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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Jakuba Kordaczuka
pt. ,.Interakcja Galleria mellonella z bakterig entomopatogenna Pseudomonas entomophila. Zwigzki
bioaktywne w hemolimfie zakazonych owadow"
wykonanej w Instytucie Nauk Biologicznych, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,

pod kierunkiem dr hab. Iwony Wojdy, prof. UMCS w roli promotora.

Praca doktorska mgra Jakuba Kordaczuka ma posta¢ manuskryptu obejmujacego tacznie 180 stron
maszynopisu. Napisana zostata w uktadzie typowym dla prac doktorskich z zakresu dyscypliny nauk
biologicznych. Sktada sie ze Wstgpu (57 str.), poprzedzonego wykazem skrétéw (1 str.), Streszczenia
w jezyku polskim i angielskim (po 3 str.), Celu pracy (1 str.), Materialu i Metod (28 str.), Wynikow
(40 str.), Dyskusji (16 str.), Wnioskéw (2 str.), wykazu Literatury liczacego 258 pozycji oraz wykazu tabel
i rycin (4 str.). Badania przeprowadzono w ramach dwoch projektow badawczych: NCN OPUS oraz
projektu badawczego mtodych naukowcow UMCS. Warto nadmienié¢, ze mgr Jakub Kordaczuk jest takze
wspolautorem trzech prac eksperymentalnych, dwoch przegladowych oraz jednego rozdzialu ksigzki.
W sumie jest wspotautorem az 6 publikacji o sumarycznym wspotezynniku IF 33,4, opublikowanych
w latach 2019-2022. Wedtug mnie jest to duze osiagniecie zastugujace na pochwalg. Szczegdlnie wazng
pozycje stanowi publikacja z 2022 w Scientific Reports, pt.: ,,Cationic protein 8 plays multiple roles

in Galleria mellonella immunity” ktéra zawiera cze$¢ wynikéw badan rozprawy Doktoranta.

Poprawnie napisany, Wstep sprawnie wprowadza czytelnika w zagadnienia bgdace przedmiotem
rozprawy. Rozdziat ten, to syntetyczne przedstawione najwazniejsze informacje dotyczace charakterystyki
molekularnych podstaw interakcji gospodarz-patogen, ze zwroceniem szczegdlnej uwagi na bialka
i peptydy biorgce udziat w tej odpowiedzi oraz organizm modelowy Galeria mellonella bgdgcy materiatem
badawczym pracy doktorskiej. Przedstawia szczegélne cechy tego owada predysponujace go do miana
organizmu modelowego, opisujac jego budowe, cykl rozwojowy i wymogi srodowiskowe. Nastepnie
charakterystyka bakterii P. enfomophila dopetnia obraz catego uktadu biologicznego bedacego tematem
rozprawy. Autor przeprowadza wyczerpujacy przeglad aktualnego stanu piSmiennictwa z tego zakresu,

wykazujac si¢ dobra znajomoscig przedmiotu.
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»Celem pracy”, byla identyfikacja oraz charakterystyka funkcjonalna polipeptyddw, ktore
zaangazowane sg w odpowiedz humoralng G. mellonella.

Opis Materialu badawczego i zaprojektowanych eksperymentdéw jest zrozumiaty i w wykonaniu
prawidtowy. Jest to obszerna cze$¢ dysertacji, wynikajaca ze zrozumialej rozbudowanej czesci
eksperymentalnej bardzo szczegétowo opisane;.

Wyniki zostaly przedstawione bardzo starannie, ich dokumentacja jest czytelna i estetyczna. Jestem
pod ogromnym wrazeniem tego rozdzialu rozprawy. Naprawde godne zauwazenia sa samodzielnie
przygotowane ryciny podsumowujgce i wyjasniajace ztozonos¢ tematu badawczego. Jakos¢ i precyzja
wykonania wszystkich analiz laboratoryjnych to obraz warsztatu biologa na wysokim poziomie.

Dyskusja zostata napisana w sposdb wyczerpujacy, poruszone zostato w niej wiele istotnych aspektow
zwigzanych z wynikami i ich odniesieniem do literatury przedmiotu. Na tle danych z pi$miennictwa
mgr Jakub Kordaczuk przeprowadza w rozdziale Dyskusja analize wlasnych, wybranych rezultatow,
dyskutujgc po kolei wyniki kazdego zadania badawczego. Najobszerniej, krok po kroku, omawia kolejno
role i znaczenie zidentyfikowanych, nowych bialek. Warte zauwazenia sg pytania i watpliwosci konczace
ten rozdziat pracy, co jest waznym aspektem pracy eksperymentalnej. Calo$¢ rozprawy zakonczyl rozdzial
»Wnioski”, ktory zawiera omowienie wynikow i z tego wzgledu nazwatabym ten rozdziat ,,Podsumowanie
i wnioski”. Wnioski odpowiadajg w pelni na postawione cele pracy, ktore zostaly osiagniete.

Cytowana literatura liczy 258 pozycji, w duzej mierze sg to publikacje z ostatnich lat, co rowniez

$wiadczy o aktualnosci zagadnienia. Strone redakcyjng pracy oceniam pozytywnie.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY
Wybrany temat pracy uwazam za uzasadniony i bardzo wazny w wykorzystaniu badan proteomicznych
modelu badawczego G. melllonella, zarbwno w aspekcie immunologicznym, jak i mikrobiologicznym
w badaniach wirulencji i nowych terapii dla najwazniejszych bakterii chorobotworczych, wyznaczajac
nowe perspektywy monitorowania interakcji gospodarz-patogen. Badania naukowe Pana Jakuba
Kordaczuka oraz calego zespotu badawczego dr hab. Iwony Wojdy, prof. UMCS wpisuja si¢ w potrzebe
badan tego zagadnienia. Zaawansowane metody proteomiczne i badanie poziomu ekspresji genow
kodujgcych peptydy odpornosciowe wykorzystywane w tej pracy doktorskiej znacznie poszerzajg wiedze
w tym zakresie. Szczeg6lnie wazne sg badania dotyczace nowych polipeptydéw antybakteryjnych. Nalezy
pamieta¢, ze takze dostepnos¢ kompleksowego transkryptomu G. mellonella umozliwia dalsza
szczegolowa analize molekularng jego odpowiedzi immunologicznej dodatkowo poprzez profilowanie
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transkrypeyjne i regulacje potranskrypcyjna. Wybor larw G. mellonella jako organizmu modelowego
do badania patogenezy bakteryjnej czy grzybiczej jest powszechny. Larwy G. mellonella sa tatwo dostepne
w duzych ilodciach przy niskich kosztach. Ich wiekszy rozmiar (2-3 ¢cm) w stosunku do innych owadow
modelowych, np. Drosophila melanogaster czyni je podatnymi na eksperymenty wymagajacych wigkszych
objetosci hemolimfy, hemocytéw i rozpuszczalnych czynnikéw immunologicznych, stosowanym
do badania mechanizmoéw odpornosci wrodzonej, jak roéwniez do testowania wirulentnosci patogenow
ludzkich. W odpowiedzi na infekcje bakteryjne G. mellonella wytwarza szereg peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (AMP) i innych biatek zwigzanych z ukladem odpornosciowym, ktore
pomagajg zwalczaé patogeny. Oprocz odpowiedzi immunologicznej gospodarza, bakterie moga réwniez
wytwarza¢ czynniki wirulencji, ktore moga przeciwdziala¢ obronie immunologicznej gospodarza.
Na przyklad niektore patogeny bakteryjne mogg wydziela¢ toksyny, ktore moga zabija¢ lub uposledzac
funkcje komorek odpornosciowych, w tym komérek G. mellonella. Zrozumienie wzajemnego
oddziatywania miedzy odpowiedzig immunologiczng gospodarza a czynnikami wirulencji bakterii jest
wazne dla opracowania nowych strategii zwalczania infekcji bakteryjnych. Te dwa elementy zostaly
sprawnie przedyskutowane w ocenianej pracy co potwierdza kompleksowos$¢ i wartosciowose tej
rozprawy.

Waznym aspektem pracy jest poréwnywanie biatek immunogennych w polaczeniu elektroforezy
trycynowej i glicynowej (SDS-PAGE) z bardziej skutecznymi technikami proteomicznymi, takimi jak
HPLC potaczona z spektrometria mas. Takie podejscie pozwolito na dokltadniejszg identyfikacj¢ bialek
hemolimfy, poprawiajac w ten sposéb identyfikacje wzorcéw odpornosciowych. Peptydy te mogg miec
ogromne znaczenie w poszukiwaniu nowych metod terapeutycznych oraz w zrozumieniu kluczowych
etapéw odpowiedzi odpornosciowej owada. Dlatego uwazam, ze oprocz wymiaru poznawczego
prezentowane wyniki mogg majg réwniez aspekt praktyczny.

Reasumujac wysoko oceniam rozprawe doktorskg mgra Jakuba Kordaczuka. Uzyskane wyniki
sg niewatpliwie cenne i znaczaco poszerzaja nasza wiedzg na temat biatek, ktore sa waznym elementem
w odpowiedzi wrodzonej G. mellonella na zakazenie Pseudomonas entomophila. Odpowiednio dobrana
metodologia oraz réznorodnos¢ przeprowadzonych analiz $wiadcza o kompleksowym podejsciu do
rozwigzania problemu badawczego. Praca charakteryzuje si¢ duza wartoscia poznawcza, nowatorskim
charakterem i szerokim zakresem badan. Swiadczy to o duzej samodzielnosci naukowej i badawczej
Doktoranta, swobodzie poruszania si¢ w zagadnieniach biochemicznych i analitycznych, a takze o jego
rzetelnosci badawczej.
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Podsumowujac, uzyskane przez mgra Jakuba Kordaczuka wyniki wnosza istotny element nowosci
do wiedzy dotyczacej biatek i peptydow w odpowiedzi odpornosciowej owadow na zakazenie. Jest to
pierwsze, obszerne opracowanie poswiecone kolejnym aktywnym bialkom u G. mellonella. Przybliza to
nas do zrozumienia funkcjonowania i réwnowagi ztozonego uktadu odpornosciowego owadow.
KOMENTARZE, PYTANIA I ZAGADNIENIA DO DYSKUSIJI

Po przeczytaniu przedstawionej mi do recenzji pracy nasungly mi si¢ nastgpujace komentarze/
zagadnienia do dyskusji, prosze wiec Doktoranta o ustosunkowanie si¢ do nich:

- Co zdaniem Doktoranta bylo najwiekszym osiagnieciem Jego pracy i dlaczego?
- Prosze o opinie na temat praktycznego, aplikacyjnego aspektu otrzymanych wynikéw rozprawy
doktorskiej. Co dalej z wynikami badan?
NAJWAZNIEJSZE OSIAGNIECIA NAUKOWE
W moim mniemaniu najwazniejsze osiggniecia naukowe zaprezentowane w przedstawionej mi do oceny
rozprawie doktorskiej to:
- charakterystyka reakcji odpornosciowej Galeria mellonella na zakazenie P. entomophila, majace]
charakter systemowy
- identyfikacja i charakterystyka bialek i1 peptydow w hemolimfie G. mellonella zakazonego
entomopatogenem (6 zwigzkow bioaktywnych)
- analiza wilasciwosci 1 funkcji trzech nowych biatek, GmCP8, Ebsp3, OBP7 w aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowe;j

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgra Jakuba Kordaczuka w pelni spelnia wymagania
stawiane tego typu pracom naukowym, poniewaz stanowi oryginalne rozwigzanie waznego problemu
naukowego, dotyczacego charakterystyki biatek odpornosciowych w odpowiedzi humoralnej owadow,
a takze potwierdza, ze Doktorant posiada ogélng wiedzg teoretyczng w dyscyplinie nauk biologicznych
oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

WNIOSKI KONCOWE

Podsumowujac uwazam, ze przedtozona do oceny praca doktorska posiada wlasciwg konstrukeje,
przyjeta przy tego typu opracowaniach. Napisana jest poprawnym jezykiem i dobrze ilustrowana.
Zastosowane metody sa dowodem bardzo dobrego przygotowania i opanowania przez Doktoranta trudnego

warsztatu badawczego. Uzyskane wyniki przynosza wiele wartosciowych informacji o charakterze
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nowatorskim. Co wiecej, wyniki recenzowanych badan, poza aspektem poznawczym, mogg by¢
praktycznie wykorzystane w biotechnologii.

Przedstawiona do oceny praca zatytulowana ,Interakcja Galleria mellonella z bakterig
entomopatogenng Pseudomonas entomophila. Zwiazki bioaktywne w hemolimfie zakazonych owadow”
w pelni odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim. Stwierdzenie to upowaznia mnie
do przedstawienia Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Nauk biologicznych Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej wniosku o dopuszczenie jej Autora, mgra Jakuba Kordaczuka do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Dr hab. Elzbieta .opienska-Bigrnat, prof. UWM
ﬁ%%q/z T,
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