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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr ANNY SIEMINSKIEJ-KUCZER
wHumoralna odpowiedz odpornosciowa gasienic Galleria mellonella po

zakazeniu bakteria Pseudomonas aeruginosa”

Od lat gtownym modelem badawczym Zaktadu Immunobiologii UMCS sg larwy
barciaka wigkszego, Galleria mellonella, eksperymentalnie zakazane patogenami w
kontrolowanych warunkach zewnetrznych. Tym razem patogenem jest Gram-ujemna
pateczka ropy bigkitnej Pseudomonas aeruginosa. Jest to patogen oportunistyczny
wspolodpowiedzialny za zakazenia szpitalne, czesto izolowany z trudno gojacych sie ran,
bedacy czynnikiem etiologicznym stopy cukrzycowej, czy zakazen rogéwki. Smiertelnosé
0s0b zakazonych tg bakterig wiaze si¢ z jej opornoscig na wiele antybiotykéw, zatem
nowoczesne strategie zmierzaja do opracowania alternatywnych terapeutykdw, wéréd nich
zastosowania owadzich peptydow odpornosciowych. Badania zespotu z Zaktadu
Immunobiologii UMCS maja zatem nie tylko charakter czysto poznawczy, lecz mogg staé sie

zaczynem badan wdrozeniowych.

Pani mgr Anna Sieminska (potem Siemifiska-Kuczer) jest juz wspétautorkq czterech
publikacji Zespotu, wymienionych ponizej w porzadku chronologicznym, z ktérych watki

pojawily si¢ w przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej.
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Publikacje te nie s integralna czg¢scig doktoratu, zatem rozprawa doktorska Pani mgr
Anny Sieminskiej-Kuczer, obejmujaca 172 strony maszynopisu, przygotowana jest w sposob
tradycyjny. Po spisie tresci znajdujemy rozwiniecie 46 stosowanych w niej skrotow,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, a nastepnie obszerny WSTEP (str. 15-47)
zawierajacy charakterystyke Pseudomonas aeruginosa jako patogenu oportunistycznego, ze
szezeg6lnym uwzglednieniem czynnikéw wirulencji, w tym enzymow proteolitycznych. Duza
czg$¢ WSTEPU stanowi opis Galleria mellonella jako modelu badawczego w badaniach
patogennosci drobnoustrojéw, z uwzglednieniem odpowiedzi komérkowej i humoralnej, z
naciskiem na peptydy i biatka przeciwdrobnoustrojowe w szczegolnosci te, ktore beda

analizowane w trakcie pracy eksperymentalnej.

Rozdzial ten prowadzi do jasnego sformutowania CELOW PRACY (str. 48-49),
ktorymi byla identyfikacja i analiza poziomu peptydow przeciwdrobnoustrojowych
pojawiajacych si¢ w hemolimfie gasienic G. mellonella zakazonych szczepem
entomopatogennym lub izolatem klinicznym P. aeruginosa albo poddanych iniekcji proteazy

alkalicznej, bedacej czynnikiem wirulencji tego patogenu.

Rozdziat MATERIALY I METODY STOSOWANE W BADANIACH (str. 50-71)
obejmuje cztery podrozdziaty. Trzy pierwsze to wykaz i pochodzenie odczynnikdw, buforéw
i drobnoustrojéw stosowanych w pracy. Czwarty podrozdziat obejmuje 28 podpunktow
dotyczacych hodowli owadéw i bakterii, sposobéw immunizacii gasienic oraz analizy
pobranych z nich probek hemolimfy pod wzgledem aktywnosci przeciwbakteryjnej i
przeciwgrzybowej, w tym aktywnosci typu lizozymu i oksydazy fenolowej; aktywnosci
enzymatycznej mierzonej technika zymografii i bioautografii in situ; analizy jako$ciowe;j i
ilosciowej peptydéw i bialek hemolimfy.

ANALIZA WYNIKOW (str. 72-121) podzielona jest na podrozdzial dotyczacy
humoralnej odpowiedzi gasienic G. mellonella na zakazenie szczepem entomopatogennym

lub klinicznym P. aeruginosa, oraz podrozdziat o roli proteazy alkalicznej P. aeruginosa w

indukowaniu i przetamywaniu odpowiedzi humoralnej gasienic.

Wyniki otrzymane metoda dyfuzji radialnej, zaprezentowane na bardzo czytelnych

wykresach ukazuja, ze zarbwno hemolimfa jak i — w mniejszym stopniu - ekstrakt hemolimfy



gasienic zakazonych szczepem entomopatogennym lub klinicznym indukuje bardzo silng
aktywnos¢ przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, a nizsza, lecz wcigz istotna, przeciwko
bakteriom Gram-dodatnim, w obu przypadkach istotng juz po o$miu godzinach od zakazenia,
podczas gdy aktywnos¢ typu lizozymu jest istotna dopiero po 15 godzinach. Rowniez
aktywnos¢ przeciwgrzybowa hemolimfy jest istotna po 151 18 godzinach, natomiast w
przypadku ekstraktu pojawia si¢ ona dopiero po 18 godzinach od zakazenia. Te wyniki
sugeruja pewien stopien specyfiki reakcji, badanej wzglgdem hemolimfy gasienic
nieimmunizowanych lub nakhutych igla. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna potwierdzono metoda

bioautoradiografii in situ.

W profilach biatkowo-peptydowych hemolimfy zakazonych gasienic zidentyfikowano
kilka bialek i peptydow i wykazano albo zréznicowang kinetyke ich aktywno$é, lub stabilnogé
ich poziomu w stosunku do hemolimfy gasienic nieimmunizowanych lub nakhutych igla, co

zilustrowano na bardzo czytelnych wykresach.

W trakcie realizacji drugiego celu badawczego doktorantka skoncentrowata si¢ na
enzymie zewnatrzkomérkowym P. aeruginosa, alkalicznej proteazie, ktérej wysokie dawki
powoduja $Smiertelnos¢ gasienic, natomiast po dawce 0,8 mikrograma przezywa prawie 100%
gasienic w ciagu 72-godzinnego eksperymentu. Wykazano, ze enzym ten wykazuje
unikatowa zdolnos¢ do renaturacji, ktéra wykorzystano w pomystowym eksperymencie.
Gasienicom podawano albo oczyszczong alkaliczng proteaze, albo zabite termicznie bakterie
P. aeruginosa i monitorowano poziom aktywnosci fenoloksydazy w hemolimfie. W obu
przypadkach okazalo sig, Zze aktywnos$¢ mierzona spektrofotometrycznie byta po o$miu
godzinach statystycznie wyzsza, niz w grupach kontrolnych i pozostawata na wysokim
poziomie w hemolimfie gasienic potraktowanych martwymi bakteriami, natomiast powracala
do poziomu kontrolnego w hemolimfie gasienic zawierajacej renaturowany enzym, czyli
aktywna proteaze alkaliczna P. aeruginosa. Sugeruje to, ze proteaza alkaliczna hamuje
aktywnos¢ oksydazy fenolowej przez co utrudnia odpowiedz organizmu przeciw pato genowi i

podj¢to proby wyjasnienia mechanizméw tego zjawiska.

Stosujac ten sam schemat eksperymentu (podanie gasienicom zabitych bakterii lub
oczyszezonej proteazy alkalicznej) poréwnano aktywnosé przeciwbakteryjng i
przeciwgrzybowa hemolimfy. Okazato si¢ ze podanie enzymu w niewielkich dawkach
wydluza aktywnosé skierowang przeciwko patogenom w stosunku do tej indukowanej przez
bakterie zabite termicznie. Przeanalizowano tez profile bialek i peptydow hemolimfy ggsienic

poddanych dziataniu alkalicznej proteazy. Rezultaty cyklu eksperymentow prowadzity do



wniosku, ze alkaliczna proteaza P. aeruginosa nie tylko inicjuje reakcje immunologiczne
organizmu, zwigzane z pojawieniem sig¢ peptydow przeciwbakteryjnych i
przeciwgrzybowych, lecz réwniez ‘przetamuje’ (spowalnia, wydluza) odpowiedz humoralng
gasienic G. mellonella, by¢ moze migdzy innymi przez hamowanie energetycznie
kosztownego procesu melanizacji. (Osobiscie mam watpliwosci co do uzywanego w pracy

terminu ‘przefamania’ odpowiedzi odpornosciowej, lecz jest to sprawa do dyskusji).

Dwa watki pracy wyr6zniono tez w DYSKUSJI (str. 122-134), w ktorej wyodrebniono
indukcje biatek i peptydow odpornosciowych po zakazeniu gasienic bakteriami P.
aeruginosa, a oddzielnie omowiono efekt dziatania proteazy alkalicznej jako czynnika
wirulencji tej bakterii, w obu przypadkach nawigzujac do sytuacji opisanych w innych
uktadach gospodarz-patogen, ze szczegldlnym uwzglednieniem aktywnosci szczepu

klinicznego w organizmie czlowieka.

WNIOSKI z pracy (str. 135-137) zawarto az w dwunastu punktach, co mozna
potraktowa¢ jako PODSUMOWANIE WYNIKOW, natomiast WNIOSKOM nalezy nadaé

forme bardziej syntetyczna.

LITERATURA (str. 138-165) obejmuje 278 pozycji piSmiennictwa (w tym 7 stron
internetowych), po ktorej nastepuje SPIS 50 RYCIN i 7 TABEL.

Wigkszos¢ tekstu napisana jest potoczystym stylem, ktdry czyta si¢ z przyjemnoscia,
sq jednak fragmenty wymagajace korekty, wige — z obowiazku recenzenta — wylicze niektére

usterki.

Termin ‘immunoblotting” wszed! juz na state do polskojezycznej literatury fachowej,
wige nie ma powodu wprowadzania apostrofu w dopetniaczu, jak to Autorka zrobita zaréwno
na stronie 97 i w podpisie Ryc. 29 (str. 98), jak i w STRESZCZENTIU na stronie 9, piszac
»Alkaliczng proteaze oczyszezono ... i potwierdzono jej obecnosc ... metodg LC-MS-Ms/Ms
oraz metoda immunoblotting’u”. Natomiast, przy pierwszym pojawieniu si¢ zawitego
akronimu LC...MS/MS, metody opisanej dopiero na stronie 56, nadal bez wyjasnienia
pochodzenia skrétéw, nalezaloby rozkodowaé jego znaczenie, odwotujac sie do
chromatografii cieczowej (LC-liquid chromato graphy) i spetrometrii masowej (MS — mass
spectrometry), jak to zrobiono we WSTEPIE w odniesieniu do profenolooksydazy (proPO),
oksydazy fenolowej (PO), czy enzymu aktywujacego profenoloksydaze (czy
profenolooksydaze?) (PPAE, ang. prophenoloxidase activating enzyme).



W kilku miejscach, zapewne w pospiechu, nie dopracowano stylu. Jako przykiad
postuzy fragment zdania ze strony 27: ., ... wykazano pozytywna korelacj¢ miedzy
odpowiedzig gospodarza a wirulencjg w modelach ssakow oraz bezkregowcow wielu

drobnoustrojow, w tym P. aeruginosa, S. aureus...”.

Btad wkradt si¢ w Ryciny 42 i Ryc. 43 (str. 112 i 113). W podpisach obu rycin Autorka
pisze, ze ,,Gwiazdkami (*) oznaczono istotny wzrost aktywnosci..”, podczas gdy gwiazdek

nie ma na tych rycinach, a istotnos¢ réznic oznaczono brakiem wspolnych liter.

W trakcie lektury pracy najbardziej zaintrygowal mnie watek zdolnosci do renaturacji
inaktywowanej termicznie proteazy alkalicznej i che¢tnie postucham zdania doktorantki na

temat ewolucyjnego znaczenia takiego zjawiska.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do zaopiniowania rozprawa
doktorska ,,Humoralna odpowiedz odpornosciowa ggsienic Galleria

mellonella po zakazeniu bakteria Pseudomonas aeruginosa” spetnia warunki
stawiane rozprawom doktorskim okreslone 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 wrzesnia
2016 1. (poz. 1586) i zwracam si¢ do Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu
Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr ANNY SIEMINSKIEJ-
KUCZER do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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