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Recenzja pracy doktorskiej mgra inz. Barttomieja Iwanskiego pt. Wybrane mechanizmy
odpowiedzi immunologicznej barciaka wiekszego (Galleria mellonella) po podaniu egzotoksyny A
Pseudomonas aeruginosa
wykonana pod kierunkiem dr hab. Marioli Andrejko, prof. UMCS w Instytucie Nauk
Biologicznych, Wydziatu Biologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.

Przedmiot recenzji

Przedmiotem recenzji jest osiemdziesieciodwustronicowe opracowanie, w sktad ktérego wchodza:
autoreferat, zyciorys naukowy, 3 artykuly, w tym jeden przegladowy, opublikowany
W czasopismie Kosmos oraz dwa kolejne , przedstawiajace wyniki badan naukowych, wydane
w czasopismie Journal of Invertebrate Pathology. Opracowanie zamykaja os$wiadczenia
wspotautoréw  artykutéw, $wiadczace o istotnym wkiadzie Doktoranta w osiggniecie
przedstawione do recenzji. Na osiggniecie poddane ocenie sktadajg sie nastepujace artykuty:

1. Iwanski, B., Andrejko, M. 2022. Barciak wiekszy (Galleria mellonella) jako organizm modelowy w
badaniach biomedycznych. Kosmos, 72, 203-213. https://doi.org/10.36921/kos.2022_2878

2. Iwanski, B., Andrejko, M. 2022. Host-pathogen interactions: The role of Pseudomonas
aeruginosa exotoxin A in modulation of Galleria mellonells immune response. Journal of
Invertebrate Pathology, 187, 107706, ht’fps://doi.org/lO.1016/j.jip.2021.107706

3. Iwanski, B., Mizerska-Kowalska, M., Andrejko, M. 2023. Pseudomonas aeruginosa exotoxin A
induces apoptosis in Galleria mellonella hemocytes. Journal of Invertebrate Pathology, 197, 107884.
https://doi.org/10.1016/j.jip.2023.107884
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We wszystkich trzech artykulach Doktorant jest pierwszym autorem oraz autorem
korespondencyjnym, a jego wiodacy udziat w powstawaniu poszczegélnych manuskryptéw, na
podstawie os$wiadczen wspolautorow, nie budzi watpliwosci. Laczny IF zalgczonych
manuskryptéw wynosi 5,59; faczna punktacja wg MEIN — 280, co w mojej ocenie jest w zupemosci
wystarczajace, aby ubiegac sie o stopien doktora. Warto réwniez zwrdci¢ uwage, iz dwa z tych
artykuldow doczekaly sie cytacji poza autocytacjami, co swiadczy o zainteresowaniu, jakie
wzbudza tematyka podjeta przez Doktoranta, zwazywszy, ze jeden z artykuldw zostat
opublikowany w biezacym roku. Wszystkie artykuly zostaly opublikowane w uznanych
czasopismach naukowych, zostaly zatem zweryfikowane przez ekspertéw z dziedzin, jakich
dotycza badania, czego akceptacja nie podlega dyskusji. Chcialabym jednak, przyjmujac role
recenzenta, odnies¢ sie do niektdrych aspektéw prac powierzonych mi do recenzji, w odniesieniu
do aktualnych wymogoéw ustawowych oraz uchwaty Senatu UMCS, jak réwniez podja¢ dyskusje

z Doktorantem.

Tresc rozprawy doktorskiej

Jak wspomniano wczeéniej, na rozprawe doktorska sklada sie autoreferat oraz 3 publikacje
bezposrednio odnoszace sie do jej tytutu i tematyki. Przedstawione do oceny osiggniecie dotyczy,
w ogoélnym ujeciu, reakcji ukltadu immunologicznego owada barciaka wiekszego na kontakt
z ludzkim patogenem, bakterig P. aeruginosa i produktem jej metabolizmu — egzotoksyna A. Temat
podjety przez mgra inz. Bartlomieja Iwanskiego jest znacznie bardziej zlozony niz wynikatoby
z powyzszego, ogdlnego sformulowania. Na stopien skomplikowania problemu badawczego
skiadajg sie bowiem i, w moim odbiorze, wysuwaja na pierwszy plan, nastepujace zagadnienia:
(i) wybdr barciaka wigkszego jako gatunku modelowego i jego uzasadnienie, (ii) znajomosc¢
dziatania ukltadu immunologicznego owaddw, (iii) znalezienie i uzasadnienie analogii miedzy
owadzim i ssaczym mechanizmem odpowiedzi immunologicznych uprawniajagcych do
zastosowania organizmu modelowego. Kwestia wyboru barciaka wigkszego zasadniczo nie
podlega watpliwosci, gdyz jako gatunek modelowy Galleria mellonella sprawdza sie w bardzo
wielu ukladach eksperymentalnych i wykazuje wiele zalet, ktére Doktorant wymienia i uzasadnia.
Nie sposéb si¢ z nimi nie zgodzi¢. Argumenty znajduja si¢ zaréwno w autoreferacie, jak i,
znacznie szerzej, w opracowaniu przedstawionym w publikacji P1. Uzasadnienie zastosowania
modelu owadziego w kontekscie analogii immunologicznych w odpornosdci znalazlo sie w
ogdlnych zdaniach w autoreferacie oraz, nieco szerzej, w publikacji P1. Juz udowodnienie analogii
miedzy réznymi grupami bezkregowcéw jest wyzwaniem, ktére staje sie znacznie bardziej
skomplikowane, gdy dochodzi do glosu poréwnanie z kregowcami. Oceniam to jako ogromne

wyzwanie, ktérego podjat sie Doktorant, gdyz jest to zadanie bardzo niewdzieczne, dodatkowo
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obarczone koniecznodcia postugiwania sie dogé szczegblowa wiedza na temat ukladu
immunologicznego owaddw. Te z kolei kwestie dogé szczegotowo Kandydat rozwingt w artykule
przegladowym (publikacja P1), analizujac przyktady badan z uzyciem barciaka w réznych
ukiadach eksperymentalnych. W tym miejscu chciatabym dla porzadku naukowego zwrdcié¢
uwage na uzycie stdw ,nanoczasteczka srebra” — prawidlowo nalezatoby napisa¢ ,nanoczastka
srebra”, zgodnie z definicja stowa czasteczka i rozréznienie: czasteczka (molecule) vs czastka
(particle). Wracajac do gléwnego watku, nalezy stwierdzi¢, ze nie ulega watpliwosci, ze wiele
mechanizméw odpornosciowych ma jednak charakter konserwatywny, co w znacznym stopniu
ufatwia rozwazania na temat powyzszych dylematéw. Niezaprzeczalnie korzystanie z modeli
zwierzecych na wstepnych etapach badan biomedycznych jest niezbedne, jednak konieczna jest
swiadomos¢ odmiennosci przy interpretowaniu wynikow, wynikajaca chociazby z koewolucji
patogenow i gospodarzy, jaka miata miejsce w przykladowym, klasycznym ukladzie: cztowiek -
pateczka ropy biekitnej. Poniewaz jednak Doktorant powoluje si¢ na analogie, uzasadniajac w
autoreferacie i artykutach zastosowanie owadziego modelu, musze zadaé nurtujace mnie pytanie.
Wspomniano, ze jedng z zalet barciaka wigkszego jest mozliwos¢ hodowania go w temperaturze
odpowiadajacej warunkom, w jakich optymalnie z punktu widzenia patogenu rozwija sie infekcja.
Jednak w eksperymentach Zespét nie zdecydowat sie na poprowadzenie hodowli barciaka
w temperaturze 37°C, utrzymujac, wg metodyki, temperature 30°C. Chciatabym prosié
0 wyjasnienie tej decyzji i odniesienie jej do uzyskanych wynikow.

Niezaleznie od sugestii wiazacych eksperymenty Doktoranta z medycyna, w przedstawionej do
recenzji pracy nie popadt On jednak w putapke pokusy dostarczania prostych wnioskéw
omedycznej aplikacyjnosci, choé czesci wprowadzajace zaréwno do autoreferatu i prac
eksperymentalnych opublikowanych w artykulach P2 i P3 mogltyby to sugerowa¢. Zamiast tego
skupit si¢ na interakcjach gospodarz — patogen (autoreferat oraz publikacja P2) oraz skutkach
intoksykacji egzotoksyng na poziomie szlakéw émierci komérkowej hemocytéw  Galleria
mellonella(autoreferat oraz publikacja P3). Podejicie to nie budzi kontrowersji — przeciwnie, w
rozwigzaniu przedstawionych probleméw Autor wykazal sie szeroka wiedzg teoretyczna,
postuzyt si¢ wieloma réznorodnymi wskaznikami immunologicznymi, uwzgledniajacymi przede
wszystkim zjawiska obrony humoralnej. Godne uwagi jest w tej kwestii podejécie uwzgledniajace
badania wstepne $miertelnosci owadéw, pozwalajgce ustali¢ immunostymulujaca subletalng
dawke toksyny. Wéréd markeréw odpornosci w eksperymentach zastosowano aktywnoé¢ ukladu
oksydazy fenolowej, aktywnos¢ przeciwbakteryjng hemolimfy, ocene poziomu biatek/peptydow
przeciwdrobnoustrojowych, z kolei jako skutek intoksykacji w ocenie toksycznosci egzotoksyny A
zastosowano ocene ilosciowa i jako$ciows $mierci komorkowej hemocytéw. W mojej ocenie takie
podejécie daje bardzo kompleksowy oglad. Wyniki badai wspomnianych wyzej parametréw
zostaly opublikowane w renomowanym czasopismie Journal of Invertebrate Pathology.
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Niezaleznie od zewnetrznych recenzentéw, ktérzy pozytywnie zaopiniowali artykutly,
z recenzenckiego obowiagzku, a takze naukowej ciekawosci chcialabym zaglebi¢ sie w ich tres¢
i zainicjowa¢ dyskusje z Doktorantem. W odniesieniu do publikacji P2 chciatabym upewni¢ sie co
do wiasnego zrozumienia wynikéw i ich interpretacji. Mianowicie na rysunku 1C i 1D oraz 2A w
publikacji P2 pojawia sie In traktowana jako grupa kontrolna, iniekowana woda apirogenna. Z nig
nastepnie porownywane sa kolejne grupy eksperymentalne zroznicowane pod wzgledem czasu,
jaki uptynat od chwili iniekcji. Jednak w mojej ocenie nie jest to w peini adekwatna kontrola, gdyz
kazdemu pomiarowi w grupie eksperymentalnej w kolejnych punktach czasowych powinien
odpowiada¢ pomiar w odpowiadajacych im punktach czasowych wykonany z uzyciem
osobnikéw z grupy kontrolnej. Innymi slowy, kontrola bez egzotoksyny A powinna by¢
prowadzona réwnolegle z grupg eksperymentalng iniekowang egzotoksyng A ze wzgledu na to,
ze niezaleznie od zakladanej nieszkodliwosci roztworu kontrolnego skutki manipulacji moga
odzwierciedla¢ sie w zmianach parametréw odpornosciowych. W tym miejscu prosze Doktoranta
o komentarz w tej sprawie. Zaktadam przy tym, ze igly uzyte do iniekqi kontrolnych byly
sterylne. W przypadku publikacji P3 tego typu niepewnosci nie ma. Publikacja trzecia dostarcza
kolejnych interesujacych wynikdw na temat dzialania egzotoksyny A posrednio na uklad
odpornosciowy Galleria mellonella, a bezposrednio na stan ilo$ciowy ijakosciowy hemocytow.
Odnosnie tej publikacji rowniez chciatabym zada¢ Doktorantowi kilka pytan. Pierwsze z nich
dotyczy badania catkowitej liczby hemocytéw w hemolimfie larw intoksykowanych i kontrolnych.
Chciatabym si¢ upewni¢, czy zastosowana metoda pozwalata na zliczenie wszystkich hemocytéw
zaréwno martwych i zywych, czy tez tylko zywych. Jezeli wszystkich, a rozréznienie na zywe i
martwe umozliwilta kolejna analiza cytometrii przeptywowej, to w jaki sposéb mozna wyjasni¢
znikniecie z pola widzenia (w komorze Biirkera) wiekszosci hemocytéw? Niezaleznie od
spostrzezen i powyzszych pytan, stwierdzi¢ nalezy, Ze opublikowane prace przedstawione do

recenzji sa przemyslane, spojne i wzajemnie si¢ uzupekniaja.

Dodatkowo w autoreferacie znalazly sie dane dotychczas nieopublikowane, powigzane z
publikacja P2 tematyka apolipoforyny III w hemocytach i ciele thuszczowym, oraz dane dotyczace
stezenia biatka catkowitego i egzotoksyny A w tkankach. Badania te znaczgco uzupelniajg
wczesniej oméwione wyniki. Prositabym jednak o wyjasnienie zjawiska, ktére w moim ogladzie
pojawia sie w wynikach: zaktadajac, ze Zrédiem apolipoforyny III w hemolimfie jest jej uwalnianie
z hemocytéw i ciala tluszczowego, w jaki sposdb mozna wytlumaczy¢ stosunkowo wysoki (chod,
owszem, nizszy niz w grupie kontrolnej) poziom izoformy 2 jesli zgodnie z zalaczonym
wykresem, hemocyty maja nieporéwnywalnie nizszy potencjal w uzupemianiu jej poziomu? Czy

Doktorant ma pomyst na wyjasnienie zapasu apoLp-III w hemolimfie?
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Na koniec rozwazan na temat tresci merytorycznej przedstawionych materiatéw chciatabym
zatoczy¢ petle, wracajac do analogii owady — ssaki. Czy pomimo skupienia sie juz na samym
gatunku modelowym oraz wnioskowaniu stricte w obrebie uzyskanych wynikéw, Pan Barttomiej
Iwanski bylby skionny, w ramach dyskusji, pokusié¢ sie o krétka opinie, czy i w jakim stopniu
uzyskane wyniki mozna by zaoferowaé medycynie. Czy wyborowi badanych parametrow
przyswiecala mozliwo$¢ przeprowadzenia takich analogii?

Podsumowujac analize treéci pracy doktorskiej przedstawionej do recenzji stwierdzam, iz
rozprawa doktorska w jednoznaczny sposob dokumentuje i dowodzi ogélnej wiedzy teoretycznej
kandydata w dyscyplinie, zgodnie z wymogami obowigzujacej ustawy oraz Regulaminem
przeprowadzania postgpowan w sprawie nadania stopnia doktora w Uniwersytecie Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie. Jak wspomnialam we wstepnej czesci recenzji, Pan mgr inz. Bartlomiej
Iwanski posiadl gruntowne rozeznanie, ktére pozwolito mu sformutowaé przestanki, zaplanowac
eksperymenty, przeprowadzi¢ pomiary, prawidlowo je zanalizowa, przedyskutowac
i sformutowa¢ wnioski. W przediozonym materiale Doktorant formutuje 7 wnioskéw Iaczacych
wszystkie przytoczone badania, zaréwno opublikowane, jak i nieopublikowane. Nalezy przy tym
podkresli¢, ze wnioski te s stonowane i adekwatnie odnosza sie do uzyskanych wynikéw, bez
nadinterpretacji. Sa spdjne i tresciwe.

Nie ulega réwniez watpliwosci, ze przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne
rozwiazanie problemu naukowego, polegajacego na okregleniu skutkéw intoksykacji gasienic
barciaka wiekszego jedna z egzotoksyn bakterii patogennych dla cztowieka, stanowiacych wazny
problem medyczny. Doktorant przeanalizowal toksyczno$é egzotoksyny A na poziomie
wybranych parametréw ukiadu immunologicznego gasienic barciaka. Problem badawczy zostat
sformutowany w autoreferacie w rozdziale 2. »Hipoteza i cel badan” (cho¢ w autoreferacie
zabraklo jednak hipotezy badawczej, zapowiedzianej tytulem rozdzialu). Tre$é zaréwno
autoreferatu, jak i opublikowanych artykuléw odpowiada podjetym zatozeniom w sposob
dokumentujacy i dowodzacy, ze podjeto metodologicznie prawidlowa prébe rozwigzania
problemu badawczego, uzyskane wyniki poddano adekwatnej analizie statystycznej i czytelnie
wyrazono graficzne. Nastepnie, jak wspomnialam wyzej, w sposéb nie budzacy zastrzezer
przeprowadzono wnioskowanie. Odnoszac si¢ do kolejnego kryterium zawartego w wymogach
stawianych rozprawom doktorskim stwierdzam, ze na podstawie tresci materialéw mozna
przyja¢, ze Kandydat, mgr inz. Barttomiej Iwanski, posiadt umiejetnos¢ samodzielnego

prowadzenia pracy naukowe;j.

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska

ul. Jagielloriska 28, 40-032 Katowice

tel.: 32 20 09 592, 32 20 09 461, e-mail: ibbios.wnp@us.edu.pl

www.us.edu.pl/instytut/ibbios "r mE




V,  UNIWERSYTET SLASKI

| WKATOWICACH

Forma rozprawy doktorskiej

Stwierdzam, Zze zgodnie z wymogami ustawowymi oraz Regulaminem przeprowadzania
postgpowant w sprawie nadania stopnia doktora w Uniwersytecie Marii Curie-Sktodowskiej
w Lublinie, rozprawe stanowi zbiér opublikowanych i powiagzanych tematycznie artykuléw
naukowych opatrzonych autoreferatem oraz streszczeniem w jezyku angielskim. Materiat jest
kompletny, uporzadkowany, czytelny. Pozytywnie zwraca uwage jezyk autoreferatu: jest to
dojrzaly, elegancki jezyk naukowy. Autor precyzyjnie wyraza swoje mysli, bez nadmiaru stéw,
w sposob skondensowany, ale przy tym jednoznaczny. Doktorant w logicznej kolejnosci
wprowadza kolejne tresci. Z punktu widzenia czytelnika — recenzenta doceniam, ze pojawiajace
sie watpliwosci, odnotowane jako warte wyjasnienia, w zdecydowanej wiekszosci przypadkow
znajdowatly je w dalszych zdaniach tekstu.

Forma rozprawy doktorskiej z formalnego punktu widzenia nie budzi zastrzezen.

Wniosek koncowy

Praca doktorska mgra inz. Bartlomieja Iwanskiego stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego. Doktorant, w mojej ocenie, wykazal sie duzym zaangazowaniem w realizacje
projektu doktorskiego, szeroka wiedza wynikajaca z oczytania oraz umiejetnoscia zadawania
nowych pytan na podstawie zdobywanego doswiadczenia i odpowiedzi uzyskiwanych
z wczesniej rozwigzywanych zagadnien. Ponadto posiadt umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Stwierdzam zatem, ze przediozona mi do recenzji rozprawa
doktorska spelnia wymogi okreslone w art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyZszym i nauce (fj. Dz.U. 2022 poz. 574 ze zm.). W zwiazku z tym wnioskuje

o dopuszczenie mgra inz. Bartlomieja Iwanskiego do dalszych etapéw postepowania

it ol

doktorskiego.
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