo efekt krotkotrwaty. By¢ moze stres
termiczny zastosowany PRZED infekcja sprzyjatby odpornosci i wydtuzeniu zycia owada?

Odmiennie, bo w sposdb dawko-zalezny, przebiegala interakcja z patogenem
oportunistycznym — C. albicans, ktory atakowat wybiorczo migsnie larw, a larwy
»pigtnowane” homologicznie niska dawka C. albicans przezywaty dluzej po dawce wysokiej.
Niska dawka C. albicans nie wydtuzata czasu przezycia larw po iniekcji obcogatunkowych
patogenow, grzybow lub bakterii, czyli nie wystapito zjawisko pigtnowania heterologicznego.
Wyniki analiz molekularnych zasugerowaly, ze niska dawka homologicznego antygenu
prowadzi do wigkszej specyfiki odpowiedzi na dawke kolejna, co czyni odpowiedz
immunologicznag bardziej energooszczedna. Ta ciekawa hipoteza otwiera pole do dalszych
badan, uwzgledniajacych zrdéznicowanie receptoréw dla antygenu.

Dlaczego larwy barciaka tak tatwo poddaja sig¢ infekcji naturalnym patogenem, B.
bassiana, a radza sobie z zarazkiem oportunistycznym? A moze koewolucja G. mellonella i
B. bassiana wcale nie jest ewolucyjnie dluga? Moze B. bassiana jest patogenem nowym,
ktéry dosé niedawno zaatakowat kolejnego zywiciela, jak to miato miejsce na przyklad z
malpim wirusem SIV, ktory — jako HIV — zaatakowal organizmy ludzkie i przejsciowo byt
bardzo zjadliwy? A moze B. bassiana byl juz w stanie rdwnowagi z organizmem G.
mellonella, lecz — z jakichs wzgledow (skazenie srodowiska?) — na nowo zyskat zjadliwos$¢?

Oto kolejne zagadki do rozwigzania na modelu badawczym opanowanym w zespole UMCS!

Rozprawa doktorska Pani mgr Lidii Vertyporokh zostata przygotowana bardzo
starannie. Zwroce jednak uwage, ze obserwacje kilku wielosktadnikowych rycin utrudnia
umieszczenie ich opisoOw na stronie nastepnej (str. 105/106 1 108/109). Z obowigzku
recenzenta wypunktuje tez inne dostrzezone usterki.

Str. 2: Brak tytulu czasopisma (Journal of Vertebrate Pathology), w ktérym
opublikowano prace Taszlow et al. (2017).



Str. 22: Zamienitlabym termin ,,patogeniczno$¢” na ,,patogennosc”.

Str. 158/159: Poprosze Doktorantke o szersze wyjasnienie przytoczonej tu hipotezy
dotyczacej zmiany profilu reakcji odpornosciowej barciaka poddanego homologicznemu
pietnowaniu C. albicans, ktore — zdaniem Autorki - wigze si¢ (w jaki sposob?) ze
zwigkszeniem progu tolerancji infekcji.

Str. 163: Niezreczny jest podpis pod Rycing 48. Jak rozumiec¢ ... strategie patogenow

... skierowane przeciwko sobie™?

Wg bazy PubMed, mgr Lidiia Vertyporokh jest juz wspélautorka trzech oryginalnych
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10.1016/j.jip.2017.08.008. Epub 2017 Aug 10. PubMed PMID: 28803980.
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2015 Jul 3. PubMed PMID: 26149823.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do zaopiniowania rozprawa ,,Interakcje
gospodarz-patogen w przebiegu zakazenia barciaka wigkszego (Galleria mellonella)
grzybami Beauveria bassiana i Candida albicans” spelnia warunki stawiane rozprawom
doktorskim i zwracam sie do Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Lidii Vertyporokh do dalszych

etapow przewodu doktorskiego. Stawiam tez wniosek o wyrdéznienie tej rozprawy.
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