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dr hab. Radosław Stachowiak

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Jakuba Kordaczuka, pt.:

„Interakcja Galleria mellonella z bakterią entomopatogenną Pesudomonas
entomophila. Związki bioaktywne w hemolimfie zakażonych owadów"

wykonanej w Instytucie Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-

Skłodowskiej pod kierunkiem dr hab. Iwony Wojdy, prof. UMCS.

 Owady posiadają rozliczne mechanizmy obrony przed mikroorganizmami

patogennymi i choć są one dużo mniej złożone niż w przypadku ssaków

to  jednak  zaskakują  swoim  wyrafinowaniem  i  skutecznością.

Zawdzięczają  to  różnorodności  funkcjonalnej  stosowanych  środków

obronnych,  wyróżniamy  tu  zarówno  odporność  humoralną  jak  i

komórkową.  Chociaż  owady  polegają  tylko  na  odporności  wrodzonej  to

można  zaobserwować  również  pewne  analogie  do  odporności  nabytej,

dzięki którym owady wykazują lepszą odpowiedź względem patogenów, z

którymi miały już wcześniejszy kontakt. Już samo to sprawia, że badanie

interakcji  pomiędzy  organizmem  owada  a  bakterią  patogenną  jest

niezwykle ciekawe i użyteczne. Ponadto, jak słusznie podkreślił w swojej

rozprawie  pan  mgr  Jakub  Kordaczuk,  badania  takich  interakcji  z

wykorzystaniem owadów jako modelu badawczego jest bardzo korzystne

ekonomicznie  i  nie  wywołuje  wątpliwości  natury  etycznej.  Co  więcej,

rozszerzenie  wiedzy  o  mechanizmach  patogenezy  Pesudomonas entomophila

może  mieć  wymiar  praktyczny  przy  opracowywaniu  nowych

bioinsektycydów.
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Recenzowana  rozprawa  doktorska  ma  formę  spójnego  tematycznie

opracowania  o  klasycznym  układzie,  typowym  dla  prac  o  charakterze

eksperymentalnym,  z  podziałem  na  Streszczenie  (w  języku  polskim  i

angielskim),  Wstęp,  Cel  pracy,  Materiały  i  Metody,  Analiza  wyników,

Dyskusję,  Wnioski  i  Literaturę.  Dodatkowo,  praca  zawiera  pomocne

elementy: wykaz (licznych) skrótów stosowanych w pracy, spis elementów

graficznych (tabele i  ryciny) oraz informacje na temat źródła finansowania

dorobku i opublikowania wyników pracy.

Rozprawa jest  przygotowana starannie  pod  względem językowym, zawiera

jedynie  drobne  niedociągnięcia  czy  niezręczne  sformułowania  oraz  skróty

myślowe,  które  jednak  są  nieliczne  i  w  związku  z  tym,  nie  wpływają  na

pozytywny  odbiór  całości  rozprawy.  Natomiast  praca  mogłaby  być  lepiej

rozplanowana  pod  względem  graficznym,  ułożenie  tabel  i  rycin  często

zaburza  układ  tekstu  i  nie  jest  dopasowane  do  wymiarów  strony.  W

niektórych przypadkach są też mało czytelne (szczególnie ryc. 1), niektóre

ryciny  są  niepotrzebnie  zapożyczone  i  zaprezentowane  w  słabej  jakości.

Szczególnie, że w przypadkach, kiedy Doktorant prezentuje ryciny własnego

autorstwa, są one bardzo atrakcyjne i dobrej jakości.

Obszerny wstęp   do rozprawy w bardzo dobrym stopniu wprowadza czytelnika

do tematyki badań. Pierwszy podrozdział wstępu zawiera podstawowe i w

zupełności wystarczające informacje na temat owadziego modelu użytego

do badań w tej pracy. W drugim podrozdziale Autor poświęca już więcej

uwagi mechanizmom odpornościowym u owadów, szczegółowo omawiając

kolejne  elementy  obrony  przed  patogenami.  Wprowadzenie  wieńczy

podrozdział  o  tytule  „interakcje gospodarz  patogen”.  Zgodnie  z  tytułem

zawiera  wiele  ciekawych  informacji  o  czynnikach  wpływających  na

funkcjonowanie  układu  odpornościowego owadów.  Rozdział  zawiera  też,

już niekoniecznie zgodnie z tytułem, ogólną charakterystykę drugiego z

organizmów  wykorzystanych  w  pracy  -  bakterii  Pesudomonas  entomophila.

Wszystkie informacje są przedstawione jasno i zrozumiale, choć Autor nie

ustrzegł się przed drobnymi uproszczeniami i skrótami myślowymi, takimi

jak  „szybkość  AMP”,  czy  że  „produkty  (genów)  cechują  się  wysoką
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patogennością  wobec  owadów”.  Wśród  podanych  informacji  zbyt

zawężona została definicja fagocytozy (str. 38), która sugeruje, że jest to

proces tylko i wyłącznie eliminacji ciał obcych. Nie mogę się też zgodzić z

zamiennym  używaniem  pojęć  oporność  i  odporność.  Z  pojęć

podstawowych niewłaściwe jest nazywanie rzęsek bakteryjnych „wiciami”

(te  występują  u  eukariontów).  Nie  należy  też  już  stosować  terminu

„laseczki”  do  opisu  Gram-dodatnich  pałeczek.  Poza  wspomnianymi

detalami  nie  stwierdzam  większych  nieprawidłowości,  we  wstępie  nie

brak  żadnych  informacji,  rozdział  ten  zawiera  kompletne  kompendium

wiedzy na wszystkie zagadnienia jakie zostały poruszone w przedstawionej

pracy.

Cel  pracy   został  bardzo  dokładnie  przedstawiony,  w  formie

wypunktowanych  zadań.  Eksperymenty  zostały  bardzo  dobrze

zaplanowane,  kolejne  doświadczenia  prowadzą  do  coraz  lepszej

charakterystyki mechanizmów obronnych G. mellonella.

Część  metodyczna   pracy  została  przedstawiona  w  postaci  scalonego

rozdziału zawierającego zarówno materiały, jak i metody. Opisy metod są

niezwykle  skrupulatne  i  szczegółowe,  mogłyby  być  zasadniczo  bardziej

ogólne,  szczególnie  w  przypadku  opisu  rutynowych  procedur  jak

wyznaczanie miana bakteryjnego czy pomiar  koncentracji  białek dobrze

znaną metodą Bradford’a.  Nie  jest  to  oczywiście  żadnego rodzaju błąd,

jedynie  spostrzeżenie,  iż  praca  mogłaby  być  istotnie  skrócona  bez

uszczerbku dla przekazu merytorycznego. 

Pan  mgr  Jakub  Kordaczuk bardzo  dobrze  przeprowadził  i  opisał

doświadczenia.  Pierwszy  rozdział  analizy  wyników   zawiera  opis

doświadczeń  infekcyjnych.  Z  początku,  pracując  z  szerokim  spektrum

dawek  infekcyjnych  Autor  zbadał  zależność  śmiertelności  od  dawki  i

czasu  infekcji.  Doświadczenia  te  pozwoliły  wytypować  2  dawki  (niską  i

wysoką)  stosowane  w   dalszej  części  pracy.  Następnie  Autor  zmierzył

aktywność  odpornościową,  jako  wyznacznika  używając  indukcji

aktywności przeciwbakteryjnej. Rozdział ten pozostawia pewien niedosyt

uzyskanych  informacji,  w  szczególności  w  zestawieniu  z  pozostałymi
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sekcjami pracy. Nie sposób z uzyskanych wyników wywnioskować, kiedy i

w  jakim  tempie  pojawia  się  odporność,  czy  potem  utrzymuje  się  na

względnie  stałym  poziomie,  czy  cechuje  ją  pewna  dynamika?  Dane

uzyskane  dla  odpowiedzi  skierowanej  przeciwko  E.  coli (ryc.  13A)  są

mało  przekonywujące,  wydają  się  raczej  wynikać  z  błędu  niż  opisywać

dynamikę  poziomu  odporności  przeciwbakteryjnej.  Niewątpliwym

osiągnięciem  tej  części  doświadczeń  jest  wykazanie,  że  immunizacja

tylko  niską  dawką  bakterii  prowadzi  do  powstania  odpowiedzi

odpornościowej.  Co ciekawe,  w kolejnym rozdziale  Doktorant  pokazuje,

że  w  obu  przypadkach,  zarówno  po  immunizacji  niską,  jak  i  wysoką

dawką,  w  hemolimfie  pojawiają  się  nisko-cząsteczkowe  peptydy,

najprawdopodobniej AMP. W kolejnym rozdziale mgr  Kordaczuk wykazał,

że  zakażenie  przez  P.  entomophila wpływa  na  ekspresje  białek  i

peptydów  odpornościowych.  Dalej,  by  poznać  różnice  w  pomiędzy

larwami zakażanymi niską i wysoka dawką, Autor szczegółowo analizuje

ich  profile  białkowe  przy  współudziale  pracowni  biochemii  analitycznej

Uniwersytetu  Jagielońskiego  oraz  komercyjnego  laboratorium

spektroskopii  mas.  Przeprowadzone  analizy  proteomiczne  pozwoliły

zidentyfikować i wytypować obiekty do dalszych badań. Szkoda, że choć

udało  się  oczyścić  aż  6 polipeptydów,  tylko  3 z  nich zostało  dokładniej

zbadanych.  Jakie był kryteria tego wyboru? Pierwszym z wytypowanych

było  białko  GmCP8.  To zdecydowanie  najlepiej  przebadane białko  w tej

pracy,  należy  też  podkreślić  że  wyniki  z  tej  części  pracy  zostały  już

opublikowane.  Białko  to  wykazuje  istotną  aktywność  przeciwko

wszystkim przebadanym drobnoustrojom już w stężeniu mikromolarnym.

Autor określił też mechanizm działania GmCP8, który polega na perforacji

błony  komórkowej  oraz  zmienia  jej  strukturę.  Moje  jedyne  pytanie  i

wątpliwość  do  tego  znakomitego  rozdziału  to  dlaczego  zdefiniowano

100%  aktywności  jako  efekt  działania  5  mM  stężenie  cekropiny?  I

dlaczego porównywano je w nierównym stosunku molarnym? Właściwym

wyznacznikiem  efektywności  byłoby  porównanie  5  mM  GmCP8  z  takim

samym  stężeniem  cekropiny.  Szkoda,  że  nie  wszystkie  właściwości

opisane  w  publikacji  (Kordaczuk  i  wsp.  2022)  znalazły  się  w  pracy

doktorskiej,  gdyż GmCP8 okazuje się  być  niezwykle  ciekawym białkiem
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wielofunkcyjnym.  Kolejne  białko,  Ebsp3  to  bardzo  szybko  działający

czynnik przeciwbakteryjny, który wykazuje aktywność bakteriobójczą już

bezpośrednio  po  dodaniu  do  bakterii.  Jednocześnie  równie  szybko  traci

też  tę  aktywność.  Doktorant  po  przeprowadzeniu  analizy

elektroforetycznej i aktywności proteolitycznej P. entomophila wnioskuje,

że  powodem szybkiej  utraty  aktywności  jest  degradacja  proteolityczna.

Jednak  na  rycinie  26A  nie  dostrzegam  śladów  degradacji,  tylko  brak

białka  w  próbce  po  inkubacji  z  zawiesiną  bakterii.  Sama  aktywność

proteolityczna  P.  entomophila  nie  jest  ani  wyjątkowa,  ani  nie  stanowi

bezpośredniego dowodu na proteolizę  Ebsp3. Czy nie jest możliwy inny

mechanizm inaktywacji  tego białka, jak trwałe związanie z powierzchnią

bakterii lub innych białek? Nie mogę też się zgodzić z tytułem rozdziału

4.4.3.  Autor  wykazał  w  tym rozdziale  niezwykle  intrygującą  i  unikalną

właściwość  białka  Ebsp3,  jaką  jest  zachowanie  aktywności

przeciwbakteryjnej  pomimo  rozcieńczenia  do  stężeń  nanomolarnych.

Niemniej  jednak  przeprowadzone  doświadczenie  nie  mówi  nam  nic

odnośnie sposobu działania  Ebsp3. Ostatnie z wybranych białek – OBP7

zostało  zbadane  w  najmniejszym  stopniu.  Doktorant  wykazał  jego

aktywność  wobec  trzech  reprezentatywnych  drobnoustrojów.  Dalsze

eksperymenty  wymagałaby  większej  dostępności  preparatu,  z  czym

wedle podanych informacji, był istotny problem. 

W  przeprowadzonych  badaniach  wyraźne  zabrakło  jednego  ustalonego

schematu.  Czy  był  jakiś  powód,  przesłanki  odnośnie  przewidywanej

aktywności,  dla  którego  Autor  użył  wybranych  drobnoustrojów?

Zastosowanie  tego  samego  zestawu  mikroorganizmów  dla  wszystkich

trzech  badanych  białek  odpornościowych  dałoby  pełen  obraz

specyficzności  aktywności.  Mam  też zastrzeżenie  odnośnie  analizy

perforacji błony bakteryjnej tylko dla  GmCP8. Dysponując już gotowym

narzędziem  badawczym,  można  by  przy  niewielkim  nakładzie  pracy

odpowiedzieć  na  istotne  pytanie  -  jaki  jest  mechanizm  działania

pozostałych czynników odpornościowych? Wielce prawdopodobne, że test

dałby  wynik  negatywny,  a  do  dokładnego  ustalenia  szczegółowego

mechanizmu  działania  byłaby  jeszcze  daleka  droga,  niemniej  samo
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ustalenie  czy  jest  to  perforacja  błony  czy  inny  sposób  działania  już

byłoby  cenną informacją.  Drobne zastrzeżenie  natury  redakcyjnej  mam

do nomenklatury białek, których nazwy nie powinny być pisane kursywą

tak  jakby  to  były  nazwy  genów.  Należałoby  też  zaktualizować

nomenklaturę rodzaju Salmonella. 

Rozprawę doktorską podsumowuje bardzo dobra i obszerna d  yskusja  , w której

Doktorant rzeczowo i wyczerpująco omawia uzyskane wyniki i przedstawia je

w kontekście aktualnych,  odpowiednio dobranych pozycji  literaturowych.  W

szczególności, Autor wyjaśnia intrygujące wyniki wskazujące na pułap dawki

infekcyjnej, powyżej którego reakcja odpornościowa nie jest już generowana.

Według hipotezy van Baalen'a miałoby to być spowodowane oszczędzaniem

zasobów  organizmu,  które  mogłyby  być  przeznaczone  na  inne  cele  jak

reprodukcje. Jest to pewne wyjaśnienia dla postaci dorosłej, ale nie larw na

których  były  przeprowadzone  badania.  Dlatego  bardzo  dobrze,  że  Autor

podaje  inne  wyjaśnienia,  szczególnie  dobrze  że  uwzględnił  drugą  stronę

interakcji gospodarz-patogen, jaką są tu bakterie użyte do infekcji. Wysoce

prawdopodobne  jest  tu  prostsze  wyjaśnienie  że  patogen  przełamał  obronę

gospodarza przy pomocy czynników patogenezy, chociażby wskazanych przez

Autora proteaz.   

Podsumowując  ,  rozprawę  doktorską  oceniam  jako  dobrą.  Doktorant

zrealizował  postawione  cele  naukowe,  uzyskując  wyniki  o  dużej  wartości

poznawczej  oraz  potencjale  aplikacyjnym w wielu  gałęziach  biotechnologii.

Równie  wysoko  oceniam  odpowiedni  dobór  metodyki  oraz  sposób

zaplanowania  eksperymentów.  Większość  zadań  badawczych  została

zrealizowana bez zarzutu, z drobnym wyjątkiem opisanych powyżej ostatnich

dwóch  zadań  badawczych  mających  na  celu  charakterystykę  białek

odpornościowych.  Na wyróżnienie  zasługuje  bardzo  rozbudowana dyskusja,

zawierająca  bardzo  dobre  podsumowanie  osiągnięć  pracy  a  także

interpretację i krytyczną dyskusję uzyskanych wyników.
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