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Galleria mellonella na zakazenie bakterig Pseudomonas aeruginosa”

Lekoopornos¢ patogennych drobnoustrojow stanowi niezwykle powazny problem
ochrony zdrowia ludzi. Jednym z bardzo niebezpiecznych patogenow jest pateczka ropy
bigkitnej, Pseudomonas aeruginosa, bakteria oportunistyczna wywotujaca zakazenia osob z
obnizong odpornoscig i powodujaca zakazenia wewnatrzszpitalne. Leczenie 0séb
zainfekowanych Pseudomonas aeruginosa jest utrudnione ze wzgledu na duza opornosé tej
bakterii na antybiotyki. W poszukiwaniu nowych lekéw, skutecznych w zwalczaniu zakazen
P. areuginosa, bardzo przydatne s badania mechanizmow patogenezy z zastosowaniem
modeli zwierzgcych. W ostatnich latach badania nad oddziatywaniem réznych organizméw
patogennych na wrodzone reakcje immunologiczne czesto prowadzone sa z uzyciem larw
mola woskowego Galleria mellonella. Zalety tego modelu zwierzecego to fatwa hodowla w
warunkach laboratoryjnych przez caly rok, niski koszt hodowli, stosunkowo duze rozmiary
larw umozliwiajace stosowanie réznych technik badawczych, ale najwazniejsza zaletg jest
dobrze udokumentowane duze podobienistwo wrodzonych reakcji odpornosciowych owadow i
ssakow. Istotne znaczenie ma rowniez mozliwo$é prowadzenia badan z uzyciem owadow bez
koniecznosci uzyskiwania zgody komisji etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach.
Podjecie przez doktorantke badan majacych na celu analize wybranych aspektow wrodzonej

odpowiedzi odpornosciowej larw G. mellonella na zakazenie dwoma szczepami P.



areuginosa: szczepem klinicznym oraz szczepem entomopatogennym, jest w pelni
uzasadnione.

Recenzowana praca posiada uktad typowy dla rozpraw doktorskich i liczy ogotem 171
stron. Obszerny spis literatury zawarty jest na 27 stronach. W tekscie zamieszczono 50 rycin
ilustrujgcych w zdecydowanej wigkszosci (44 ryciny) wyniki prac eksperymentalnych
prowadzonych przez Doktorantke.

Czg¢s¢ doswiadczalng pracy poprzedza teoretyczny Wstep, w ktorym Doktorantka,
opierajac si¢ na danych pismiennictwa naukowego, przedstawila obecny stan wiedzy na temat
mechanizmow odpornosciowych owadéw oraz czynnikoéw warunkujacych wirulencje P.
areuginosa. Zamieszczone we Wstepie dane zostaly zaprezentowane w sposob kompetentny,
wskazujacy na dobre przygotowanie Doktorantki do realizacji wlasnych zamierzen
badawczych. Zagadnienia poruszone we Wstepie $cisle wigza si¢ z doswiadczalng czescia
pracy. Cele pracy zostaty sformulowane prawidlowo i w jasny sposob.

Do realizacji zaplanowanych badan Doktorantka wykorzystata zréznicowang metodyke.
poczynajgc od hodowli owadoéw i mikroorganizmow, poprzez badanie aktywnosci
przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybowej hemolimfy owadow. oznaczanie aktywnosci
oksydazy fenolowej, oczyszczanie alkalicznej proteazy produkowanej przez P. areuginosa az
do analizy jakosciowej i ilosciowej biatek i peptydow odpornosciowych.

W toku prac eksperymentalnych Doktorantka wykazata, ze:

zakazenie larw G. mellonella bakteriami P. areuginosa stymuluje aktywnos¢

antymikrobowa, zardwno przeciwbakteryjna jak i przeciwgrzybowa, ich

hemolimfy;

— za wzrost aktywnosci antymikrobowej hemolimfy zainfekowanych owadow
odpowiedzialne sa indukowalne niskoczasteczkowe peptydy:

— alkaliczna proteaza wyizolowana z bakterii P. areuginosa wstrzyknieta do larw
G. mellonella aktywowata uktad oksydazy fenolowej, natomiast w warunkach in
vitro enzym ten hamowat aktywacje profenolooksydazy, ale nie miat wplywu na
aktywna oksydaze fenolowa;

— wstrzyknigcie larwom G. mellonella alkalicznej proteazy z P. areuginosa

zwigkszato aktywnos¢ antymikrobowg hemolimfy, co byto skorelowane z

pojawieniem si¢ niskoczasteczkowych peptydow.



Oceniajac przedstawiong mi do recenzji prace stwierdzam, iz:

praca zostata napisana w sposoOb przejrzysty i zrozumialy,

szata graficzna rozprawy jest staranna,

wstep opisany na 33 stronach stanowi dobre teoretyczne wprowadzenie do
zagadnien bedacych przedmiotem badan Autorki,

zadania jakie sobie postawita Doktorantka sa jasno sformutowane,

metody uzyte w badaniach (opisane na 21 stronach) zostaly dobrane w sposdb
wlasciwy, cho¢ niektére z nich zostaly opisane zbyt pobieznie w sposob
uniemozliwiajacy czytelnikowi ich odtworzenie,

wyniki badan bogato udokumentowane rycinami zostaly przedstawione na 49
stronach w sposob nie budzacy zastrzezen,

w dyskusji (15 stron) Autorka umiejetnie i w sposob rzeczowy konfrontuje
uzyskane wyniki z danymi dostepnymi w literaturze fachowej,

bogate pisSmiennictwo jest wlasciwie dobrane i obejmuje aktualng wiedze

dotyczacg poruszanych zagadnien.

W trakcie analizy rozprawy zauwazylam, ze pewne jej fragmenty wymagajg korekt.

Wsrod zauwazonych uchybien sa drobne btedy oraz fragmenty wymagajace, do petnego

zrozumienia toku postgpowania Autorki podczas wykonywania badan, dodatkowych

informacji. Brak istotnych informacji technicznych daje si¢ odczu¢ w rozdziale ,,Materialy i

metody” oraz w rozdziale ,,Analiza wynikow”

Informacje. ktorych Doktorantka nie podala:

W rozdziale 3.4.3. Oczyszczanie alkalicznej proteazy

— Jaka byta wielkos$¢ porow membrany dializacyjne;.

— Na jakim sprzecie i w jaki sposob oczyszczano alkaliczng proteaze za pomoca

chromatografii jonowymiennej: jaka bylta szybkos¢ przeptywu buforow przez

kolumng, ile frakcji zebrano, a takze wobec jakiego buforu przeprowadzono dialize

bialek wyeluowanych z kolumny.

W rozdziale 3.4.4. Identyfikacja bialek metodg LC-MS-MS/MS



— Czy badania te Doktorantka wykonata osobiscie czy moze byty to badania zlecone
wyspecjalizowanemu laboratorium spektrometrii mas np. w Instytucie Biochemii i
Biofizyki PAN.

W rozdziale 3.4.12. Oznaczanie aktywnosci przeciw bakteriom Gram-ujemnym

— Jakie stezenie cekropiny B zastosowano jako standard do oceny aktywnosci
przeciwbakteryjne;j.

— W jaki sposob obliczano poziom aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Informacja, ze
zastosowano algorytm wg. Hultmark i in. 1982 jest zbyt lakoniczna - nalezato ten
algorytm podad.

W rozdziale 3.4.13. Oznaczanie aktywnosci przeciw bakteriom Gram-dodatnim

— Jaka ilo$¢ bakterii Bacillus circulans dodawano do podioza.
W rozdziale 3.4.14. Oznaczanie aktywnosci hemolimfy typu lizozym

— Jakich stgzen lizozymu biatka jaja kurzego uzyto do wyznaczenia krzywej wzorcowe;.
W rozdziale 3.4.16. Oznaczanie aktywnosci oksydazy fenolowej w warunkach in vivo

— Ze zdania ,,Do 2 pl hemolimfy owadéw (10-krotnie rozcienczonej) dodawano 18 ul
buforu ...” wynika, ze przed dodaniem buforu hemolimfa zostata 10-krotnie
rozcienczona, ale nie podano czym jg rozcienczono.

W rozdziale 3.4.26. Western blot (immunoblotting)

— Czy przeciwciala pierwszorzgdowe przeciw AprA byty krolicze.

W rozdziale 3.4.27. Analiza jakosciowa i ilosciowa biatek/peptydéw hemolimfy

— lle fenylotiomocznika (PTU) dodano do 0,1% roztworu kwasu tréjfluorooctowego
(TFA).

— (Czy badania opisane w tym rozdziale polegajace na frakcjonowaniu polipeptedow z
hemolimfy za pomoca chromatografii cieczowej oraz ich sekwencjonowanie
Doktorantka wykonatla osobiscie czy zostaly one zlecone wyspecjalizowanemu
laboratorium.

W rozdziale 4.1.3. Analiza jakosciowa i ilosciowa peptydow odpornosciowych obecnych w
hemolimfie zakazonych ggsienic:

— Brak jest jakiejkolwiek ilustracji dokumentujgcej wynik rozdziatu
chromatograficznego (opisanego w rozdziale 3.4.27.) w postaci uzyskanych 13 frakcji
polipeptydow.

— Brak informacji dotyczacej wynikow sekwencjonowania wyizolowanych

polipeptydow uniemozliwia oceng czy prawidlowo zidentyfikowano obecnosé w



hemolimfie nastgpujacych peptydow: peptydu anionowego-1, Gm defensyny. peptydu
bogatego w proling-2, peptydu bogatego w proling-1, peptydu anionowego-2, peptydu
cekropino-D-podobnego, Gm peptydu moricyno-B-podobnego, Gm gallerimycyny.
Gm apolipoforycyny a takze biatek apolipoforyny III oraz lizozymu. Na stronie 82 jest
jedynie lakoniczne stwierdzenie, Zze obecnosé tych peptydéw i bialek zostata
zidentyfikowana, ale bez zadnej dokumentacji mogacej to potwierdzic.

— Opis Ryciny 16 zatytutowanej ,,Profil bialek i peptydow ekstraktow z hemolimfy
gasienic zakazonych bakteriami Pseudomonas” jest bardzo nieprecyzyiny - nie
wiadomo co przedstawiajg poszczegdlne $ciezki obrazu elektroforetycznego, czy
elektroforezie poddane zostaly frakcje uzyskane w wyniku rozdziatu
chromatograficznego (na zdjeciu jest 13 $ciezek), czy nieoznakowana sciezka z lewej
strony to marker a jesli tak to jakie sa masy czasteczkowe tego wzorca.

— Sposob przeprowadzenia pomiarow stezenia zidentyfikowanych biatek i peptydow jest
niejasny. Czy biatka i peptydy wyekstrahowane z hemolimfy frakcjonowano za
pomocg RP-HPLC, nastepnie rozdzielano elektroforetycznie, transferowano na
membrang PVDF, barwiono CBB R-250, poszczegdlne prazki wycinano i obecne w
nich biatka lub peptydy eluowano, w eluatach mierzono absorbancje a zawartos¢
eluatow identyfikowano za pomoca sekwencjonowania? Jesli taki byt tok
postepowania to czym eleuowano biatka i peptydy i jaka byta wydajnosé tego
procesu?

— W jaki sposob zidentyfikowano dysmutaze ponadtlenkowa.

Inne drobne uchybienia:

— Przy opisach warunkéw wirowania czasami podawane jest ,,rcf”, czasami L2 a
czasami ,,rpm”. Informacja o ,,rpm” bez podania modelu wirdwki i rotoru jest
bezuzyteczna.

— W opisach rycin 42 i 43 jest informacja, ze gwiazdkami oznaczono istotny wzrost
aktywnosci jednak na rycinach tych nie ma gwiazdek natomiast sa oznaczenia literami
»a",,,b71,,c” ale informacji co oznaczaja te litery brak.

— Strona 114 sformulowanie ..... uzyto... hemolimfy gasienic naktutych

saprofitycznymi bakteriami...” jest zbyt daleko posunietym skrétem myslowym.



Powyzsze uwagi nie umniejszaja wartosci merytorycznej dysertacji, ktéra oceniam
pozytywnie. Autorka w przedstawionej rozprawie doktorskiej wykazata umiejetnosé
rozwigzywania postawionych zadan naukowych, dobre opanowanie metod badawczych oraz
znajomo$¢ pismiennictwa. Uzyskane przez Doktorantke wyniki stanowia Jej oryginalne
osiagnigcia i znaczaco poszerzaja wiedzg na temat istotnych aspektoéw wrodzonej odpowiedzi
odpornosciowej larw G. mellonella po zakazeniu dwoma szczepami paleczki ropy blekitnej
(entomopatogennym i izolatem klinicznym) oraz po wstrzyknieciu do jamy ciala alkalicznej

proteazy, czynnika wirulencji P. areuginosa.

Stwierdzam, ze przekazana mi do recenzji dysertacja doktorska mgr Anny Sieminskiej-
Kuczer pt.: ,,Humoralna odpowiedz odpornosciowa gasienic Galleria mellonella na
zakazenie bakterig Pseudomonas aeruginosa” w pelni odpowiada wymaganiom okreslonym
w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym i wnioskuje o dopuszczenie Autorki tej

rozprawy do dalszych, przewidzianych ustawa, etapow przewodu doktorskiego.

Kwawlrena Bogus

Warszawa, 3.06.2019 Prof. dr hab. Miecz



