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pt.: ,Indukcja odpowiedzi immunologicznej Galleria mellonella przez o-1,3-glukan

wyizolowany ze $ciany komérkowej grzyba Aspergillus niger”

Grzyby patogenne stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi, zwierzat oraz
roslin hodowlanych. Apergillus niger zwany tez czarnym kropidlakiem lub czarng plesnia to
kosmopolityczny grzyb plesniowy czesto powodujacy grozne zakazenia u ludzi z ostabionym
uktadem odpornosciowym. Komponenty sciany komoérkowej grzybow odgrywaja istotna
role, jako czynniki wirulencji. Za gléwny wzorzec molekularny grzybow, rozpoznawany
przez uktad odpornosciowy gospodarza, uwazany jest 3-1,3-glukan natomiast rola a-1,3-
glukanu rowniez obecnego w strukturach wielu grzybow jest poznana w znacznie mniejszym
stopniu. Przedstawiona mi do oceny praca doktorska dotyczy udziatu a-1,3-glukanu
wyizolowanego z Apergillus niger w indukcji odpowiedzi immunologicznej. Badania
przeprowadzono z uzyciem larw mola woskowego Galleria mellonella jako organizmu
modelowego. Larwy tego gatunku sg coraz czg¢sciej stosowane w badaniach nad
oddzialywaniem roéznych organizméw patogennych na wrodzone reakcje immunologiczne ze
wzgledu na bardzo duze podobienstwo strukturalne i funkcjonalne odpornosci wrodzone;
ssakow 1 owadow. Istotne znaczenie ma rowniez niski koszt hodowli tych owadow oraz brak
ograniczen ze strony komisji etycznej do spraw doswiadczen na zwierzgtach. Podjgcie przez
doktorantke badan majacych na celu analiz¢ wybranych aspektéw wrodzonej odpowiedzi
odpornosciowej larw G. mellonella na podanie a-1,3-glukanu wyizolowanego z Apergillus

niger jest w pelni uzasadnione.



Recenzowana praca posiada uktad typowy dla rozpraw doktorskich i liczy ogotem 212
stron, z czego spis literatury zajmuje 41 stron. W tekscie zamieszczono 54 ryciny 1 6 tabel
stanowigcych w wiekszosci dokumentacj¢ wynikow prac eksperymentalnych prowadzonych
przez Doktorantke.

Czes$¢ doswiadczalna pracy jest poprzedzona teoretycznym wstepem, w ktorym
Doktorantka, opierajac si¢ na danych pismiennictwa naukowego, przedstawila aktualny stan
wiedzy na temat mechanizméw odpornosciowych owadow oraz czynnikéw warunkujacych
wirulencje 4. niger. Zamieszczone we Wstepie dane zostaly przedstawione w sposéb
rzetelny, wskazujacy na dobrg znajomos¢ literatury fachowej i odpowiednie przygotowanie
Doktorantki do realizacji zamierzen badawczych zaplanowanych w pracy doktorskiej.
Zagadnienia poruszone we Wstepie Scisle wiaza si¢ z doswiadczalng czgscig pracy. Cele
pracy zostaly sformulowane kompetentnie i w sposob klarowny.

Doktorantka w swej pracy stosowala zr6znicowana metodyke: prowadzita hodowle
owadow oraz mikroorganizmow, badata aktywno$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybowa
hemolimfy owadow, oznaczata aktywnosci oksydazy fenolowej, analizowata zmiany w
profilu biatkowym hemolimfy immunizowanych owadow, badala immunolokalizacje¢
apolipoforyny III w hemocytach oraz zmiany hemocytogramu a takze identyfikowata biatka
wigzgce sie z a-1,3-glukanem.

W wyniku przeprowadzonych prac eksperymentalnych Doktorantka wykazala, ze:

— wstrzyknigcie a-1,3-glukanu larwom G. mellonella, cho¢ nie wpltywato na ich
przezywalnos$é, jednak aktywowato komérkowa i humoralng odpowiedz
immunologiczna;

— o-1,3-glukan stymulowal aktywnos¢ przeciwgrzybowa i przeciwbakteryjng w
hemolimfie poprzez zwigkszenie poziomu ekspresji w ciele tluszczowym genoéw
kodujacych gallerimycyng, galiomycyng, cekroping oraz inhibitor
metaloproteinaz;

— podanie owadom a-1,3-glukanu powodowato wzrost poziomu lizozymu i
apolipoforyny III w ich hemolimfie;

— o-1,3-glukan w czasie od 15 minut do 4 godzin po wstrzyknigciu larwom
hamowat aktywnos¢ oksydazy fenolowej, po czym nast¢powal wzrost
aktywnosci tego enzymu utrzymujacy sie przez 2 kolejne godziny a nastepnie
kolejny spadek aktywnosci; prawdopodobng przyczyng zahamowania

aktywnosci oksydazy fenolowej moze by¢ zwigzanie sie a-1,3-glukanu z



prooksydazg fenolowa oraz czynnikiem aktywujacym oksydaze fenolowa
obecnymi w hemolimfie G. mellonella;

sposrod siedmiu zidentyfikowanych biatek hemolimty G. mellonella, ktore
zwigzaly si¢ z a-1,3-glukanem dwa znane sa z tego, ze wiagza si¢ rowniez z -

1,3-glukanem.

Oceniajac przedstawiong mi do recenzji prace stwierdzam, iz:

praca zostala napisana starannie i w sposob zrozumiaty,

szata graficzna rozprawy jest bardzo staranna; na szczegdlng pochwale zastuguja
przygotowane przez Doktorantke liczne schematy bedace jej wlasnym autorskim
opracowaniem,

wstep opisany na 49 stronach, stanowigcy teoretyczne wprowadzenie do zagadnien
bedacych przedmiotem badan Doktorantki, jest dobrze skonstruowany,

zadania, jakie sobie postawila Doktorantka sa sformulowane w przejrzysty sposob.
materialy 1 metody uzyte w badaniach (opisane na 30 stronach) zostaly dobrane w
sposob wlasciwy,

wyniki badan zostaly przedstawione na 47 stronach w sposob nie budzacy
zastrzezen,

w dyskusji zajmujacej 22 strony Autorka kompetentnie i w sposdéb wywazony
porownuje uzyskane wyniki z danymi dostepnymi w literaturze fachowe;j,

bogate pismiennictwo jest wlasciwie dobrane i obejmuje aktualna wiedze

dotyczaca poruszanych zagadnien.

W trakcie analizy rozprawy zauwazylam, ze pewne jej fragmenty wymagajg uzupeinien

1 wyjasnien.

Strona 74 - brak pochodzenia 4. niger.

Strona 82 - nalezalo przytoczy¢ algorytm Hultmarka, na ktory powotuje si¢ Autorka.

Strony 82- 84 - jakich stezen cekropiny B, amfoterycyny B i lizozymu uzyto do sporzadzenia

krzywych kalibracyjnych.

Strona 95 - brak informacji o pochodzeniu przeciwciata skierowanego przeciwko

apolipoforynie I1I. Czy bylo to przeciwciato krolicze?



Strona 100 - na jakiej podstawie przyjeto zatozenie, Zze objetos¢ hemolimfy larw G. mellonella
w ostatnim stadium o masie okoto 250 mg wynosi 70 ul. Z moich doswiadczen wynika, ze
jest to warto$¢ zanizona. Czy dokonywano pomiaréw np. metoda rozcienczeniowa?

Strona 114 Rycina 34 - brak odnosnika do Ryciny 43 powoduje, ze czytelnik w tym miejscu

rozprawy nie wie w jaki sposob zidentyfikowano na zelu apolipoforyng III. Dopiero Rycina
43 na stronie 126 to wyjasnia.

Strona 115 - przydalyby si¢ konkretne dane w postaci np. sekwencji aminokwasow
potwierdzajacych identyfikacje peptydow antymikrobowych. Informacja zawarta w zdaniu

., W ekstraktach hemolimfy owadéw nieimmunizowanych oraz immunizowanych a-1.3-
glukanem i DMSO zidentyfikowano osiem peptydow i bialek odpornosciowych: defensyne G.
mellonella (galiomycyna), peptyd bogaty w proling 1, peptyd bogaty w proling 2, cekroping
D, peptyd anionowy 1, peptyd anionowy 2 oraz lizozym i apolipoforyne III" jest
niewystarczajaca.

Strona 104 Rycina 27 - brak analizy statystyczne;.

Ryciny 30, 31. 38. 39. 40. 42 - przeprowadzajac analiz¢ statystyczna porownywano pomigdzy

soba efekty podania réznych immunogenow, ale nie poréwnywano efektow tych
immunogenow z wartosciami odpowiednich parametrow u owadow nieimmunizowanych. Dla
czytelnika przyzwyczajonego do tego, ze na wykresach gwiazdkami lub innymi znakami
graficznymi zaznaczane sg przede wszystkim dane eksperymentalne roznigce si¢ w sposob
istotny statystycznie od wartosci kontrolnych, sposob przedstawienia przez Autorkg wynikow
analiz statystycznych wprowadza w konfuzje. Na przytoczonych wykresach bardzo czg¢sto
gwiazdki znajduja si¢ nad stupkami, ktore w sposéb ewidentny nie sg rézne od stupkow
dotyczacych owadow nieimmunizowanych.

Ryciny 43 i 45 - w opisach pod obu rycinami jest informacja, ze wzgledny poziom apoLp-III
byt oznaczany w hemolimfie ggsienic immunizowanych i nieimmunizowanych oznaczonych

litera .,N”. Na wykresach tych jednak nie umieszczono wartosci dla gasienic kontrolnych.

Powyzsze uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej dysertacji, ktorg oceniam
pozytywnie. Doktorantka w przedstawionej rozprawie wykazata umiejgtnos¢ rozwiagzywania
postawionych zadan naukowych, dobre opanowanie metod badawczych oraz znajomos¢
pismiennictwa. Uzyskane przez Doktorantke wyniki stanowia Jej oryginalne osiagnigcia i
znaczaco poszerzaja wiedze na temat istotnych aspektow wrodzonej odpowiedzi
odpornosciowej larw G. mellonella po immunizacji a-1,3-glukanem pochodzacym z

patogennego grzyba A. niger.



Stwierdzam, ze przekazana mi do recenzji dysertacja doktorska mgr Sylwii Kariny
Staczek pt.: ,.Indukcja odpowiedzi immunologicznej Galleria mellonella przez a-1,3-glukan
wyizolowany ze Sciany komorkowej grzyba Aspergillus niger” w petni odpowiada
wymaganiom okreslonym w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym i wnioskuj¢ o

dopuszczenie Autorki tej rozprawy do dalszych, przewidzianych ustawa, etapow przewodu

Vs

Warszawa, 3.06.2019 Prof. dr hab. Mieczystawa Irena Bogus

doktorskiego.



