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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Michala Sutka
pt. ,,Przebieg infekcji i modulacja humoralnych mechanizméw odpornosciowych Galleria mellonella
po zakazeniu bakteriami Pseudomonas entomophila. Identyfikacja nowych zwigzkow
przeciwbakteryjnych"
wykonanej w Instytucie Nauk Biologicznych, Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie,
pod kierunkiem dr hab. Iwony Wojdy, prof. UMCS.

Szybkie pojawienie si¢ bakterii wielolekoopornych przyczynia si¢ do tego, ze kazdego roku na catym
Swiecie zakazajg si¢ miliony ludzi, a tysigce umieraja (Prestinaci i in. 2015). Leki odkryte w ,,ztotym wieku”
antybiotykéw, w latach 60. i 70. XX wieku, a nawet ostatnio, sg mniej znaczjce przez gwattowny wzrost
opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe, co wymaga opracowania nowych klas z alternatywnymi
mechanizmami zabijania, ale w rzeczywistosci spotyka sig ze zmniej szonym zainteresowaniem ze wzgledu
na przemyst farmaceutyczny. Liczba obiecujacych zwigzkéw w przygotowaniu jest dos¢ ograniczona
(Draenert i in. 2015), a tylko kilka z nich ma naprawde rézne mechanizmy dziatania. Od 2017 r. Swiatowa
Organizacja Zdrowia umiescila na krotkiej liscie gatunki bakterii, w przypadku ktorych pilnie potrzebne
sa nowe, silne leki, w tym oporne na karbapenemy i cefalosporyny trzeciej generacji, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacteriaceae. W zwigzku z powyzszym, pilng potrzebg jest
prowadzenie intensywnych badaf nad innymi mozliwo$ciami, jakimi s3 zwiazki bioaktywne
bezkregowcéw. Prace te wymagaja doglebnego poznania odpowiedzi organizméw na czynniki
srodowiskowe, w tym na stresory biotyczne. Nadal, mimo poznania wielu peptydow
przeciwdrobnoustrojowych, pozostaje otwarte podstawowe zagadnienie — identyfikacja nowych,
bezpieczenstwa i skutecznosci tych zwiazkéw. Na te kluczowe pytania stara si¢ od wielu lat znalezé
odpowiedz takze Zespdl, ktérym kieruje Pani dr hab. Twona Wojda, prof. UMCS badajac odpowiedz
immunologiczng w ukfadzie gospodarz-patogen na poziomie transkrypcji i translacji u owada

Galleria mellonella -Pseudomonas entomophila.

W recenzowanej pracy badano humoralne mechanizmy odpornosciowe Galleria mellonella po zakazeniu

bakteriami Pseudomonas entomophila. Dysertacja jest niezwykle interesujaca i wazna z wielu powodow.

KATEDRA BIOCHEMI!
UNIWERSYTET WARMINSKO-MAZURSKI W OLSZTYNIE




ivl UNIWERSYTET
} AiV! WARMINSKO-MAZURSKI W OLSZTYNIE

WYDZIAL BIOLOGI! | BIOTECHNOLOGIH
KATEDRA BIOCHEMII

Po pierwsze materiatem badawczym byly owady Galleria mellonella, ktore zyskaty stawe jako
organizmu modelowego ze wzgledu na swoje zalety etyczne, niskie koszty utrzymania, szybki czas
reprodukcji, krotki cykl zyciowy, duza liczb¢ potomstwa, tolerancj¢ temperatury ciata czlowieka,
odpornos¢ wrodzong i podobiefistwa do modeli zywicieli ssakow. Owady te coraz czgsciej
sa wykorzystywane do oceny toksycznosci i skutecznosci in vivo zwiazkéw chemicznych i Srodkow
przeciwdrobnoustrojowych, modelowania patogenicznosci drobnoustrojow (bakteryjnej, grzybiczej
i wirusowej) oraz oceny interakcji zywiciel-patogen podczas infekcji. Obecnie w dobie bogactwa narzedzi
badan molekularych, genomowych, transkryptomicznych, proteomicznych i genetycznych manipulacji,
pogtebia si¢ zrozumienie patogenicznosci drobnoustrojow oraz interakcji gospodarz-patogen. Przysztos¢
G. mellonella w epoce molekularnej rysuje si¢ w jasnych barwach, z mnoéstwem nowych podejs$é
i zastosowan tego modelu od klinicznych po biotechnologiczne. Amerykafiska federacja lekow (FDA),
postuluje o brak koniecznosci testowania nowych lekéw na zwierzetach (Wadman 2023). Tu wpisuje si¢
bardzo dobrze model Barciaka wiekszego. Obecnie potwierdzono, ze G. mellonella stanowi model infekcji
dla ponad 65 szczepow bakterii i grzybow. Publikacje na temat G. mellonella wzrosty ~18-krotnie w ciggu
ostatnich 10 lat (zrédto: PubMed z wyszukiwaniem przeprowadzonym w lutym 2024 r. przy uzyciu stow
kluczowych ,,Galeria mellonella™).

Po drugie badania zakazenia patogenami poprzez iniekcje, okreslenie dawki bakterii do wzbudzenia
odpowiedzi humoralnej oraz przesledzenie modu]acji odpowiedzi uktadu odpornosciowego po ponownym
zakazeniu owada to wazne ciagle stabo poznane zagadnienie. Do badan wybrano organizmy patogenne,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas entomophila, Bacillus thurginensis i Candida albicans badane
w ukladzie hetero i homologicznym. Doktorant poréwnywal zmiany odpowiedzi na poziomie
proteomicznym i trankrypcyjnym. Metodyke rozszerzyt takze o analiz¢ zmian i identyfikacj¢ biatek
odpowiedzi immunologicznej z mikroskopig sit atomowych i dokumentacje histologiczng w zjawisku
pietnowania immunologicznego. Jest to zagadnienie niepoznane i wymagajace nowych badan,
- wprowadzajace zrozumienie réznic w aktywnosci translacyjnej poszczegélnych frakcji biatkowych
w odpowiedzi na powtorne zakazenie. Badania pamigci immunologicznej to obszar, ktory jest przedmiotem
rosnacego zainteresowania naukowcow. Zjawisko to ma miejsce w przypadku wczesniejszej ekspozycji
na nie$miertelng dawke patogenu, materialu pochodzacego od patogenu lub stres po krotkim czasie
uodparnia na $miertelng dawke (Cooper i Eleftherianos 2017, Sheehan i in. 2020). Wzbudzanie odpornosci
bezkregowcow stanowi wyzwanie dla pogladu na temat odmiennego charakteru odpornosci nabyte;

i wrodzonej kregowcow i bezkregowcow. Jednak , koszty” gospodarza podczas wywolywania pobudzenia
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immunologicznego to stabo zbadane kwestie, a ktérych poznanie pozwoli poszerzy¢ i poglebié nasze
zrozumienie fizjologicznego mechanizmu pobudzania uktadu odpornosciowego, ich regulacji
metabolicznych. Powszechnie wiadomo, ze bezkregowce nie majg komérek T i B i nie moga produkowaé
specyficznych przeciwciat. Dlatego ich uktad odpornosciowy nie ma cech pamieci. Jednak nadal sa zdolne
do wygenerowania dodatkowej ochrony, zwanej wzmocnieniem odpornosciowym, przeciwko patogenom,
z ktoérymi miaty juz do czynienia. Badania nad immunologia w Galleria mellonella dostarczaja cennych
informacji na temat ewolucyjnie zachowanych zasad odpornosci wrodzonej i mechanizméw obronnych
gospodarza. Badania te nie tylko przyczyniaja sie do zrozumienia biologii odpornosci owadéw, ale maja
takze wpltyw na rozw¢j nowych strategii immunoterapeutycznych i szczepionek w medycynie i weterynarii.
Dlatego temat podjety przez mgra Michata Sutka uwazam za bardzo istotny.

Badania przeprowadzono w ramach dwoch projektow badawczych: NCN OPUS oraz projektu
badawczego miodych naukowcéow Wydziatu Biologii i Biotechnologii UMCS. Warto nadmienié,
ze mgr Michat Sulek jest takze wspotautorem czterech prac eksperymentalnych i dwoch przegladowych.
W sumie jest wspotautorem az 6 publikagji o sumarycznym wspotczynniku IF 17,476, opublikowanych
w latach 2019-2023. Wedlug mnie jest to duze osiggnigcie zastugujace na pochwate. Szczegolnie wazng
pozycje stanowi publikacja z 2023 w Developmental and Comparative Immunology, pt.: ,,Defence response
of Galleria mellonella larvae to oral an intrahemocelic infection with Pseudomonas entomophila”, ktéra

zawiera cz¢$¢ wynikow badan rozprawy Doktoranta.

Przedstawiona do oceny dysertacja mgra Michata Sufka to obszerne 223 stronicowe opracowanie.
Zaw1era 9 tabel i az 43 rycin, w tym zbiorcze zestawienia wynikéw, co bardzo dobrze §wiadczy o pelnym
analitycznym rozumieniu zagadnienia. Tu chce podkresli¢ dokumentacje rycin, ale tez zdjeé
histologicznych, po ktorych jestem pod wielkim wrazeniem. Piémiennictwo pracy liczy 288 pozycji
bibliograficznych.

Dysertacja ma uktad typowy. Sktada sie. z nastepujgcych rozdziatow: Wykaz skrotow, Streszczenia
(W j¢zyku polskim i angielskim), Wstep, Cel pracy, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie
1 wnioski, oraz Literatura. Praca napisana jest dobra polszczyzng, tatwa w czytaniu. Chociaz problematyka

jest skomplikowana, narracja jest prowadzona w sposob logiczny i przejrzysty.

Wstep, obejmujacy przeglad literatury, liczacy 53 str., podzielono na 5 podrozdziatow, w ktorych mgr
Michat Sulek przedstawita wyczerpujaco przeglad aktualnego stanu pi$miennictwa, dotyczacego

wielostronnej charakterystyki modelu badawczego, ukladu odpornosciowego owadow, interakcji
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gospodarz-patogen, oraz dotychczasowej wiedzy na temat pamieci immunologicznej owadow. Doktorant

korzystat gléwnie z oryginalnych prac naukowych opublikowanych w ciaggu ostatnich 10 lat.

Cel pracy zostat jasno sformutowany. Wyraznie wyodrebniono w nim zadania badawcze prowadzace

do jego realizacji.

Zakres podjetych zadan wymagat od Doktoranta wiasciwego doboru i znajomosci nowoczesnych
technik i metod, ktére zostaty bardzo precyzyjnie i wyczerpujaco opisane w rozdziale Materiat i metody,
liczacym 21 stron. Jestem pod wrazeniem precyzji i ulozenia catego schematu eksperymentu, Swiadczacym
o wielkiej dojrzatosci badawczej Autora. Nalezg do nich techniki wykonania preparatow histologicznych,
techniki elektroforetyczne, densytometryczne, bioautografii oraz mikroskopii sit atomowych (AFM).
Dodatkowo analizy chromatograficzne RP-HPLC, frakcjonowania, typowanie i oczyszczanie biatek
i peptydow za pomoca odpowiednich buforow oraz spektrofotometryczne badanie aktywnosci
inhibitorowej biatek. Doktorant dopracowat warunki izolacji ogotu biatek, a takze bialek zwigzanych
z uzyskanymi frakcjami. Zastosowat technike elektroforezy trycynowej SDS-PAGE do rozdziatu
i wstepnej charakterystyki biatek, a takze do wyszukania wéréd nich tych najbardziej interesujacych,
zmieniajacych ekspresje w warunkach eksperymentu. Czasochtonne, musiato by¢ przeprowadzenie analiz
tylu elektroforegraméw i selekcja na ich podstawie biatek wybranych do dalszej identyfikacji. Techniki
biologii molekularnej i praca z kwasami nukleinowych zostata takze wykonana wiasciwie. Nalezy
podkresli¢, ze zarowno zestaw zastosowanych metod, jak rowniez sposob analizy uzyskanych wynikow,
byty trafnie dobrane.

Wiyniki, to najobszerniejszy rozdzial dysertacji, liczy 58 stron. Jest doskonale ilustrowany, zawiera
3 tabele i 28 rycin. Pochwali¢ trzeba Doktoranta szczegblnie za uklad rycin, zdjeé grupujacych pod
wzgledem ukladu doswiadczalnego, ktorych poziom zmienial sie istotnie w warunkach niskiej i wysokiej
dawki bakterii. Zmiany te zostaly udokumentowane w dwojaki sposob; poprzez mikrofotografie frakcji
biatkowych i w postaci baréw. Taka dokumentacj¢ uwazam za niezwykle trafna, bo na zamieszczonych
- zdjeciach elektroforegraméw, zuwagi na icﬁ pomniejszenie, czasami, poza odautorsky strzatka, frakcja jest
stabo widoczna (przykladowo ryc. 32, 36). Rezultaty kazdego zadania badawczego zostaly omawiane
najpierw oddzielnie dla kazdego ukladu eksperymentalnego, a w koncowym akapicie zestawione
i porownane ze soba. Podkreslono najwazniejsze podobienstwa i roznice w reakcjach biatek

i ich transkryptow w obu uktadach. Wyniki pracy opracowywano statystycznie w sposéb prawidtowy.

Autor osiggnat wyznaczony cel pracy. Najwartosciowsze jej wyniki, zdaniem recenzenta, to;
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a) wykazanie i charakterystyka humoralnej reakcji odporno$ciowej G. mellonella po zakazeniu
bakteriami P. entomophila drogg iniekcji. Prze$ledzenie zmiany morfologicznych, aktywnosci
przeciwbakteryjnej oraz indukcji peptydéw i biatek na poziomie transkrypcji i translacji: lizozymu,
oksydazy fenolowej, peptydu prolinowego 1,2, peptydu anionowego 1, peptydu defensyno-podobnego,
galiomycyny, cerkopino D-podobnego peptydu i nowych biatek IPSD i homeboksowego 5-podobnego.

b) Doktorant wykazat, udzial efektoréw humoralnych w fenomenie pamigci immunologicznej
w ukladzie homologicznym G. mellonella -P. entomophila, a tym samym znaczenie specyficzno$ci niskiej
dawki bakterii (10 CFU). Zréznicowana odpowiedz transkrypcyjna i translacyjna peptydow
anionowych-1,2, anhydrazy weglanowej i peptydu Prl3a takze wskazuje na interesujaca regulacje
odpowiedzi humoralnej przy dwukrotnej infekcji.

c) Wazna byta identyfikacja, oczyszczenie i uzyskanie sekwencji AA po raz pierwszy w hemolimfie
G. mellonella trzech biatek, inhibitora proteaz serynowych dipetalogastino-podobnego IPSD, peptydu
kazalowego Pr13a, oraz biatka homeoboksowego 5-podobnego z domeng Kazalowa. Byly to gtéwnie
biatka zwigzane z aktywnoscia przeciwbakteryjng wzgledem P. entomophila, wystepujace konstytutywnie,
jak i indukowane zakazeniem. Szczegolnie ciekawe sa peptydy z domeng kazalowa, ktére moga by¢
zaangazowane w roznorodne funkcje biologiczne, takie jak regulacja wzrostu komorek, roéznicowanie sie
komérek, migracja komorkowa, oraz wiele innych procesow fizjologicznych. Ich zdolnos¢ do interakcji
z okre$lonymi receptorami na powierzchni komérek umozliwia im przekazywanie sygnatéw do wnetrza

komérki i wywolywanie konkretnych odpowiedzi komoérkowych.

Rozdziat ,,Dyskusja” liczy 28 stron. Na tle danych z pismiennictwa mgr Michat Sulek przeprowadza
analiz¢ wlasnych rezultatow, dyskutujac po kolei wyniki kazdego zadania. Najobszemiej, krok po kroku,
omawia role¢ i znaczenie nowych biatek i peptydow, indukowanych w czasie infekcji Psudomonas
entomophila i podczas ponownego zakazenia. Na jej podstawie Doktorant sformulowal 8 punktow,

w rozdziale, Podsumowanie i wnioski.

KOMENTARZE, PYTANIA I ZAGADNIENIA DO DYSKUSII
W pracy znalazlam tylko jedno niedociggnigcie i zbyt daleko idacych skrot myslowy, ktore przytaczam

ponizej:
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- str. 173 rozdziat Dyskusja, anhydrazy weglanowe (CA) nie biorg udziatu w metabolizmie wegla, to duzy
skrot my$lowy, a tym bardziej Cytowana tutaj publikacja Wu i in. (2022) wskazuje na decydujacy udzial
metabolizmu aminokwaséw nad metabolizmem wegla dotyczacego wydatkowania energii (metabolitow

weglowodanéw), a nie aktywnosci CA, dlatego uwazam to za niefortunne cytowanie.

Anhydrazy weglanowe (CA) to wszechobecne metaloenzymy, ktore odgrywaja podstawowa role
fizjologiczna role w regulacji stosunku protonéw do wodoroweglanow w komorkach i1 tkankach poprzez
katalizowanie konwersji H20 i CO2 do H++ HCO3. Petni role w waznych procesach biologicznych, takich
jak oddychanie i transport CO2 i wodoroweglanéw pomiedzy metabolizujacymi tkankami, zapewnia
homeostaze pH i CO2 w réznych narzadach i jest kluczowa do przezycia owadow (Francis 1 in. 2016,
Soydan i in. 2019). Ich kluczowa rola w osmoregulacji gruczotow odbytniczych i prawidiowym utrzymaniu
pH jelit zostata stwierdzona u larw komarow (Smith i in. 2010). Zanotowano, ze u Bemisia tabaci
odgrywaja one role w procesie opomnosci (Dai i in. 2017, 2018). Mozliwos¢ poszukiwania
prawdopodobnego znaczenia tego enzymu, na poziomie transkrypcyjnym i translacyjnym stwierdzonego
w odpowiedzi immunologicznej tej pracy, moze by¢ jego rola jako kluczowego regulatora adaptacji
temperaturowej u Bemisia tabaci (Shen i in. 2021). Potwierdzono, ze geny BtCar3 sa kluczowymi
czynnikami regulacyjnymi zaangazowanymi w adaptacj¢ temperatury regulowang dostgpnoscia
chromatyny, zapewniajac nowe spojrzenie na mechanizmy molekularne regulujace tolerancj¢ temperatury

o podiozu epigenetycznym.

Praca nie jest wolna catkowicie od drobnych uchybien natury redakcyjnej. Najwazniejsze z nich podaje

ponizej:

- str. 37 podrozdzial 1.2.4.4, str. 49 podrozdziat 1.4— brak cytowan literatury pierwsze akapity
podrozdziatéw, - str. 40 — opis transkryptomu, czyli geny kodujgce lizozym, nie bialka, str. 48. nazwy
genéw zawsze piszemy kursywa ,etl4”, str. 72- prawidiowe okreslenie , masa” a nie waga (urzadzenie,
a pojawia si¢, gdy #umaczymy angielskie ,,weight”), str. 76 — metoda oznaczania aktywnosci lizozymu
i oksydazy fenolowej, brak cytowan (Sao et al. 2015; Adamo 2004; Azambuj et al. 1991), str. 83- zaleca

sie stosowanie przynajmniej 2 dwoch genow referencyjnych w metodzie real time PCR.
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Po przeczytaniu przedstawionej mi do recenzji pracy nasunelo mi si¢ nastepujace zagadnienie do

dyskusji, prosze wiec Doktoranta o ustosunkowanie si¢ do niego:

- Prosz¢ o opini¢ na temat praktycznego aspektu otrzymanych wynikéw rozprawy doktorskiej, szczegolnie
w jaki sposob ,,kopalni¢” AMP G. mellonella mozna wykorzystaé w badaniach biomedycznych, jakie wady
i zalety maja peptydy przeciwdrobnoustrojowe. Wedlug bazy CAMP R3, jest ponad 8000
zidentyfikowanych AMP (Waghu i in. 2016)!

Podsumowujac stwierdzam, ze mgr Michat Sulek wywiazat si¢ bardzo dobrze z podjetego zadania,
przeprowadzit badania o bardzo szerokim zakresie i umiejetnie przedstawit ich rezultaty. Trzeba podkreslié,
ze przygotowanie dysertacji w oparciu o tak duza liczbe wynikéw byto bardzo trudne i duza sztuka bylo

powigzanie ich w jedng interesujaca i przejrzysta catosé.

Uwazam, ze przedstawiona do oceny praca zatytutowana »Przebieg infekcji i modulacja humoralnych
mechanizméw odpornosciowych Galleria mellonella po zakazeniu bakteriami Pseudomonas entomophila.
Identyfikacja nowych zwiazkéw przeciwbakteryjnych"” spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim w dziedzinie nauk $cislych i przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne. Zawiera
elementy nowosci, przynosi konkretne wyniki oraz stanowi punkt wyjscia dla dalszych badan odpornosci
humoralnej i komorkowej w modelowym uktadzie gospodarz-patogen.

Stwierdzenie to upowaznia mnie do zwrdcenia sie do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nauk
biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej z wnioskiem o dopuszczenie jej Autora,

mgra Michata Sutka, do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Olsztyn, 20.02. 2024 1. /. powazaniem .
: @/qﬂﬂ NQ ~0iHMed C .

KATEDRA BIOCHEMII
UNIWERSYTET WARMINSKO-MAZURSKI W GLSZTYNIE




