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Pt. ,Interakcja Galleria mellonella z bakterig entomopatogenng Pseudomonas entomophila.
Zwiazki bioaktywne w hemolimfie zakazonych owadow™

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. Jakuba Kordaczuka zostala
wykonana pod kierunkiem dr hab. Iwony Wojdy, prof. UMCS w Instytucie Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Badania byly realizowane
w ramach projektu badawczego NCN: projekt OPUS2020/37/B/NZ6/00167 pt. ,,Zwiazki
bioaktywne w reakcji odpornosciowej Galleria mellonella zakazonej bakteria
entomopatogenng Pseudomonas entomophila. Modulacja reakcji odpornosciowej w
pigtnowaniu immunologicznym”, ktérego kierownikiem jest dr hab. Iwona Wojda, prof.
UMCS oraz w ramach projektu badawczego pt. ,,Analiza ekspresji genow kodujacych
nowoodkryte polipeptydy larw barciaka wigkszego Gallieria mellonella w przebiegu infekcji
bakteriami Pseudomonas entomophilla” przyznanego mgr. Jakubowi Kordaczukowi w
konkursie na projekty badawcze dla mlodych naukowcéw w macierzystym Instytucie. Czesé
wynikow przedstawionych w ocenianej rozprawie zostata opublikowana w 2022 r. w
czasopismie Scientific Reports i Doktorant jest pierwszym autorem tego artykutu (Scientific
Reports 2022, 12(1), e11737).

Owady, w odrdéznieniu od krggowcow, nie wyksztalcily mechanizméw odpornosci
nabytej. Powszechnie uwaza sig, ze ewolucyjny sukces owadow jest wynikiem wysokiej
efektywnosci ich wrodzonych mechanizméw odpornosci. U tych zwierzat pierwszg linie
obrony przed wniknigciem patogendéw do organizmu stanowig ztozona morfologicznie i
biochemicznie bariera integumentu, wyscielona kutikulg §ciana przedniego i tylnego jelita,
blona perytroficzna jelita srodkowego oraz wyscielona kutikulg $ciana tchawek. Po
uszkodzeniu bariery ochronnej i wniknigciu patogenéw do hemocelu owada dochodzi do
zaklocenia homeostazy, uruchamiane sa mechanizmy prowadzace do rozpoznania czynnika
zakaznego i zapoczgtkowania reakcji odpornosciowej, ktora obejmuje komérkowg oraz
konstytutywng i indukowang humoralng odpowiedz immunologiczng. Niezwykle istotnym
aspektem badan w zakresie immunologii owadéw jest wige poznawanie zlozonych interakeji
gospodarz-patogen, podczas ktorych system obrony przed zakazeniem gospodarza ewoluuje
tak aby jak najefektywniej przelamywa¢ zdolnosci adaptacyjne patogenu, natomiast z drugiej
strony patogen dazy do efektywnego przetamania zdolnosci obronnych gospodarza. Poznanie
toczonych nieustannie przez gospodarza i patogeny ,,dziatan wojennych” stanowi wyzwanie
dla badaczy zglebiajgcych to zagadnienie i rownoczesnie daje mozliwo$¢ odkrywania nowych
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molekularnych mechanizméw obrony przed patogenami oraz odkrywania nieznanych dotad
bioaktywnych czasteczek zaangazowanych w reakcje odpornosciowe, ktére ze wzgledu na
szerokie spektrum dziatania na patogenne mikroorganizmy mogg znalez¢ zastosowanie w
medycynie badz stanowi¢ punkt wyjécia do opracowania efektywnych bioinsektycydéw. Pan
mgr Jakub Kordaczuk podjat to wyzwanie o czym $wiadczy przedstawiona mi do oceny
rozprawa doktorska, ktorej jest autorem.

Ocena formalna

Rozprawa doktorska mgr. Jakuba Kordaczuka posiada uktad typowy dla prac
eksperymentalnych, liczy ogotem 180 stron, zawiera obszerny spis pismiennictwa dobrze
korespondujacego z tematyka rozprawy, wykaz skrotow, spis tabel i rycin ilustrujacych w
przewazajacej liczbie (22 ryciny) wyniki z eksperymentéw wykonanych przez Doktoranta
oraz streszczenia w jgzyku polskim i angielskim. Praca jest napisana jezykiem poprawnym i
zrozumiatym. Tres¢ pracy jest tematycznie spdjna, podzielona na rozdzialy i podrozdziaty
wlasciwie do prezentowanych w rozprawie tresci. Obszerny wstep wskazuje na dobre
merytorycznie przygotowanie Doktoranta do realizacji badan, zawiera opis zagadnien
zwigzanych z celem i czgscig doswiadczalng pracy. Zawiera charakterystyke modelu
badawczego jakim w badaniach immunologicznych jest barciak wiekszy, Galleria mellonella
oraz charakterystyke bakterii Pseudomonas entomophila. Doktorant stopniowo wprowadza
czytelnika w tematyke zwigzang z mechanizmami odpornosciowymi funkcjonujgcymi u
owadow 1 z zagadnieniami zwigzanymi z interakcjg owad-patogen oraz wskazuje na
znaczenie entomopatogenéw w projektowaniu bioinsektycydow. Cel pracy zostal przez
Doktoranta sformutowany prawidlowo i przejrzyscie. Metody napisane sg poprawnie, zostaly
dobrane prawidlowo do postawionych w pracy celow. Ten rozdzial ujawnia wysokie
kompetencje i bardzo bogaty warsztat metodyczny Doktoranta poczgwszy od umiejetnosei
prowadzenia hodowli Galleria mellonella i wykorzystanych w badaniach mikroorganizmow
patogennych poprzez umiejgtnosci zastosowania w badaniach metod elektroforetycznych,
chromatograficznych, spektrometrii mass, réznorodnych metod badania biologicznej
aktywnosci oczyszczonych polipeptyddw, metod biologii molekularnej, metod
mikroskopowych (w tym znajomos¢ techniki mikroskopii sit atomowych) oraz umiejetnosé
nawigzywania wspolpracy naukowej z innymi badaczami w celu rozwigzania okreslonych
probleméw badawczych. Z kolei zaprezentowane przez Doktoranta w sposéb spdjny i
logiczny wyniki badan sg dobrze udokumentowane na licznych wykresach i rycinach. W
Dyskusji, Doktorant umiejgtnie interpretuje wlasne wyniki z wynikami opublikowanymi
przez innych autoréw, a takze omawia otrzymane wyniki w kontekscie wyznaczenia
kierunkow dalszych badan i mozliwosci wykorzystania zdobytej wiedzy w praktyce.
Prowadzenie przez Doktoranta Dyskusji wynikéw $§wiadczy o swobodzie z jakg porusza si¢
On w ramach podjetego w rozprawie zagadnienia.

Ocena merytoryezna

Badania przedstawione w rozprawie dotycza poszerzenia wiedzy odnos$nie mechanizmow
interakcji owad-bakterie Pseudomonas entomophila, w ktérych jako model owadzi
wykorzystano larwy Galleria mellonella. Wczedniej poznano oddzialywanie tego patogenu z



Drosophila melanogaster i wykazano, ze do zakazenia owada Pseudomonas entomophila

dochodzi droga pokarmowa lub w wyniku uszkodzenia kutikuli. Doktorant w toku badan
zrealizowal postawione w pracy cele:
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potwierdzit u Galleria. mellonella patogennosé bakterii Pseudomonas entomophila
wzgledem owadow i wykazat dawko-zalezny spadek przezywalnosci larw Galleria mellonella
po ich zakazeniu bakteriami drogg pokarmowa (do dalszych analiz wytypowal dwie dawki
zakazne P. entomophila: mniejsza i wigkszg)

wykazal, ze podobnie jak u Drosophila, v Gallieria bakterie Pseudomonas entomophila
uszkadzaja dciang jelita, a proces destrukcji jelita poglebia si¢ wraz z uptywem czasu i
wzrostem dawki bakterii. Patogen otwiera w jelicie wrota zakazenia i przedostaje si¢ do
hemolimfy owada, gdzie indukuje odpowiedz immunologiczna

wykryt niskoczasteczkowe polipeptydy w hemolimfie owadow zakazonych niska i wysoka
dawka bakterii, przy czym aktywnos¢ przeciwbakteryjng w hemolimfie wykazat jedynie w
grupie larw zakazonych niska dawka patogenu - Doktorant sugeruje, ze brak tej aktywnosci u
larw zakazonych wysoka dawka patogenu jest skutkiem dzialania czynnikdw wirulencji
Pseudomonas entomophila

potwierdzit ten wynik na poziomie molekularnym — Doktorant wykazal, ze w wyniku infekcji
larw nizsza i wyzszg dawka bakterii w komoérkach jelita i ciala thuszczowego dochodzi do
zmian w relatywnym poziomie ekspresji genu odpornosciowych: genu kodujacego cekroping
D, genu kodujacego peptyd defensynopodobny, genéw kodujacych galleriamycyne i
galiomycyneg, genu kodujacego hemoling oraz genu kodujacego lizozym

wykryt i zidentyfikowal 11 odpornosciowych polipeptydow i bialek, ktorych stezenie w
hemolimfie larw zakazonych bakteriami zmieniala si¢ lub réznita si¢ pomiedzy grupg larw
zakazonych niska i wysoka dawka — u larw zakazonych wysoka dawka bakterii wykryl grupe
polipeptydow, ktorych stezenie w hemolimfie znaczaco spadato w poréwnaniu z larwami
zakazonymi niskg dawka bakterii — ten wynik korelowal z weze$niejszg obserwacjg
zmniejszonej aktywnosci przeciwbakteryjnej w hemolimfie larw zakazonych wysoka dawka
bakterii

odkryl nowg przeciwdrobnoustrojowa funkcjg opisanego wczesdniej u owaddw peptydu
GmCP8 dziatajacego jako opsonina i zaangazowanego w fagocytoze oraz przeprowadzit
analizg¢ poziomu ekspresji genu kodujgcego ten peptyd u zarazonych bakteriami larw Gallieria
w ciele thuszczowym i jelicie. Udowodnil, ze przeciwdrobnoustrojowe dziatanie GmCP8
zwigzane jest z perforacja blon biologicznych oraz ze zmiang topografii i wlasciwosci
nanomechanicznych powierzchni komoérek bakterii Pseudomonas entomophila, Bacillus
thuringiensis i drozdzaka Candidia albicans, ktére zachodza pod wptywem GmCP8

w hemolimfie larw Galleria zakazonych bakteriami Pseudomonas entomophila
zidentyfikowal peptyd wigzacy feromony, Ebsp3. Wykazal, ze stezenie Ebsp3 w
hemolimfie zmniejszato si¢ wraz ze wzrostem dawki bakterii oraz przeprowadzit analize
poziomu ekspresji genu kodujacego Ebsp3 u zarazonych bakteriami larw Gallieria w ciele
tluszezowym i jelicie. Doktorant podjat badania nad mechanizmem dziatania Ebsp3 u
Galleria i wykazal, Ze juz przy bardzo niskich dawkach dziala on bakteriostatycznie
wobec bakterii Gram-ujemnych Pseudomonas enterophila i Pseudomonas aeruginosa
oraz bakterii Gram-dodatnich Bacillus thuringiensis i jest nieaktywne wobec
Staphylococcus aureus. Aktywnos¢ bakteriostatyczna Ebsp3 byla najwyzsza

bezposrednio po podaniu tego peptydu do hodowli bakterii i wraz z uplywem czasu



stopniowo malala, co prawdopodobnie zwigzane jest z aktywnoscig proteolityczng
wykryta w ptynach pohodowlanych. Doktorant wykazal rowniez, ze obnizenie
poziomu ekspresji genu kodujacego ten peptyd w ciele tluszczowym i jelicie
korespondowato z obnizeniem st¢zenia Ebsp3 w hemolimfie larw zakazonych wyzsza
dawka bakterii, co moze $wiadczy¢ o tym, Ze jest on celem czynnikdéw wirulencji
Pseudomonas entomophila.

8. w hemolimfie larw Galleria zakazonych bakteriami Pseudomonas entomophila
zidentyfikowal inny peptyd wiazacy czasteczki zapachowe, OBP 7, ktorego funkcja
zwigzana jest z komunikacjg seksualng. Stwierdzil, Zze ma on aktywnos¢
przeciwbakteryjna wobec Pseudomonas entomophila i Bacillus thuringiensis.
Doktorant wykazal zmniejszenie st¢zenia OBP7 w hemolimfie larw zakazonych
wicksza dawka bakterii oraz wzrost poziomu ekspresji genu kodujacego ten peptyd w
ciele thuszczowym i jelicie po zakazeniu réznymi dawkami bakterii i na podstawie
efektow powodowanych przez niskie i wysokie dawki bakterii wnioskuje, ze podobnie
jak peptydy Ebsp3, OBP7 jest on celem czynnikow wirulencji Pseudomonas
entomophila.

Podsumowujgc ocen¢ merytoryczng stwierdzam, ze Pan mgr Jakub Kordaczuk w pelni
zrealizowal postawiony w rozprawie cel udowadniajac, ze Pseudomonas entomophila
wykazuje wlasciwosei entomopatogenne u G. mellonella. Doktorant prze$ledzil mechanizmy
interakcji tej bakterii z gospodarzem po zakazeniu drogg pokarmowa, czego efektem jest
wykazanie wplywu Pseudomonas entomophila na morfologi¢, zywotnos¢ i zachowanie
zainfekowanych larw Gallieria, przesledzenie drogi zakazenia bakterig u larw, wykazanie
aktywacji reakcji odpornosciowej u zakazonych owadow i identyfikacja w ich hemolimfie
peptydow, polipeptydéw i biatek indukowanych zakazeniem oraz poznanie nowych
aktywnosci trzech peptydéw w odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Oceniana rozprawa
doktorska zawiera odkrycia, ktore nie tylko poszerzajg nasza wiedze odnosnie mechanizmow
interakcji owad-patogen, ale moga mie¢ takze znaczenie aplikacyjne (peptydy: GmCPS,
Ebsp3 i OBP7), co niewgtpliwie stanowi atut tej pracy.

W tym miejscu cheiatabym poprosi¢ Doktoranta o odpowiedz na uwagi i pytania, ktére
nasunely mi si¢ podczas czytania tej rozprawy:

1. W mojej ocenie, tres¢ Wstegpu jest zbyt obszerna. Wstep, podobnie jak Wyniki, liczy
42 strony a Dyskusja 16 stron. Czytelnik zanim dotrze do najwazniejszej czesci
rozprawy obejmujacej oryginalne osiggni¢cie naukowe Doktoranta moze by¢ nieco
znuzony dhugoscig Wstepu. Czy dla odbioru rozprawy nie byloby korzystne, gdyby ta
cze$¢ byla nieco krotsza i czy wtedy Wyniki i Dyskusja wynikow nie wysuwalyby sig
na pierwszy plan?

2. Ryciny 1-8 moglyby by¢ lepszej jakosci — sa nieostre i moglyby mieé¢ bardziej
wyraziste kolory, co ulatwitoby czytelnikowi ich analize

3. W wielu miejscach pracy wobec tych samych czasteczek peptydowych wymiennie
uzywa Pan takich poje¢ jak: peptyd, polipeptyd i biatko. Czy jest to wlasciwe?

4, Czy moze Pan wyjasni¢, ktére czynniki wirulencji Pseudomonas entomophila
scharakteryzowane we Wstepie moga by¢ odpowiedzialne za obnizenia stezenia
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Ebsp3 i OBP7 w hemolimfie larw zakazonych wyzsza dawka bakterii? W Dyskusji
wspomina Pan w tym kontekscie o metaloproteazie AprA obecnej w plynie
pohodowlanym Pseudomonas entomophila, ale czy jest to jedyny czynnik wirulencji,
ktéry moze by¢ ,.podejrzewany” o wywotanie immunoinhibicyjnego efektu wyzszej
dawki bakterii?

5. Rozdzial Materiaty i metody: opis procedury przygotowania preparatow
histologicznych jelit do badania w mikroskopie konfokalnym powinien si¢ znalezé na
poczatku a nie na korficu tego rozdziatu; po opisie metody wyznaczania krzywych
przezywalnosci zainfekowanych larw — taka kolejno$¢ wynika z kolejnosci prezentacji
wynikow i ich oméwienia w Dyskusji. Umieszczenie w rozprawie tego podrozdziatu
na koricu rozdzialu moze sprawia¢ wrazenie, ze Doktorant zapomniat o opisie tej
metody 1 w po$piechu dopisal ten opis na konicu rozdziatu

6. Zdjecia preparatow histologicznych przekrojéw poprzecznych jelit larw kontrolnych i
po infekcji, dokumentujgce zmiany w tym narzadzie powodowane przez bakterie, sg
malo czytelne. Powinny by¢ wigksze, bardziej wyrazne i porzadnie opisane, aby w
sposob bezsprzeczny pokaza¢ zmiany powodowane przez bakterie w tym narzadzie
np. wspomniang przez Doktoranta w tekécie: (1) kolonizacje komoérek Gobleta przez
bakterie i ich zaokraglenie (2) obecno$¢ bakterii poza §wiatlem jelita w przyleglych
tkankach: mig$niach otaczajacych jelito i w naczyniach krwionoénych - na zdjgciach
preparatéw histologicznych nie widzg opisanych efektow, obrazy sa dla mnie
nieczytelne. (3) Doktorant opisuje takze obecnos$¢ komérek apoptotycznych w $wietle
jelita owadow, ktérym podano plyn fizjologiczny — na zdjeciu wskazano strzatka jakas
komorke, ale powigkszenie jest tak male, Zze nie widze zmian, ktére moglyby
wskazywac na apoptozg. Autor nie thumaczy rowniez na jakiej podstawie wnioskuje o
apoptozie tych komorek. Dlaczego nie wskazano komorek apoptotycznych na
preparacie jelita larw nietknigtych, a sg one ,,wskazane™ na preparacie jelita larw,
ktorym podano PBS? To tylko niektore przyklady wskazujace na fakt, ze Doktorant
mogl bardziej starannie przedstawi¢ wyniki badan histologicznych.

7. Proszg réwniez Doktoranta o wskazanie, ktory z wynikéw rozprawy uwaza za
najcickawszy i wyjasnienie dlaczego?

PODSUMOWANIE

Powyzsze uwagi nie umniejszaja wartosci merytorycznej rozprawy, ktorg oceniam
bardzo wysoko. Autor rozprawy wykazal si¢ umiejetnodcig rozwiazywania problemdow
badawczych i nawigzywania wspdlpracy naukowej, dobrze wykorzystal wiele réznorodnych
metod biochemicznych, immunologicznych i molekularnych w celu realizacji postawionych
w pracy zadan badawczych oraz wykazal si¢ znajomoscia literatury przedmiotu. Wyniki
przedstawione w rozprawie doktorskiej sa oryginalnym rozwigzaniem problemu badawczego,
maja duza warto$¢ poznaweza odnosnie mechanizmow zlozonych interakeji owad-patogen,
otwieraja nowe perspektywy badawcze i maja aplikacyjny potencjat. Realizacja badan,
przedstawienie wynikéw doswiadczen i prawidlowo przeprowadzona dyskusja w rozprawie
oraz opublikowanie czg¢sci wynikéw w renomowanym czasopismie (Scientific Reports)
swiadcza o dobrym przygotowaniu Doktoranta do pracy naukowe;j.



Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr. Jakuba Kordaczuka w petni spetnia
wymogi okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789).
Wnoszg zatem o dopuszczenie Doktoranta przez Wysoka Rade Instytutu Nauk Biologicznych
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Z uwagi na wysokie walory poznawcze rozprawy i jej wklad w rozwoj nauk
biologicznych wnosze do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy i jej Autora stosowna

nagroda.
L. Gosmipiyia



