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dr hab. Radostaw Stachowiak

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Jakuba Kordaczuka, pt.:

LInterakcja Galleria mellonella z bakteriag entomopatogenng Pesudomonas
entomophila. Zwigzki bioaktywne w hemolimfie zakazonych owadow"
wykonanej w Instytucie Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-
Sklodowskiej pod kierunkiem dr hab. Iwony Wojdy, prof. UMCS.

Owady posiadajq rozliczne mechanizmy obrony przed mikroorganizmami
patogennymi i cho¢ sgq one duzo mniej ztozone niz w przypadku ssakéw
to jednak =zaskakuja swoim wyrafinowaniem i skutecznosciq.
Zawdzieczaja to roéznorodnosci funkcjonalnej stosowanych Srodkéw
obronnych, wyrdézniamy tu zaréwno odporno$¢ humoralng jak i
komorkowq. Chociaz owady polegajg tylko na odpornosci wrodzonej to
mozna zaobserwowac¢ réwniez pewne analogie do odpornosci nabytej,
dzieki ktdrym owady wykazujq lepszgq odpowiedz wzgledem patogendw, z
ktérymi miaty juz wczesniejszy kontakt. Juz samo to sprawia, ze badanie
interakcji pomiedzy organizmem owada a bakteria patogenng jest
niezwykle ciekawe i uzyteczne. Ponadto, jak stusznie podkreslit w swojej
rozprawie pan mgr Jakub Kordaczuk, badania takich interakcji z
wykorzystaniem owadow jako modelu badawczego jest bardzo korzystne
ekonomicznie i nie wywotuje watpliwosci natury etycznej. Co wiecej,
rozszerzenie wiedzy o mechanizmach patogenezy Pesudomonas entomophila
moze mie¢ wymiar praktyczny przy opracowywaniu nowych

bioinsektycyddéw.
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Recenzowana rozprawa doktorska ma forme spdjnego tematycznie
opracowania o klasycznym uktadzie, typowym dla prac o charakterze
eksperymentalnym, z podziatem na Streszczenie (w jezyku polskim i
angielskim), Wstep, Cel pracy, Materiaty i Metody, Analiza wynikdw,
Dyskusje, Wnioski i Literature. Dodatkowo, praca zawiera pomocne
elementy: wykaz (licznych) skrétow stosowanych w pracy, spis elementow
graficznych (tabele i ryciny) oraz informacje na temat zrodta finansowania

dorobku i opublikowania wynikow pracy.

Rozprawa jest przygotowana starannie pod wzgledem jezykowym, zawiera
jedynie drobne niedociggniecia czy niezreczne sformutowania oraz skroty
myslowe, ktére jednak sg nieliczne i w zwigzku z tym, nie wptywajg na
pozytywny odbior catosci rozprawy. Natomiast praca mogtaby byc lepiej
rozplanowana pod wzgledem graficznym, utozenie tabel i rycin czesto
zaburza ukfad tekstu i nie jest dopasowane do wymiaréow strony. W
niektorych przypadkach sg tez mato czytelne (szczegdlnie ryc. 1), niektére
ryciny sg niepotrzebnie zapozyczone i zaprezentowane w stabej jakosci.
Szczegolnie, ze w przypadkach, kiedy Doktorant prezentuje ryciny wtasnego

autorstwa, sg one bardzo atrakcyjne i dobrej jakosci.

Obszerny wstep do rozprawy w bardzo dobrym stopniu wprowadza czytelnika
do tematyki badan. Pierwszy podrozdziat wstepu zawiera podstawowe i w
zupetnosci wystarczajace informacje na temat owadziego modelu uzytego
do badan w tej pracy. W drugim podrozdziale Autor poswieca juz wiecej
uwagi mechanizmom odpornosciowym u owadow, szczegbétowo omawiajac
kolejne elementy obrony przed patogenami. Wprowadzenie wienczy
podrozdziat o tytule ,interakcje gospodarz patogen”. Zgodnie z tytutem
zawiera wiele ciekawych informacji o czynnikach wptywajacych na
funkcjonowanie uktadu odpornosciowego owaddow. Rozdziat zawiera tez,
juz niekoniecznie zgodnie z tytutem, ogdlng charakterystyke drugiego z
organizmdéw wykorzystanych w pracy - bakterii Pesudomonas entomophila.
Wszystkie informacje sg przedstawione jasno i zrozumiale, cho¢ Autor nie
ustrzegt sie przed drobnymi uproszczeniami i skrotami myslowymi, takimi
jak ,szybkos¢ AMP”, czy ze ,produkty (gendw) cechujg sie wysokg
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patogennoscia wobec owadéw”. WsSrod podanych informacji zbyt
zawezona zostata definicja fagocytozy (str. 38), ktéra sugeruje, ze jest to
proces tylko i wytgcznie eliminacji ciat obcych. Nie moge sie tez zgodzic z
zamiennym uzywaniem poje¢ opornos¢ i odpornos¢. Z pojec
podstawowych niewtasciwe jest nazywanie rzesek bakteryjnych ,wiciami”
(te wystepuja u eukariontow). Nie nalezy tez juz stosowac terminu
.laseczki” do opisu Gram-dodatnich pateczek. Poza wspomnianymi
detalami nie stwierdzam wiekszych nieprawidfowosci, we wstepie nie
brak Zzadnych informacji, rozdziat ten zawiera kompletne kompendium

wiedzy na wszystkie zagadnienia jakie zostaty poruszone w przedstawionej

pracy.

Cel pracy zostat bardzo doktadnie przedstawiony, w formie

wypunktowanych  zadanh. Eksperymenty zostaty bardzo dobrze
zaplanowane, kolejne doswiadczenia prowadzg do coraz lepszej

charakterystyki mechanizmoéw obronnych G. mellonella.

Cze$¢ metodyczna pracy zostata przedstawiona w postaci scalonego
rozdziatu zawierajacego zaréwno materiaty, jak i metody. Opisy metod sq
niezwykle skrupulatne i szczegdétowe, mogtyby byé zasadniczo bardziej
ogo6lne, szczegdlnie w przypadku opisu rutynowych procedur jak
wyznaczanie miana bakteryjnego czy pomiar koncentracji biatek dobrze
znang metoda Bradford’a. Nie jest to oczywiscie zadnego rodzaju btad,
jedynie spostrzezenie, iz praca mogtaby byc¢ istotnie skrécona bez

uszczerbku dla przekazu merytorycznego.

Pan mgr Jakub Kordaczuk bardzo dobrze przeprowadzit i opisat

doswiadczenia. Pierwszy rozdziat analizy wynikéw zawiera opis

doswiadczen infekcyjnych. Z poczatku, pracujac z szerokim spektrum
dawek infekcyjnych Autor zbadat zaleznos$¢ S$miertelnosci od dawki i
czasu infekcji. Doswiadczenia te pozwolity wytypowac¢ 2 dawki (niska i
wysoka) stosowane w dalszej czesci pracy. Nastepnie Autor zmierzyt
aktywnos¢ odpornosciowg, jako wyznacznika uzywajac indukcji
aktywnosci przeciwbakteryjnej. Rozdziat ten pozostawia pewien niedosyt
uzyskanych informacji, w szczegdlnosci w zestawieniu z pozostatymi
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sekcjami pracy. Nie sposdéb z uzyskanych wynikow wywnioskowa¢, kiedy i
w jakim tempie pojawia sie odpornos¢, czy potem utrzymuje sie na
wzglednie statym poziomie, czy cechuje ja pewna dynamika? Dane
uzyskane dla odpowiedzi skierowanej przeciwko E. coli (ryc. 13A) sg
mato przekonywujgce, wydajg sie raczej wynika¢ z btedu niz opisywac
dynamike poziomu odpornosci przeciwbakteryjnej. Niewatpliwym
osiggnieciem tej czesci doswiadczen jest wykazanie, ze immunizacja
tylko niskg dawkg bakterii prowadzi do powstania odpowiedzi
odpornosciowej. Co ciekawe, w kolejnym rozdziale Doktorant pokazuje,
ze w obu przypadkach, zaréwno po immunizacji niskg, jak i wysokg
dawka, w hemolimfie pojawiajgq sie nisko-czgsteczkowe peptydy,
najprawdopodobniej AMP. W kolejnym rozdziale mgr Kordaczuk wykazat,
ze zakazenie przez P. entomophila wptywa na ekspresje biatek i
peptydow odpornosciowych. Dalej, by pozna¢ rdéznice w pomiedzy
larwami zakazanymi niskg i wysoka dawka, Autor szczegdtowo analizuje
ich profile biatkowe przy wspotudziale pracowni biochemii analitycznej
Uniwersytetu Jagielonskiego oraz komercyjnego laboratorium
spektroskopii mas. Przeprowadzone analizy proteomiczne pozwolity
zidentyfikowac i wytypowac obiekty do dalszych badan. Szkoda, ze chotd
udato sie oczysci¢ az 6 polipeptyddéw, tylko 3 z nich zostato doktadniej
zbadanych. Jakie byt kryteria tego wyboru? Pierwszym z wytypowanych
byto biatko GmCP8. To zdecydowanie najlepiej przebadane biatko w tej
pracy, nalezy tez podkresli¢ ze wyniki z tej czesci pracy zostaty juz
opublikowane. Biatko to wykazuje istotng aktywnos¢ przeciwko
wszystkim przebadanym drobnoustrojom juz w stezeniu mikromolarnym.
Autor okreslit tez mechanizm dziatania GmCP8, ktéry polega na perforacji
btony komédrkowej oraz zmienia jej strukture. Moje jedyne pytanie i
watpliwos¢ do tego znakomitego rozdziatu to dlaczego zdefiniowano
100% aktywnosci jako efekt dziatania 5 pM stezenie cekropiny? I
dlaczego porownywano je w nieréwnym stosunku molarnym? Witasciwym
wyznacznikiem efektywnosci bytoby pordwnanie 5 puM GmCP8 z takim
samym stezeniem cekropiny. Szkoda, ze nie wszystkie wfasciwosci
opisane w publikacji (Kordaczuk i wsp. 2022) znalazty sie w pracy
doktorskiej, gdyz GmCP8 okazuje sie by¢ niezwykle ciekawym biatkiem
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wielofunkcyjnym. Kolejne biatko, Ebsp3 to bardzo szybko dziatajacy
czynnik przeciwbakteryjny, ktéory wykazuje aktywnos$¢ bakteriobdjcza juz
bezposrednio po dodaniu do bakterii. Jednoczesnie réwnie szybko traci
tez te aktywnosc¢. Doktorant po przeprowadzeniu analizy
elektroforetycznej i aktywnosci proteolitycznej P. entomophila wnioskuje,
ze powodem szybkiej utraty aktywnosci jest degradacja proteolityczna.
Jednak na rycinie 26A nie dostrzegam S$ladéw degradacji, tylko brak
biatka w probce po inkubacji z zawiesing bakterii. Sama aktywnosc¢
proteolityczna P. entomophila nie jest ani wyjatkowa, ani nie stanowi
bezposredniego dowodu na proteolize Ebsp3. Czy nie jest mozliwy inny
mechanizm inaktywacji tego biatka, jak trwate zwigzanie z powierzchnig
bakterii lub innych biatek? Nie moge tez sie zgodzi¢ z tytutem rozdziatu
4.4.3. Autor wykazat w tym rozdziale niezwykle intrygujgcqg i unikalng
wiasciwos¢  biatka  Ebsp3, jaka jest zachowanie  aktywnosci
przeciwbakteryjnej pomimo rozcienczenia do stezen nanomolarnych.
Niemniej jednak przeprowadzone doswiadczenie nie modwi nam nic
odnosnie sposobu dziatania Ebsp3. Ostatnie z wybranych biatek - OBP7
zostato zbadane w najmniejszym stopniu. Doktorant wykazat jego
aktywnos¢ wobec trzech reprezentatywnych drobnoustrojow. Dalsze
eksperymenty wymagataby wiekszej dostepnosci preparatu, z czym

wedle podanych informacji, byt istotny problem.

W przeprowadzonych badaniach wyrazne zabrakifo jednego ustalonego
schematu. Czy byt jakis powdd, przestanki odnos$nie przewidywanej
aktywnosci, dla ktérego Autor wuzyt wybranych drobnoustrojow?
Zastosowanie tego samego zestawu mikroorganizméw dla wszystkich
trzech badanych biatek odpornosciowych datoby peten obraz
specyficznosci aktywnosci. Mam tez zastrzezenie odnosnie analizy
perforacji btony bakteryjnej tylko dla GmCP8. Dysponujac juz gotowym
narzedziem badawczym, mozna by przy niewielkim naktadzie pracy
odpowiedzie¢ na istotne pytanie - jaki jest mechanizm dziatania
pozostatych czynnikéw odpornosciowych? Wielce prawdopodobne, ze test
datby wynik negatywny, a do doktadnego ustalenia szczegdtowego

mechanizmu dziatania bytaby jeszcze daleka droga, niemniej samo
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ustalenie czy jest to perforacja btony czy inny sposdob dziatania juz
bytoby cenng informacjgq. Drobne zastrzezenie natury redakcyjnej mam
do nomenklatury biatek, ktédrych nazwy nie powinny by¢ pisane kursywq
tak jakby to byty nazwy genow. Nalezatoby tez zaktualizowad

nomenklature rodzaju Salmonella.

Rozprawe doktorskg podsumowuje bardzo dobra i obszerna dyskusja, w ktérej
Doktorant rzeczowo i wyczerpujgco omawia uzyskane wyniki i przedstawia je
w kontekscie aktualnych, odpowiednio dobranych pozycji literaturowych. W
szczegdblnosci, Autor wyjasnia intrygujgace wyniki wskazujgace na putap dawki
infekcyjnej, powyzej ktérego reakcja odpornosciowa nie jest juz generowana.
Wedftug hipotezy van Baalen'a miatoby to by¢ spowodowane oszczedzaniem
zasobdéw organizmu, ktére mogtyby by¢ przeznaczone na inne cele jak
reprodukcje. Jest to pewne wyjasnienia dla postaci dorostej, ale nie larw na
ktérych byly przeprowadzone badania. Dlatego bardzo dobrze, Zze Autor
podaje inne wyjasnienia, szczegdlnie dobrze Zze uwzglednit drugg strone
interakcji gospodarz-patogen, jaka sq tu bakterie uzyte do infekcji. Wysoce
prawdopodobne jest tu prostsze wyjasnienie ze patogen przetamat obrone
gospodarza przy pomocy czynnikdw patogenezy, chociazby wskazanych przez

Autora proteaz.

Podsumowujgc, rozprawe doktorskgq oceniam jako dobra. Doktorant
zrealizowat postawione cele naukowe, uzyskujac wyniki o duzej wartosci
poznawczej oraz potencjale aplikacyjnym w wielu gateziach biotechnologii.
Réwnie wysoko oceniam odpowiedni dobdor metodyki oraz sposoéb
zaplanowania eksperymentow. Wiekszos¢ zadan badawczych zostata
zrealizowana bez zarzutu, z drobnym wyjatkiem opisanych powyzej ostatnich
dwoéch zadan badawczych majacych na celu charakterystyke biatek
odpornosciowych. Na wyrdznienie zastuguje bardzo rozbudowana dyskusija,
zawierajagca bardzo dobre podsumowanie osiggnie¢ pracy a takze

interpretacje i krytyczng dyskusje uzyskanych wynikow.
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Whniosek koncowy

W mojej opinii oceniana rozprawa w pelni spetnia wymogi ustawowe stawiane
pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym, zwracam sie do Rady Naukowej
Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie o
dopuszczenie Pana magistra Jakuba Kordaczuka do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Dr hab. Radostaw Stachowiak
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