dr hab. Mirostaw Nakonieczny, prof. US Katowice, 16.08.2019,

mirgslaw.nakonieczny @us edu,.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Walkowiak-Nowickiej
JAktywnodc fizjologiczna peptydow jamamarinu i alloferonu oraz ich peptydomimetykdw
u chrzgszcza Tenebrio molitor L”.

Przedstawiona do recenzjl rozpraws doktorska Panl mgr Karoliny Walkowiak-Mowickie] zostalta wykonana
Zakfadzie Fizjologii i Biologii Rozwoju Zwierzat, Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewlcza
w Poznaniu, pod promotorskim nadzorem prof. dr. hab. Grzegorza Rosinskiego. Manuskrypt sklada sie
zszedciu kanonicznych rordzialow zamieszczanych w tego typu opracowaniach: Wstepu, Celdw pracy,
Materialéw i Metod, Wynikow oraz Dyskusjl, Caloié korczy krdtki, zwlezly rozdzial  Podsumowanle
i wnloski” oraz streszczenie w jezyku polskim | angielskim, W przypadku wigczenia tabel i rycin (wydrukow
fotografii) do zasadniczych rozdziatow manuskryptu zbednym wydaje sie ponowny spis rycin i tabel, jesh nie
zawiera on przekierowania do strony manuskryptu. Ostatni rozdziat to Bibliografia® zawierajgca wszystkie
cytowane publikacje w liczhie 165. Bardio celna Inlcjatywa s3: spls zastosowanych w manuskrypcie
skrdtdw, co ufatwia czytanie tekstu, jak | dofaczenie do manuskryptu cyfrowe] wersji wykonanych fotografii
spod mikroskopu, ktdre pozwalaja na bardzie] precyzy|ng analize uzyskanych przez doktorantke obrazow
mian w strukiurze ukfadu rozrodczego | immunologicenego wybranego modelu badawczego — Tenebrio
molitor, Praca napisana w catodel w jezyku polskim (oprocz anglojezycrnego, dwustronicowego
streszczenia) jest przykladem udycia poprawne| polszczyvzny i co naleiy podkreslic, prawie ie nie zawiera
skrotdw myslowych, laboratoryjnege targonu | kalek jezvkowych, tak crestych w polskiej nowomowie
micdych adeptow nauki, Edycja manuskryptu takie nie budzi zastrzeied, jest przejrzysta | konsekwentna.
Reasumujgc, z formalnego punktu widzenia, tresé przedstawionej do oceny rozprawy doktorskie] w peini
odpowiada jej tytutowl,

Oceniana rorprawa doktorska zostala zawarta prrez doktorantke na 123 stronach manuskryptu o dobrze
zbalansowanych proporcjach objetosci poszezegolnych rozdziatdow. Znajdujemy w niej merytorycznie cenna,
krdtky informacje o wybranych do badan dwu owadzich hormonach: jamamarinie i alioferonie —
oligopeptydach wyizolowanych po raz plerwsry odpowlednio 2 émy Antheraeo yamamal | muchdwkl
Colliphora wicinio. Porwala ona na powigzanie raczej hermetyczne] wiedzy o tych biologicznie caynnych
rwiazkach 2 innymi, bardziej powszechnie znanymi hormonami owaddw, w czym z pewnoscig pomagaja
wezedniejsze podrozdziaty wstepu. W rozdziale tym doktorantka daje takie przejrzysty definicje oraz
podstawows informacje o peptydomimetykach. Jest to o tyle istotne, ie zasadniczym elementem ukfadu
dofwiadczalnego zaproponowanego w pracy jest nie tylko testowanie obu oligopeptydiw, ale
wykorzystanie wrbogaconych o reszty kwaséw ttuszczowych pochodnych jamamarinu i alloferonw.
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Podrazdzial o budowle | funkc)i uktadu rozrodozego samic T, molitor jak | cogenezie | embricgenezie u tego
gatunku sensownie zamyks cieic wstepng dysertac)i, jednoznacinie wskazujgc na podmiot badawcry
daktarantki.

Planujgc swd| panel badawczy doktorantka dokonala kilku istotnyeh i trafnych wyborow. Wybrata nie tylko
dwa oligopeptydy, na temat ktorych wiedza jest stosunkowo niewielka, to na dodatek 5§ to rwigzkl
biologicznie czynne, dla ktdrych w kilku [cytowanych) eksperymentach wykazano jui istotne drialanie,
zarowno stymulujgce jak i inhibitujgce, na rétnorodne funkcle u ssakdw. Tym samym praca, ktora w swoje]
koncepcfi eksperymentu wykonana jest na modelu badawerym — Tenebrio, nawigzuje do szeroko
propagowane] idei wykorzystania rwijzkow biclogicznie czynnych izolowanych 2z bezkregowcdw
w potencjalnych postepowaniach terapeutycznych dla czfowieka, Przedstawione w nigj wyniki, mimo
wsrystko uryskane w eksperymencie na owadach, mogg miec w przysziosci brzemienne skutki takie
w naukach medycinych. Patrzac na priedstawiong dysertacje z tej perspektywy praca nablera
dodatkowego, jakie watnego wymiaru. Dodatkowo doktorantka zwraca we wstepie uwage na jeszcze jeden
watny aspekt swoich badar — wykorzystanie obu rwigzkdw | ich pochadnych, jako specyficznych gatunkowo
biginsektyeyddw, co jest szczegdinie waine w Swietle kroczgce] poraiki tradycyjnych rwigzkdw
chemicznych uiywanych w walce ze szkodnikaml ze wegledu na mabywanie przez nie coraz wieksze
odpornodcl. Stad tei te dwa waine, wyartykulowane prrzez doktorantke we wstepie, priesfania wydajg sie
by¢ wainym elementem koncepcy|nym pracy, Ktdre w peini upowainiajg do podjgcia tego typu badan.
W tym kontekicie postawione przer autorke cele pracy, na ktdre (co naleiy jednoznacznie stwierdzic)
autorka daje jednoznaczng odpowied? we wnioskach, moina uznac za cele robocze. Szkoda, 2e w rozdziale
«Dyskusia” autorka zbyt powicagliwie podesia do wyciggania wnioskow, ewentualnie postawienia
hipotez, ktdre moina wyclaggnad na podstawie uzyskanych wynikow a nawigzujgcych do dwoch wyie|
wspemnianych idei, Tym samym autorka nie postawila kolejnych hipotez badawczych, ktdre 2 cal
pewnosicig w przysztosci moina byfoby przetestowad wykorzystu|ac oba oligopeptydy.

Autorka, cytujac liczne iradia, podkredla, te w wielu preypadkach wynikl badan dia obu oligopeptydow s3
wysoce niewystraczajgce i czesto niejednoznaczne, CIEgo priyczyne moina upatrywaé w zaleinodciach
miedzy dawky a uzyskanym efektem biclogicznym, czy tez specyficznoscig gatunkows, na ktorych badano
oha rwigzki. Stad tez dla calego eksperymentu kluczowg byta decyzja o wybraniu trzech rainych ich stezen
w zakresie od 10" do 101" M. Tym samym autorka uzyskata motliwosé prretestowania zaleinoscl migdry
dawka a wywofanym efektem. Dodatkowa wartoscig pracy jest jednoczesne przetestowanie odpowiednio
4 dla alloferanu | 1 dia jamamarinu peptymimetykow = co w nawigzaniu do podanych we wstepie danych
literaturowych o zrrédnicowanym efekcie dziatania pochodnych Twigzkow biologicznie czynnych
w pordwnaniu 7 substancig wyliclowsa, porwolito autorce od razu na przetestowanie skutkdw biologicznych
po ich intoksykacji u testowanych owadow | pordwnania wynikow z tyml uzyskanymi dla peptydow
ratywnych.

Caly raproponowany w pracy ukfad eksperymentainy jest klarowny | jednoznaczny, Doktorantka w petni
wykarzystala diugoletnie doswiadczenie profesora Rosifiskiego | jego zespolu w badaniach réingrodnych
hormondw i [ch mimetykdw na funkcje biologiczne roinych gatunkdw owadow, a gldwnie u najczescief
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wykorzystywanego w zespale modelu badawczego jakim jest T. malitor. Wykorzystane przez doktorantke
metody dobrze Swiadczg o cpanowaniu warsztatu badawczego jakim dysponuje zespdl, co powinno
charakteryzowad kaidego przyszlege doktora, Doktorantka dobrze wykorzystata klasyczne metody
badawcze stosowane w tego typu badaniach, zardwno te rwiazane 7 mikroskopig swietina, analizami
enzymatyczaymi jak | biotestami, w tym przypadku hemocoytowym, stosunkowo trudnym ze wrzgledu na
umiejetnosc sprawne] klasyfikacji analizowanych hemocytdw, co wigie sie z nabyciem pewnego
doswiadczenia, Doktorantka zastosowala takie metody stosowane w biologl molekularnej — fancuchowsy
reakcje polimerazy (PCR), jak i jej odmiane, real-time PCR. Szkoda tylko, 7e uzyskane tymi metodami wyniki
zostaby nieomal pominiete w dyskusji | koficowych wnioskach. Zastosowana analiza statystycina uzyskanych
wiynilkdw jest dobrana poprawnie | w pelni wystarczajaca, aczkolwiek szkoda, te doktorantka nie dokonata
jeszcze kilku interesujgcych korelaci uzyskanych wynikow, nie tylko miedzy stezeniami dla zastosowanych
oligopeptyddw | ich analogdw, ale np. miedsy owizpozyelg | wylegalnosciy. Byd mode naletalo sie
zastanowic nad celowoicig zastosowania mikroskopil elektronowe) do analizy nablonka: folikularnego
owaroli, edli byto uzasadnione podejrzenie o wywolaniu przez oba peptydy zmian w te) strukiurze,

Dwuwgtioowy rozdzial Dyskusja” |est bogaty w analize swolch wynikdw na tle podobnych, uzyskanych
przez innych badaczy. Ma jednak dwa istotne braki. Brak w nbej prredyskutowania swoich wynikdw
uzyskanych dia analizy ekspresji genu witellogeniny, tym bardziej, fe pismiennictwo na ten temat jest
bardzo bogate. Zbyt siabe jest takie wyartykutowanie swoich wynikow w kontekicie dwuo idei
raprezentowanych we wstepie = allooferon | jamamarin jako czgsteczki biologicznie aktywne w medyoynie
oraz jak biopestyoydy, Jedno kodcowe zdanie na ten temat Uwaiam I3 WysSOCDE niewysiraczajgce.
Doktorantce rabrakio pewnodfcl slebie, aby sprobowad interpolowad uzyskane wynlki na Inne dziedziny
nauk przyrodniczych nit tylko biologia owaddw. Natomiast w rozdziale tym bardzo cenne s§ sumujgce
uzyskane wyniki tabele zhiorcze — od 5 do 9, Szkoda, 7e w takie] postaci tabelarycznej na tie wiasnych
wynikow nie zostaty przedsiawiocne dans z innych, cytowanych publikacji = bylaby to pefna infografika
analizowanego problemu,

Podsumowujgc prredstawione przez doktorantke wyniki, moina stwierdzic, ie doktorantka wykazata:

« immunomodulujgce dziatanie alloferonu | jamamarinu, | ich pochodnych na liczebnosc hemocoytow
T. maolitor, jak | na dynamike ich apoptory oraz aktywnosé oksydary polifenolowej i procesu
ncdulzcji,;

» ponadotropowe wiasciwosci obu zwigzkow na objetosc oocytow terminalnych, proces owulagji
| OWIpDEIVEi;

= driafanie embrioctoksyczne na rorwdj embrionalny tego gatunku;

rwiekszenie ekspresii genu witellogeninyg w tkance ciata tuszcrowego | jajnika.

Lektura dostarczonego manuskryptu poiwala takie na wniesienle kitku uvwag, rardwno o charakterze
merytorycznym jak i technicznym.

Do tych pierwszych moina zaliczy¢ niedomowienia wynikajgce 7 czesto bardio skrotowego aopisu
rastosowanych metod. Mie wesrystko co jest ocoywiste dla autorkl, jest ocrywiste dla cavtajgoego, a problem
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sig pogtebia, gdybysmy na podstawie opisu z tego rozdrziatu choiell odtworzye caty eksperyment. Pierwsza
watpliwesc budzi liczba osobnikdw w pojemniku hodowlanym, kiedy istotne s§ uwagi na temat stosunku
samcow do samic jako 1:1 oraz zapobleganiu kanibalizmowi - w takim razie informacja o pojemnosci
(powlerzchni) pojemnika | 2ageszczeniu csobnikow wydaje sie byc kluczowa. Kolejne pytanie dotyczy
podrozdziatu Synteza peptydow | analogow”, ktory sugeruje udriat doktorantkl w tym procesie. lednak
ostatnl akapit stawia tutaj znak rapytania. |stotnym jest takie pytanie, czy synteza analogdw byla
uzgadniana i robiona na zamdwienie, ze wigledu na interesujgoe doktorantke ich potencjalne wiadciwodci
biologiczne (mowa o analogach), Majac na uwadze rycine 2 doktorantka mogta jednoznacznie zadeklarowad
w rozdziale M&M udzial w konkretnych etapach projektowania | syntezy analogow. Najczesciej w opisie
metodyk brakuje informacji o liczhie powtarzen, ktare byly podstaws do obliczen lub wykonywania
dokumentac)i fotograficzne], jak w priypadku biotestu hemocytowego, morfologii jajnika czy liczhy
osobnikdw do oceny aktywnoicl oksydazowe]. W tym ostatnim przypadku jest tylko informacja
o powtdrzeniach technicznych = 3 na ozobnika. Inne pytanie, ktdre mozna postawic to, czy do oceny zmian
jajnika, nablonka folikularnego, gdzie jak sama doktorantka pisze | byly oceniane” zostata zastosowana jakas
skwantyfikowana skala pordwnaweza? Interesujacym jest, dlaczego w procedurze badawcze| liczbe
sktadanych jaj analizowano dia samic inlekowanych oligopeptydam| w 1 dniu vcia imago, a dla
pszacowania rozwoju embrionalnego | wylegalnodcl iniekowano samice 4 dniowe, Zastosowanie takiej
samej procedury inieke]l porwolitoby skorelowac owipozycje z wylegalnoscig dia poszczegolnych rwigzhow
i ich steien. Ma stronie 50 w opisie Indeksu apoptycznego dla Cl6-jamarmarinu powinno byc 12.5% dla
sterenia 10° M (jest 10°° M} — w tabeli 4 wartosci sg wpisane poprawnie. W opisie rycin 15, 16, 17, 18 oraz
200 21 jak | 31 | 32, jesli na rycinach jest zaznaczone odchylenie standardowe powinna byc informacja
o N z kidrego to odchylenie peliczeno. Ponadie dla ryciny 16 skopiowano z podpisu z ryciny 14 ,alloferon”,
powinien byt  jamamarin®, Co crnacza wpls dla ryciny 33 | 34 — owspdczynnik korelacji r Pearsona”?
Nalezalo go podaé lub zaznaczyd istotnodd lub Je] brak. W rycinach tych naleiato takie podac liczbe jaj
wzietych do analizy, poniewa oznaciente osi Y nie daje nam fadnego punktu odniesienia,

Doktorantka w rozdziale opisujgcym utyte metodyki wskazata na zastosowanie do swoich analiz metody
PCR. Mie ma fadne| informacji na temat produktéw uzyskanych dzigki tej metodzie, a ktdre to poddano
zsekwencjonowaniu. Jaki byl wynik pordwnania uzyskanego produktu 7 publicznymi bazami danych
o ktédrych doktorantka wspomina. Prosze takie podacd, co leiale u podstaw wyboru genow syntaksyny
| biatka rybosomalnego 13a jako gendw referencyjrych dia witellogeniny.

Oddzielng sprawg jest zastosowany sposdb oytowanla, Autorka ubywa rzadko stosowanego schematu —
pisania w tekdcie tylko pierwszego nazwiska, jesli autordow byto dwu lub wielu, Brak dodatkowych oznaczen
przy dacie powoduje, e czedd wieloautorskich publikacji z tego samego roku, kiedy pierwszy autor jest ten
sam, jest nie do odrdznienia w spisie literatury. Tylko z kontekstu cytowania moina sig domyslic o ktora
publikacje doktorantce w konkretnym prrypadku chodzl = np. Kuczer | in. 2013 albo Kim (dwu roinych
autorow!] 2008, Takie zbyteczne wydaje sle powtarzanie te] same] cytacil publikacji wiele razy w tymi
samym akapicie, jak np. na stronie 21-22. Brak jest takie w wykazle cytacjl Sorrentino | wsp. (2002), czy
Rosinski, 2011.
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£ nielicznych bleddw stylistycznych, to: skrét od species - sp. lub spp. (dla liczby mnogiej) przy nazwie
rodzajowe| nie pisze sie w kursywie, podobnie nie pisze sig w kursywie nazw tacifiskich wytszych kategorii
systematycznych nit rodzaj. Ma stronie 24 doktoramtka uiyla rwrotu wr-PIEMWSIRED  IMSTaru
diapaurujgeych..”, racze] powinno byt stadium, angielskie stowa Instar” nle weszlo jesicre do jezyka
polskiego | jest przykladem naukowego fargonu. Innym bledem jest okreslenie przedziatu skladanych
dziennie jaj {strona 32} od 0 do 15 - nie moina zlotyé O jaj. Elementy, ktdre moglyby poprawic | tak bardzo
dobrg edycje tekstu to zbedne uzycie powiekszone i wyttuszczonej czcionki do podplsdw rycin | naghdwkow
tabel — raczej stosuje sie zabieg odwrotny, mniejsza czcionka | interlinia.

Whioski koncowe.

Oceniana rezprawa dektorska, mimo takie uwag krytycznych, ktdre w taden sposdb nie podwaiajg catego
projektu badawczego | jego warlosd merytoryczne], a racze] wskazujg na potknlecia | niedomdwienia, daje
wszelkie podstawy ubiegania sie o stopien doktora nauk biologicznych. Doktorantka wykazata sie
umiejgtnoscig sformufowania clekawego tematu badawczego, powigzania w jedna cafodé kilku problemdw
badawczych na roinym poziomie organizacyjnym organizmu, dla ktdrych prébuje znalei¢ wspdiny
mianownik. Konkludujge, moina stwierdzié, te wyniki w przedstawione] do recenzji pracy doktorskie)
stanowig oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a autorka wykazala sie odpowiednig wiedza
teoretyczng w swolej dyscyplinie naukowe|, jak i udowodnita posiadanie umiejetnodci prowadzenia pracy
badawcze].

W zwigzku r powyiszym, rgodnie z Rozporzgdzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyiszego z dnia
19 stycznia 2018 roku w sprawle szczegblowego trybu | warunkdw przeprowadzenia caynnodci
w przewodzie doktorskim (Dz. U, 2018, poz. 261) | zgodnie 2 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku — Przepisy
wprowadzajgce ustaweg — Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1669) stwierdzam, 7e
rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w Ustawle z dnla 14 marca 2003 o stopniach naukowych
i tytule naukowym (Dz. U, 2017, poz. 1789) | wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu o depuszczenie kandydatki na stopied doktora, mgr Karoliny Walkowiak-Nowickie]
do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora nauk bialogicznych w dyscyplinie
biologia.

Katowice, 16.08.2018 r,
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