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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana mgr Michata Sutka
pt. ,Przebieg infekcji i modulacja humoralnych mechanizméw odpornosciowych Galeria mellonella po
zakazeniu bakteriami Pseudomonas entomophila. |dentyfikacja nowych zwigzkéw przeciwbakteryjnych”

Praca zostata wykonana pod kierunkiem naukowym dr hab. Iwony Wojdy, prof. UMCS w Zaktadzie
Immunobiologii Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.

Problem badawczy:

Galleria mellonella, czyli barciak wiekszy, jest bardzo interesujgcym organizmem, ktory spetnia kryteria
organizmu modelowego. Jest to organizm prosty, tatwy w hodowli, posiada krotki cykl zyciowy, dlatego
wykorzystywany jest powszechnie, m. in. w badaniach ukfadu immunologicznego. A ze wzgledu na
podobienstwo do systemu immunologicznego wyzszych organizméw, w tym ludzi, organizm ten jest
wykorzystywany jako model zwierzecy w badaniach mikrobiologicznych, co jest dobrze uzasadnione ze
wzgledu na wszystkie cechy wymienione wyzej. Badanie interakcji mikroorganizméw, w tej rozprawie przede
wszystkim Pseudomonas entomophila, czyli znanego patogenu owadéw, moze dostarczy¢ istotnych informacji
na temat mechanizmédw patogennych drobnoustroju i odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Poznanie
przebiegu infekcji bakteryjnej u owaddéw ma potencjalne implikacje dla zrozumienia mechanizmow
odpornosciowych w szerszym kontek$cie, w tym dla ludzi. Ponadto, identyfikacja nowych zwigzkéw
przeciwbakteryjnych moze prowadzi¢ do rozwoju skuteczniejszych strategii zwalczania infekcji bakteryjnych,
co jest szczegolnie wazne w konteksécie rosngcej opornosci bakterii na wykorzystywane w lecznictwie
antybiotyki.

Przedstawiona do recenzji rozprawa Pana mgr Michata Sutka dotyczy istotnego problemu
badawczego i przedstawia wyniki wypetniajgce luke w obecnej wiedzy dotyczacej interakcji P. entomophila z
G. mellonella, zwtaszcza w kontekscie humoralnych mechanizméw odpornosciowych. Ponadto dostarcza
nowych informacji na temat potencjalnych zwigzkéw przeciwbakteryjnych, co uznaje za adekwatng motywacje
do przeprowadzenia zaplanowanych badan.
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Forma rozprawy:

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma klasyczng dla tego typu opracowan naukowych forme.
Napisana jest w jezyku polskim, sktada sie z 223 stron, podzielonych na rozdziaty: Wstep, Cele Pracy,
Materialy i Metody, Analiza Wynikéw, Dyskusja, Podsumowanie i Whnioski, Literatura. Autor zamiescit w pracy
wykaz stosowanych skrétow oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim wraz ze stowami kluczowymi. W
rozprawie Autor zamiescit rowniez informacje o opublikowaniu czesci wynikéw wraz z podaniem stosownych
danych bibliometrycznych oraz informacje o finansowaniu badan z dwéch projektow: OPUS NCN,
kierowanego przez promotora recenzowanej rozprawy, dr hab. Iwone Wojde oraz projektu dla mitodych
naukowcdw ze srodkow Instytutu Nauk Biologicznych UMCS, kierowanego przez dr J. Kordaczuka, ktéry jest
rowniez pierwszym rownocennym z mgr Michatem Sutkiem wspdtautorem publikacji naukowej, zawierajgcej
cze$¢ wynikdw opisanych w recenzowanej rozprawie.

Rozdziat “Wstep” jest diugi, ale dzieki zachowanemu logicznemu ciggowi i spojnosci poszczegodlnych
jego czesci, czyta sie go bardzo dobrze. Autor na 53 stronach opisat wykorzystany model owadzi, jego uktad
odpornosciowy oraz przebieg zakazenia, wraz z kluczowymi elementami odpowiedzi na zakazenie.
Przedstawit rowniez wyczerpujgco patogen i jego interakcje z gospodarzem, przede wszystkim w kontekscie
ewolucyjnym (odniesienia do Darwina, hipotezy Czerwonej Krélowej, wraz ze zgrabnym cytatem z oryginatu
JAlicji w Krainie Czaréw”). Autor w sposéb szczegotowy opisuje zjawisko pamieci immunologicznej i
przedstawia dokfadny schemat badania pietnowania immunologicznego. Na szczegdlna uwage zastuguje
starannos¢ przygotowania rycin i doskonate opisy, umozliwiajgce ich analize bez koniecznosci szukania w
tekscie rozprawy. Metody badan opisane zostaty w sposéb prawidiowy i z pewno$cig wystarczajgcy do oceny
uzyskanych wynikéw. W tym rozdziale rowniez zwracam uwage na duzg dbato$¢ Autora o graficzne
opracowanie tabel. W kolejnej czesci “Analiza wynikéw”, autor na 58 stronach opisuje uzyskane wyniki. W
przypadku kazdego eksperymentu Autor poprzedza wiasciwy wynik wprowadzeniem, a konczy
podsumowaniem, co utatwia analize wynikéw przez czytajgcego. Sposob graficznego przedstawienia wynikow
jest niezwykle staranny a ich opis nie pozostawia niedosytu. W 28-stronicowej dyskusji Autor skupit sie na
omowieniu dotychczasowej wiedzy i skonfrontowaniu jej z uzyskanymi przez siebie wynikami. W moim
odczuciu rozdziat ten mogtby by¢ skrécony, bez straty dla jakosci catego rozdziatu. Autor mogtby pomingé
niektére fragmenty powtarzajagce wyniki (np. str. 151-152), zastepujac je stosownym odnosnikiem do
wczesniejszego rozdziatu.

Autor konczy rozprawe krotkim rozdziatem Podsumowanie, gdzie podkresla uzyskane nowe wyniki, a
takze wskazuje te o charakterze nowatorskim. Za ciekawy uwazam pomyst graficznego podsumowania
wynikéw, ktéry dodatkowo je porzgdkuje i pozwala lepiej zrozumiec.

Dokonanie naukowe:

Doktorant w ramach pracy doktorskiej wyznaczyt do realizacje cztery cele, ktére przedstawit na str.
69, w skrocie: (i) ocena przebiegu zakazenia (iniekcja bakterii do hemocelu), (ii) analiza parametrow
odpornosciowych gospodarza po zakazeniu, (iii) identyfikacja efektorow odpowiedzi odpornosciowej i
poszukiwanie nowych zwigzkéw bioaktywnych i (iv) analiza aktywnosci nowych zwigzkéw o charakterze
biatkowym po infekcji. Wszystkie zaplanowane cele pracy Doktorant zrealizowat. Przede wszystkim wyznaczy#
odpowiednie dawki infekcyjne, tj. niskg (10 CFU), wysokg (50 CFU) oraz letalng (500 CFU), do dalszych
eksperymentéw. Scharakteryzowat morfologie oraz obrazy histologiczne tkanek gospodarza po infekcji, a
takze pokazat, ze nawet iniekcja do hemocelu powoduje, ze bakterie penetrujg jelita owada. Tutaj nasuneto
mi sie kilka pytan.
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1. Ktora struktura organizmu gospodarza jest kluczowa dla zakazenia? Czy stosowano lub jesli nie, to jak
mozna zbadac innymi metodami, niz mikroskopia Swietlna, obecno$¢ bakterii? Czy bakterie byty zywe i czy
namnazajg sie w organizmie gospodarza? Czy mozna iloSciowo oceni¢ liczbe komérek bakteryjnych w
gospodarzu in vivo? Analizujgc Ryc. 19 musze uwierzy¢ autorowi na stowo, ze znajdujg sie tam bakterie, by¢
moze zastosowanie wiekszego przyblizenia dawatoby lepszy obraz.

Po potwierdzeniu infekcji organizmu gospodarza, Autor analizowat hemolimfe zakazonych owadow
wykazujac wzrost (lub zmiane) aktywnosci enzyméw zaangazowanych w procesy odpornosciowe, tj. lizozymu
i oksydazy fenolowej, wzrost aktywnosci przeciwbakteryjnej hemolimfy wzgledem E. coli i P. entomophila.
Zidentyfikowang aktywnos$¢ Autor skorelowat z matymi biatkami/peptydami (migrujgcymi w zelu SDS-PAGE
na wysokoéci <10kDa) i pojawiajgcymi sie wytgcznie u zwierzat zakazonych. Badania te Autor uzupetnit o
analize ekspresji gendéw, kodujgcych znane peptydy przeciwdrobnoustrojowe, wystepujace u G. mellonella,
wykazujgc ich podwyzszony i zalezny od dawki infekcyjnej poziom, co wskazuje na indukcje odpowiedzi
odpornoéciowe;.

W kolejnym etapie pracy, Autor wykazat istnienie zjawiska pietnowania immunologicznego w badanym
uktadzie gospodarz-patogen, ktéry objawiat sie zwiekszong przezywalnoscig osobnikéw G. mellonella
zakazonych P. entomophila po wcze$niejszym kontakcie z patogenem. Obserwowane zjawisko pietnowania
Autor zidentyfikowat w uktadzie homologicznym (1-sze zakazenie P. entomophila vs 2-gie zakazenie P.
entomophila), ale nie heterologicznym (1-sze zakazenie P. entomophila vs 2-gie zakazenie P. aeruginosa/B.
thuringiensis/C. albicans lub 1-sze zakazenie P. aeruginosa/B. thuringiensis/C. albicans vs 2-gie zakazenie P.
entomophila), co wskazuje na wysoce specyficzny charakter zidentyfikowanego zjawiska. Nasuneto mi sie
pytanie dotyczace tej czesci wynikow:

2. Na jakiej zasadzie Autor dobierat dawki infekcyjne i liczebno$¢ grup, poniewaz réznity sie one dla kazdego
doswiadczenia.

Stosujgc analogiczne podejscie, jak w przypadku analizy pierwotnej infekgcji, tj. pomiar (i) aktywnosci
lizozymu i oksydazy fenolowej, (ii) aktywnosci przeciwbakteryjnej hemolimfy, analiza (iii) profili biatkowych
hemolimfy oraz (iv) wzglednego poziomu ekspresji genéw zaangazowanych w procesy odpornosciowe
owadow, Autor poréwnat organizmy pietnowane z tymi niepoddanymi pietnowaniu immunologicznemu.
Uzyskane wyniki wyraznie wskazaty na wyzszg i szybciej pojawiajgcg sie aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg
hemolimfy owadow pietnowanych w stosunku do niepietnowanych, a takze korelacje z szybciej pojawiajgcymi
sie biatkami/peptydami o masie <10 kDa u owadoéw pietnowanych. Obserwacje te miaty potwierdzenie w
badaniu ekspresji genéw kodujgcych peptydy przeciwdrobnoustrojowe, w szczegélnosci galleriomycyny,
hemoliny i cekropiny.

3. Dlaczego do analizy pierwotnej infekcji pobierano probki w czasie 4 godz. | 8 godz., natomiast w czasie
badania pietnowania 3 godz. i 6 godz. Oraz czemu mierzony poziom ekspresji genéw rézni sie w przypadku
obserwowanej ‘krotnosci’ (por. dane Ryc. 33 vs Ryc. 25), szczegdlinie dla cekropiny i galiomycyny.

Naturalna konsekwencja uzyskanych przez Doktoranta ciekawych obserwacji byta préba identyfikacji
biatek/peptyddw zaangazowanych w reakcje odpornosciowg. Stosujgc metode RP-HPLC (wskazana przez
Autora wspétpraca naukowa) Autor zanalizowat uzyskane po rozdziale hemolimfy chromatogramy,
identyfikujgc te frakcje, ktérych wielko$¢ ulegata zmianom pomiedzy grupami: owady zakazone vs
niezakazone, pietnowane vs niepietnowane. Wykorzystujac klasyczng metode sekwencjonowania biatek
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(degracja Edmana) Autor zidentyfikowat kilkanascie biatek, gtownie peptydéw odpornosciowych, ktore
pojawiaty sie w hemolimfie owadoéw po infekcji lub takich biatek, ktérych ilo$¢ po infekcji rosta, co wskazywato
na ich udziat w zjawisku pietnowania immunologicznego, czy tez zwiekszonej przezywalnosci po ponownym
kontakcie z patogenem, np. lizozym, peptyd prolinowy-1, peptyd prolinowy-2 czy anhydraza weglanowa.

Na szczegdlng uwage zastuguje ta czes¢ badan, ktéra pokazuje nowe zwigzki biatkowe o
potencjalnym znaczeniu w odpornosci G. mellonella, czyli peptyd kazalowy Pr13a, biatko homeoboksowe 5-
podobne, czy tez inhibitor proteaz serynowych IPSD. Autor scharakteryzowat poziomy ekspresji genéw
kodujgcych wymienione biatka, wykazujac w gtéwnej mierze wzrost poziomu ekspresji badanych genéw po
infekcji, a nastepnie badat witasciwosci oczyszczonych preparatéw biatkowych pod katem aktywnosci
inhibitorowej wzgledem znanych proteaz serynowych, wykazujgc takowg jedynie dla biatka IPSD. Z kolei
kazde z analizowanych biatek wykazato sie wiasciwosciag redukgji liczby zywych bakterii do poziomu ok 40%
po 60-minutowe] inkubacji z badanymi biatkami. Nie jest to zatem efekt silnie bakteriobdjczy, natomiast efekt
biologiczny jest znaczgcy. Uzupetnieniem zaobserwowanego efektu redukcji liczby kolonii bakteryjnych byto
badanie struktury powierzchni komérek bakteryjnych, ktorej zmiany Autor obserwowat stosujgc mikroskopie
sit atomowych.

Poprosze Doktoranta o wyjasnienie, czemu w przypadku analizy mikroskopowej AFM zastosowano
trzy kontrole, ktére sg takie same: P. entomophila + H20, czy nie wystarczyta jedna wraz z obrazami komorek
traktowanych poszczegoélnymi biatkami. Na ile wyniki komdrek kontrolnych A, B, C (Ryc. 41) mozna ze sobg
poréwnac, a nastepnie poréwnac z komdérkami traktowanymi badanymi biatkami?

Whiosek koncowy:

Stwierdzam, ze mgr Michat Sutek wykazat sie ogdlng wiedzg z dziedziny nauk biologicznych, a
przeprowadzone i opisane przez niego analizy oraz zinterpretowane wyniki wskazuja, ze jest samodzielnym
naukowcem, przygotowanym do prowadzenia prac badawczych. Zastosowanie szeregu technik z dziedziny
histologii, biochemii, bioinformatyki, biologii molekularnej, a takze umiejetno$¢ nawigzywania wspotpracy w
obszarach, w ktorych Doktorant nie jest ekspertem, wskazuje na jego dojrzato$¢ naukowa.

Podsumowujgc stwierdzam, ze wyniki uzyskane przez Doktoranta stanowig istotny i oryginalny
wkiad naukowy w zakresie prezentowanej tematyki badawczej. Doktorant osiggnat wszystkie zamierzone cele.
Pozytywnie oceniam wartos¢ merytoryczng przedstawione] rozprawy i osiggniecia naukowego w niej
opisanego, w szczegolnosci za cenne uwazam zidentyfikowanie czynnikéw biorgcych udziat w odpowiedzi
immunologicznej G. mellonella na zakazenie P. entomophila, a takze scharakteryzowanie ich wtasnosci
biochemicznych. Na istotng uwage zastuguje fakt, ze uzyskane przez mgr Michata Sutka wyniki majg wysoki
potencjat aplikacyjny. W mojej opinii przedstawiona do oceny praca doktorska spetnia warunki stawiane tego
typu opracowaniom wymaganym do uzyskania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne. Wnioskuje zatem do Rady Naukowej Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej o dopuszczenie mgr Michata Sutka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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