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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr. Bartlomieja Iwanskiego

pt. , Wybrane mechanizmy odpowiedzi immunologicznej barciaka wi¢kszego (Galleria
mellonella) po podaniu egzotoksyny A Pseudomonas aeruginosa”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. Barttomieja Iwanskiego zostala
wykonana pod kierunkiem dr hab. Marioli Andrejko, prof. UMCS w Instytucie Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. W sktad rozprawy
wehodzi zbior trzech opublikowanych i powigzanych z sobg tematycznie artykutéw wraz z
dotgczonym do nich autoreferatem przypominajgcym w formie rozprawe doktorska w postaci
monografii wraz z streszczeniem osiggnigeia naukowego w jezyku polskim i angielskim.
Artykuty sg efektem badan przeprowadzonych przez Doktoranta i na ich podstawie Doktorant
wskazuje w autoreferacie osiggnigcie naukowe bedace podstawg rozprawy doktorskiej. W
zalgczonych publikacjach mgr Bartlomiej Iwanski jest pierwszym autorem i ma wiodacy
wktad w ich powstanie. Ten wktad jednoznacznie wynika z dotagczonych do rozprawy
o$wiadezen Doktoranta i wspétautoréw o ich udziale w powstanie tych artykutow.

Pierwsza z publikacji cyklu pt. ,,Barciak wigkszy (Galleria mellonella) jako organizm
modelowy w badaniach biomedycznych”, ktérej autorami sg Bartlomiej Iwanski i Mariola
Andrejko, jest publikacjg o charakterze przegladowym i zostala opublikowana w jezyku
polskim w czasopiSmie naukowym Kosmos (20 pkt. MEiN). Doktorant w tej publikacji
syntetycznie charakteryzuje zalety modelu owadziego, jakim jest barciak wickszy, Galleria
mellonella. G. mallonella jest popularnym modelem w badaniach immunologicznych (np.
badania interakcji patogen-gospodarz, identyfikacja i badanie mechanizméw dzialania
czynnikdéw wirulencji wytwarzanych przez drobnoustroje), farmakologicznych (ocena
skutecznosci lekdw przeciwdrobnoustrojowych), czy tez w badaniach biotechnologicznych.
Doktorant wskazuje, ze przyczyng zainteresowania tym owadzim modelem jest istnienie
licznych komérkowych i molekularnych podobienstw w funkcjonowaniu wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej u owadow i ssakow, co sprawia, ze G. mellonella jest modelem
alternatywnym w stosunku do innych modeli zwierz¢eych, ktorych wykorzystanie w
badaniach naukowych jest regulowane przepisami prawa krajowego i migdzynarodowego. W
tej pracy Doktorant charakteryzuje organizacje ukladu odpornosciowego owadéw i dokonuje
syntezy tego, co dzieje si¢ w hemolimfie i ciele ttuszczowym owada po wniknieciu
drobnoustrojéw przez barierg anatomiczno-fizjologiczna do wnetrza owada (np. mechanizm
identyfikacji wzorcéw molekularnych patogenéw, indukcja komérkowej i humoralne;
odpowiedzi komérkowej przez mikroorganizmy, indukowana patogenami synteza peptydéw o



aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej w ciele thuszczowym i hemocytach). Nastepnie Autor
podaje przyktady wykorzystania gasienic G. mellonella w badaniach interakeji patogen-
gospodarz ze szczegdlnym uwzglednieniem najgrozniejszych dla czlowieka patogenow,
takich jak: gronkowiec ztocisty Staphylococcus aureus, pateczka ropy blekitnej Pseudomonas
aeruginosa i drozdzak Candida albicans oraz podaje przyklady na wykorzystanie tego
modelu w badaniach nad poszukiwaniem nowych antybiotykow, chemioterapeutykow oraz
opracowywania alternatywnych dla antybiotykow, pionierskich metod leczenia zakazen. Ta
publikacja wskazuje na dobre merytorycznie przygotowanie Doktoranta do realizacji
zaplanowanych badan, zawiera opis zagadnien zwigzanych z celem i czgscia do$wiadczalng
pracy, przedstawiong nastgpnie w dwoch oryginalnych publikacjach, ktore zostaty
opublikowane w prestizowym, specjalistycznym czasopismie naukowym Journal of
Invertebrate Pathology (IF2,795; 140 pkt. MEiN). W tych artykulach Doktorant opisat wplyw
najwazniejszej chorobotworezej toksyny wydzielanej przez pateczki ropy blekitnej,
egzotoksyny A, na odpornos¢ G. mellonella. Uprzednio inni autorzy wykazali u Drosophila
melanogaster i Bombyx mori, ze egzotoksyna A jest dla nich toksyczna. Z kolei badania
prowadzone wezesniej przez promotor Doktoranta, Panig prof. Mariolg Andrejko wykazaty,
ze po zakazeniu G. mellonella P. aeruginosa dochodzi do degradacji proteolitycznej
peptydéw odpornosciowych i apolipoforyny III, natomiast lizozym byl niewrazliwy na
enzymy proteolityczne. Pani promotor poznata rowniez inne subtelne zmiany u barciaka pod
wplywem tej bakterii, ale dopiero oryginalne artykuty wchodzgce w sklad tej rozprawy
doktorskiej dostarczaja nowych, bardziej szczegétowych danych odnosénie dziatania
egzotoksyny A na odporno$¢ G. mellonella.

W drugim artykule cyklu pt. ‘Host-patogen interactions: the role of Pseudomonas aeruginosa
extotoxin A in modulation of Galleria mellonella immune response”, ktérych autorami sg
Bartlomiej Iwanski i Mariola Andrejko, Doktorant przedstawil nowe dowody na
immunoinhibicyjne dziatanie egzotoksyny A u barciaka. W hemolimfie gasienic, ten czynnik
wirulencji iniekowany w subletalnych dawkach znaczaco obnizat aktywnosé oksydazy
polifenolowej w czasie od 4-15 godz. po immunizacji i lizozymu w czasie od 8-15 godz. od
immunizacji oraz poziom apolipoforyny 11, czyli hamowat odporno$¢ humoralng owada
zwiazang z aktywnoscig immunologiczng hemocytow. Z kolei w badaniach
elektroforetycznych, Doktorant nie wykryt w ekstraktach hemolimfy immunizowanych
egzotoksyna A prazkéw wskazujacych na indukeje ta toksyna syntezy niskoczasteczkowych
peptydéw antybakteryjnych w ciele thuszczowym gasienic. Nie wykryl rowniez aktywnosci
peptydow antybakteryjnych w hemolimfie gasienic immunizowanych egzotoksyna A za
pomoca testu mikrobiologicznego. Otrzymane przez Doktoranta wyniki sugeruja, ze
prawdopodobnie egzotoksyna A jest czynnikiem wirulencji bardziej aktywnym w hemocytach
niz w ciele ttuszczowym owada.

Logiczne rozwiniecie tych badan Doktorant przedstawil w trzeciej pracy cyklu stanowiacego
rozprawe doktorska pt. ,,Pseudomonas aeruginosa exotoxin A induces apoptosis in Galleria
mellonella hemocytes”, ktorej autorami sg Bartlomiej Iwanski, Magdalena Mizerska-
Kowalska i Mariola Andrejko, w ktérej przedstawil dowody na uposledzenie komoérkowe;
odpowiedzi immunologicznej u gasienic immunizowanych subletalng dawka egzotoksyny A.



Doktorant wykonat seri¢ uzupetniajacych sig doéwiadczen, za pomoca ktorych wykazal, ze u
gasienic immunizowanych (1) znaczaco zmniejszyla sig liczba hemocytow krazacych w
hemolimfie, (2) wyjasnil, ze zmiany te mialy charakter jako$ciowy — Doktorant zaobserwowat
spadek catkowitej liczby plazmatocytow o 70% i granulocytéw o 50% w stosunku do kontroli
(3) i udowodnit, ze byty one spowodowane indukcjg apoptozy i autofagii w eksponowanych
na egzotoksyng A hemocytach. Doktorant udowodnil, ze ta toksyna bakteryjna jest
czynnikiem wirulencji ukierunkowanym na obnizenie odpornosci owada m.in. poprzez
zmniejszenie liczby komorek krwi bioracych udziat w reakcjach odpornosciowych. Jest to
bardzo wartociowy wynik, ktéry w mojej ocenie w przyszlosci moze mieé przetozenie na
praktyczne zastosowanie tych badan.

Uwagi:

W zwiazku z faktem opublikowania rozprawy doktorskiej w recenzowanych, dobrych
czasopismach naukowych nie widzg potrzeby krytyki ocenionych wezesniej przez
kompetentnych recenzentéw badan. Co do autoreferatu w formie przypominajgcej monografig
przygotowanego przez Doktoranta, to moim zdaniem w przypadku rozprawy ztozonej z
artykutéw naukowych wystarczyloby, aby Doktorant w autoreferacie skoncentrowal sie na
jasnym sformutowaniu osiagnigcia naukowego - nie ma tu potrzeby np. opisu metod
badawczych, przeciez sg one dostgpne dla recenzenta w publikacjach wehodzacych w skad
rozprawy. W autoreferacie brakuje réwniez jasno sformutowanej w jednym miejscu
autoreferatu hipotezy badawczej, jest ona ,,ukryta” w roznych fragmentach autoreferatu.
Sygnalizuj¢ w tym miejscu to _niedociagniecie”, nie ma ono jednak wplywu na mojg oceng,
poniewaz oceniam osiggnigcie naukowe Doktoranta, ktére jest bezsprzeczne.

Po zapoznaniu sig z trescig rozprawy cheiatabym poprosi¢ Doktoranta o odpowiedz na
pytania, ktore nasunety mi si¢ podczas jej czytania:

1. Wyniki do$wiadczen przeprowadzonych przez Doktoranta mogg sugerowac, ze
egzotoksyna A jest czynnikiem wirulencji bardziej aktywnym w hemocytach niz w
ciele thuszezowym owada. Czy taki tok rozumowania jest prawidlowy? Proszg o
odpowiedz z poglebionym merytorycznie wyjasnieniem.

2. Prosze o wyjasnienie dlaczego najpierw obserwuje si¢ w eksponowanych na
egzotoksyng hemocytach nekroze, a pozniej apoptozg?

3. Z wykresow calkowitej liczby krazacych w hemolimfie (Fig. 1 i Fig. 2) i z obrazéw
otrzymanych w mikroskopie konfokalnym (Fig. 4 -druga praca badawcza) wynika, ze
subletalna dawka egzotoksyny A (20 ng toksyny na owada) wywiera bardzo silny
efekt hemocytoksyczny, wraz z uptywem czasu wywoluje apoptozg prawie wszystkich
hemocytow, co prawdopodobnie jest m. in. przyczyng obnizonej przezywalnosci
immunizowanych gasienic (Fig. 1 A,B — pierwsza praca badawcza). Czy Doktorant
wykonal dodatkowe analizy zywotnosci hemocytow eksponowanych na egzotoksyne
w tej dawce u larw po dhuzszym czasie ekspozycji niz 24 godziny? Interesuje mnie,
czy mogta si¢ pojawi¢ w hemolimfie nowa pula prawidtowych hemocytow krazacych
w hemolimfie, co mogloby poérednio $wiadczy¢ o zachowaniu czynnosci narzadow
krwiotworczych? Moze warto obnizy¢ dawke egzotoksyny i dlugookresowo



obserwowac co si¢ dzieje z pulg hemocytow krazacych w hemolimfie, aby sprawdzi¢
czy egzotoksyna zaburza hemopoeze? Ciekawa jestem opinii Doktoranta w tej
sprawie.

4. Jakie immunokompetentne komorki czlowieka sg odpowiednikiem funkcjonalnym
plazmatocytow i granulocytéw owada? Z tym pytaniem zwigzane jest kolejne pytanie
adresowane do Doktoranta:

5. Jakie praktyczne znaczenie w zapobieganiu zakazeniom paleczka ropy biekitne;
chorych lub terapii zakazonych chorych moze mie¢ wykrycie nowej aktywnosci
egzotoksyny A w stosunku do hemocytow owadow (indukcja apoptozy i autofagii w
tych komarkach)?

6. Jakie nowe perspektywy badawcze wynikaja z tych badan?

Podsumowujge moja recenzjg, Doktorant rozprawy wykazat si¢ umiejetnoscia
rozwiazywania problemow badawczych, dobrze wykorzystal wiele réznorodnych metod
badawczych (metody biochemiczne, immunologicznych, mikroskopowe, mikrobiologiczne)
w celu realizacji postawionych w pracy zadan badawczych oraz wykazal sie znajomoscia
literatury przedmiotu. Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej sa oryginalnym
rozwigzaniem problemu badawczego, majg duza wartos¢ poznawczg odnos$nie mechanizmow
zlozonych interakcji owad-patogen, otwieraja nowe perspektywy badawcze i maja
aplikacyjny potencjal. Realizacja badan, przedstawienie wynikow doswiadczen i prawidlowo
przeprowadzona dyskusja wynikdw w rozprawie w formie cyklu spojnych tematycznie
publikacji §$wiadcza o dobrym przygotowaniu Doktoranta do pracy naukowe;j.

Na tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr. Bartlomieja
Iwanczuka w pelni spelnia 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, 22017 r. poz. 1789). Wnosze¢ zatem o dopuszczenie Doktoranta przez Wysoka Rade
Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

/')0‘7\1»\0@l 00,08. LoD 1 L C/L(mey&@



