Krakow, 5 maja 2019

Prof. dr hab. Barbara Plytycz

Emerytowany profesor zwyczajny Instytutu Zoolo gii i Badan Biomedycznych
Wydziat Biologii Uniwersytetu Jagiellonskiego

barbara.plytycz@uj.edu.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr SYLWII KARINY STACZEK
»Indukcja odpowiedzi immunologicznej Galleria mellonella przez a-1,3-

glukan wyizolowany ze $ciany komérkowej grzyba Aspergillus niger”

Zespot Zaktadu Immunobiologii UMCS od lat wykorzystuje gasienice barciaka
wigkszego, Galleria mellonella zainfekowane wybranymi gatunkami bakterii lub grzybow do
badania interakcji gospodarz-patogen, przez analize reakcji odpornosciowych owada i
czynnik6w wirulencji patogenow. Pracujac w tym Zakladzie, Pani mgr Sylwia Karina Staczek
stopniowo poznawata rozmaite aspekty tych interakcji, a jej wkiad w poszczegdlne
osiagnigcia Zespotu byl na tyle duzy, ze od roku 2012 zaowocowal wspolautorstwem
dziewigciu artykulow rejestrowanych w bazie PubMed, wsrod ktorych sa zaréwno oryginalne

prace naukowo-badawcze jak i artykuty przegladowe (wykaz ponizej).
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Zadna z wymienionych publikacji nie weszta w sklad rozprawy doktorskiej ,,Indukeja
odpowiedzi immunologicznej Galleria mellonella przez a-1,3-glukan wyizolowany ze
Sciany komérkowej grzyba Aspergillus niger”, gdyz w ramach doktoratu Pani mgr S.
Staczek podjeta nowe wyzwanie. Glownym osiagnigciem doktorantki jest eleganckie
wykazanie, ze a-1,3-glukan jest nie tylko determinanty antygenows grzyba A. niger
indukujgca odpowiedz immunologiczng gasienicy, jak to zapowiada tytul, lecz jest
réwniez czynnikiem wirulencji grzybéw odpowiedzialnym za opé6znianie reakcji
komérkowych i humoralnych owadéw. Wynik ten sktania do weryfikacji wezesniejszych
pogladow, jakoby o-1,3-glukan jedynie maskowat w $cianie komoérkowej drozdzy B-1,3-
glukan, bedacy gléownym wzorcem molekularnym (PAMP) tych patogenow rozpoznawanym

przez receptory (PRR) gospodarza.

Cala rozprawg cechuje logiczny uklad i precyzja, co uwidacznia si¢ juz w starannie
rozplanowanym graficznie SPISIE TRESCI (str. 4-6). WYKAZ SKROTOW zawiera az 102
pozycje (str. 7-10). STRESZCZENIE i SUMMARY (str. 11-16) trafnie ukazujq tlo i glowne
cele badan, a nastepnie istote stosowanych metod, gléwne wyniki i wyplywajace z nich

wnioski.



Duza czg$¢ rozprawy stanowi doskonale napisany WSTEP (str. 17-66) podzielony na
trzy podrozdziaty (I.1. Wykorzystanie Galleria mellonella jako organizmu modelowego; 1.2.
Odpowiedz odpornosciowa owadéw: 1.3. Grzyby jako czynniki chorobotwércze), z

pigtnastoma instruktywnymi rycinami.

Gtownym CELEM pracy (Rozdziat II, str. 67-68) bylo przesledzenie reakcji uktadu
odpornosciowego gasienic G. mellonella na podanie a-1,3-glukanu wyizolowanego ze $ciany
komérkowej 4. niger. W toku calej pracy reakcje te odnoszono do odpowiedzi na zarodniki 4.
niger i/lub laminaryne (B-1,3/1,6 glukan). W rozdziale tym wypunktowano rowniez

szczegotowe cele pracy, z ktorych kazdy znalazt swoje rozwiniecie w ANALIZIE
WYNIKOW.

MATERIAL I METODY (Rozdziat I11, str. 69-99) to rozdziat znakomity z
dydaktycznego punktu widzenia, gdyz Autorka zwiezle przybliza stownie lub przy uzyciu
ilustracji (ryc. 16-24) istote kazdej metody, cho¢ Rycina 16 moglaby tez trafi¢ do
WYNIKOW a Ryc. 24 do WSTEPU. Bardzo trafne i czytelne sa tez trzy Tabele. Imponujace
jest spektrum nowoczesnych metod badawczych, ktérymi dysponuje zespol zardbwno w

obrebie whasnej placowki, jak i w ramach wspolpracy z innymi jednostkami.

Trzon rozprawy stanowi rozdziat IV- ANALIZA WYNIKOW (str. 100-148; Ryc. 25-
53; Tabele 4-6). W pierwszej kolejnosci (IV.1) oceniono przezywalno$¢ i zmiany morfologii
(stopien melanizacji) gasienic po podaniu a-1,3-glukanu, zarodnikéw 4. niger lub laminaryny
1 wybrano dawki odpowiednie do dalszych do$wiadczen. Wérod badanych czynnikow
humoralnych (podrozdziat IV.2) - podanie a-1,3-glukanu wyzwalato aktywnos¢
przeciwgrzybowa i przeciwbakteryjng w hemolimfie gasienic, co — na profilach bialek i
peptydéw hemolimfy — korespondowato z pojawieniem si¢ nowych prazkow peptydowych.
Peptydy te zidentyfikowano i przeanalizowano ich poziom w hemolimfie i w ciele
tluszczowym. Szczegdlnie wydatny byt wzrost ekspresji genow peptydéw
przeciwgrzybowych, galiomycyny i gallerimycyny. W hemolimfie odnotowano tez wzrost
poziomu lizozymu, po jego krétkotrwalym spadku wkrotce po immunizacji o-1,3-glukanem,

zarodnikami 4. niger i laminaryna,

Duzo uwagi po$wigcono pomiarom w hemolimfie gasienic aktywnosci oksydazy
fenolowej, enzymu kluczowego w procesie melanizacji, wspomagajacej unieszkodliwienie
cial obcych. Enzym ten jest uaktywniany nawet przez iniekcje wody lub DMSO. W tym

ostatnim przypadku jego aktywno$¢ zanika dopiero po 72 godzinach, natomiast po iniekc;ji



laminaryny aktywno$é ta jest zahamowana juz po o$miu godzinach, a podanie zarodnikéw A4.
niger hamuje jq zarGwno po o$miu godzinach jak i wkrétce po iniekji, tj. po 15130
minutach. Najbardziej jaskrawa roznica dotyczy jednak gasienic immunizowanych o-1/3-
glukanem, gdyz wczesne zahamowanie aktywnosci enzymu trwato prawie dwie godziny
(szkoda, ze pomystowych Rycin 41 i 42 nie udato si¢ zmiescic na jednej stronie). Ten watek

szeroko rozbudowano w dyskusji.

W przeciwienstwie do czynnikéw wezesniej wyliczonych, w hemolimfie
immunizowanych gasienic nie ulegat zmianie poziom apolipoforyny III, natomiast wykryto
zmiany jej immunolokalizacji w hemocytach po iniekeji a-1,3-glukanu w stosunku do

obrazéw hemocytéw gasienic zainfekowanych zarodnikami grzyba.

W ramach badania odpowiedzi komérkowej (podrozdziat IV.3) — przeanalizowano
fluktuacje liczby i sktadu hemocytow hemolimfy oraz formowanie nodul w hemocelu,
pojawiajacych sie u gasienic immunizowanych DMSO, a szczegolnie licznych po iniekcji o-
1/3-glukanu. W tym ostatnim przypadku, po 24 godzinach nodule podlegaty wyraznej
melanizacji. Warto w trakcie obrony przedyskutowacé t¢ pozorng sprzeczno$é z

wynikami dotyczgcymi aktywnosci oksydazy fenolowej.

Osobny podrozdzial (IV.4) poswigcono identyfikacji bialek oddziatujacych z a-1,3-
glukanem 4. niger, ktére okazaly sie by¢ podobne do zestawu biatek wigzacych B-1,3-glukan

u G. mellonella i u innych motyli.

DYSKUSJA (Rozdziat V, str. 148-168) zawiera wnikliwg analiz¢ wszystkich
otrzymanych wynikéw, ktore wskazujg na to, ze a-1,3-glukan $ciany komérkowej 4. niger
pelni podwdjna role. Po wniknieciu do komérki gospodarza prowadzi do aktywacji reakcji
odpornosciowych, zatem moze by¢ zaliczany, obok B-1,3-glukanu, do czasteczek PAMP
(pathogen associated molecular patterns) tego grzyba, stanowiacych determinanty
antygenowe wigzane przez wyspecjalizowane biatka PRR gospodarza (pattern recognition
receptors). Z drugiej strony — odgrywa on rolg czynnika wirulencji, hamujac pewne
mechanizmy odpowiedzi immunologicznej gospodarza, migdzy innymi uklad oksydazy

fenolowej. i umozliwiajac rozprzestrzenianie si¢ patogenu.

Od lat uwaza sig, ze B-1,3-glukan moze stuzy¢ do nieswoistego wspomagania
odpornosci przeciwgrzybowej i w weterynarii stosuje si¢ go jako swoista ‘szczepionke®
dodawang do paszy ssakow i ryb. Ciekawe, czy i jaka role pelnilby w takim ukladzie o-
1,3-glukan?



Po DYSKUSII nastgpuje rozdzial VI, PODSUMOWANE I WNIOSKI.
PODSUMOWANIE obejmuje siedem punktéw (str. 169), a WNIOSKI — trzy punkty (str.
170), a rozdzial VII, LITERATURA zawiera az 435 pozycji. Pracg wiericzy SPIS 54 RYCIN
(str. 209-211) i 6 TABEL (str. 212).

ROZPRAWA DOKTORSKA Pani Sylwii Kariny Staczek jest przygotowana niezwykle
starannie i czyta si¢ ja z prawdziwa przyj emnoscia. Z obowiazku recenzenta staratam sie
wylapywac usterki i znalaztam ich bardzo niewiele. Na str. 61 . wiersz 7 od dotu, powinno by¢
‘syntaz’ (zamiast ‘syntez’). Na str. 110, linijka 7 od dotu: powinno byé ‘liczba’ (zamiast

‘ilos¢’).

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do zaopiniowania rozprawa
doktorska ,,Indukcja odpowiedzi immunologicznej Galleria mellonella przez a-1,3-
glukan wyizolowany ze $ciany komoérkowej grzyba Aspergillus niger” spelnia warunki
stawiane rozprawom doktorskim okres$lone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym z dn. 14 marca 2003 r. (Dz. U. z 2003 r., nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi
zmianami) oraz Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 26 wrze$nia
2016 1. (poz. 1586) i zwracam sie do Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr SYLWII KARINY
STACZEK do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Stawiam tez wniosek o

wyréznienie tej rozprawy.



