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koniugatow z Neb-Kolostatyng i jej analogami u chrzaszcza Tenebrio molitor ”

Wiele gatunkéw owaddéw odpowiedzialnych jest za powazne szkody gospodarcze w
uprawach i przechowalnictwie produktéw spozywczych. Przenoszenie przez owady
patogendw niebezpiecznych dla ludzi i zwierzat hodowlanych zmusza do ograniczania
liczebnosci populacji owadéw szkodliwych. Zagrozenie dla bioréznorodnosci, w wyniku
stosowania klasycznych insektycyddw, oraz rosngca opornos$¢ szkodnikoéw na te $rodki,
powoduje intensyfikacje poszukiwan nowych, selektywnie dzialajacych, wydajnych i
bezpiecznych dla srodowiska naturalnego insektycydéw. Badania nad stosowaniem
naturalnych wrogow owadow w postaci wirusow, bakterii, grzybow i nicieni, jako
bioinsektycydow zaowocowaly powstaniem preparatow komercyjnych, jednak ich
skutecznosé i selektywnos¢ nie jest jeszcze zadawalajaca. Alternatywnym podejsciem do tego
problemu sg badania nad mozliwoscig zastosowania peptydomimetykow, czyli
zmodyfikowanych chemicznie peptydéw regulujgcych wazne funkcje zyciowe owadow, w
tym zwlaszcza peptydow zaangazowanych w procesy zwigzane z rozmnazaniem oraz
odpowiedzig immunologiczng. Jednym z naturalnie wystepujacych u owadéw peptydéw o
wielokierunkowej aktywnosci jest Neb-kolostatyna. Ten 19 aminokwasowy peptyd wykazuje
aktywnos¢ oostatyczng przejawiajgcg si¢ zahamowaniem wzrostu oocytow, biosyntezy
witelogenin i ich deponowania w oocytach much i chrzaszczy. Neb-kolostatyna indukuje tez
procesy apoptozy i autofagii komorek folikularnych oraz komoérek w obszarze germarium, co
w efekcie prowadzi do znacznego zmniejszenia ilo$ci sktadanych jaj i wylegalnosci larw.

Oprocz oddziatywania na uktad rozrodczy Neb-kolostatyna indukuje apoptozg hemocytow,
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immunokompetentnych komorek hemolimfy. Powaznym problemem jest sposob
wprowadzenia aktywnego peptydu do ciala owada zapewniajacy zachowanie jego aktywnosci
biologicznej. W celu zwigkszenia stabilnosci peptydow w warunkach polowych oraz
odpornosci na degradacj¢ przez enzymy owadow natywne peptydy poddawane sa
modyfikacjom chemicznym. Poszukiwane sg takze neutralne przenosniki substancji
aktywnych biologicznie umozliwiajgce skuteczny ich transport przez kutikule.
Nanoczgsteczki diamentu stosowane sg obecnie, jako wydajne przenosniki wielu substancji
biologicznie aktywnych do komorek ssaczych, jednak dotychczas nie prowadzono badan nad

ich uzyciem w transporcie poprzez kutikule owadzig.

Podjecie przez Doktoranta badan majacych na celu zbadanie wptywu Neb-kolostatyny i
jej analogdw oraz ich koniugatow z nanodiamentami na wybrane elementy uktadu

odpornosciowego oraz rozrodczego Tenebrio molitor, jest w pelni uzasadnione.

Recenzowana praca posiada uktad typowy dla rozpraw doktorskich i liczy ogétem 140
stron. Obszerny spis literatury zawiera 226 pozycji. W tekscie zamieszczono 36 rycin
ilustrujacych w zdecydowanej wigkszosci (28 ryciny) wyniki prac eksperymentalnych
prowadzonych przez Doktoranta.

Czgs¢ doswiadczalng pracy poprzedza teoretyczny Wstep, w ktorym Doktorant,
opierajac si¢ na danych pismiennictwa naukowego, przedstawil obecny stan wiedzy na temat
metod ograniczania liczebnosci owadow szkodliwych dla cztowieka, scharakteryzowat
hormony immunotropowe i gonadotropowe owadow oraz Neb-kolostatyne i jej analogi.
Doktorant przedstawil tez w zwiegzly sposéb najwazniejsze informacje dotyczace uktadu
odpornosciowego owaddw oraz budowe zenskiego ukiadu rozrodczego chrzaszcza
stanowigcego obiekt badawczy niniejszej pracy. Zamieszczone we Wstepie dane zostaly
zaprezentowane w sposob kompetentny, wskazujgcy na dobre przygotowanie Doktoranta do
realizacji wlasnych zamierzen badawczych. Zagadnienia poruszone we Wstepie $cisle wigzg
si¢ z doswiadczalng czescig pracy. Cele pracy zostaty sformutowane prawidlowo i w jasny
sposob.

Do realizacji zaplanowanych badan Doktorant wykorzystal zréznicowana metodyke,
poczynajac od aplikacji topikalnej owadom oraz za pomoca mikroiniekcji nanodiamentow
funkcjonalizowanych badanymi peptydami, badania ich przenikania przez kutikule i
dystrybucji wewnatrz organizmu, poprzez pomiar liczby hemocytow oraz ich aktywnosci

fagocytarnej, pomiar ilosci nodul, badanie aktywnosci oksydazy polifenolowej a konczac na



badaniu wptywu testowanych zwiazkéw na ilosé sktadanych jaj i przezywalnos¢ embrionow

T. molitor.

1.

W toku prac eksperymentalnych Doktorant wykazal, co nastgpuje:
nanodiamenty wnikaja poprzez kutikule do wnetrza ciala 7. molitor 1 nie wywieraja
zadnego istotnego wplywu na procesy rozrodcze oraz funkcjonowanie komoérek
uktadu immunologicznego owaddw.

Neb-kolostatyna i jej analogi:

— obnizajg liczbg hemocytoéw krazacych w hemolimfie larw, poczwarek 1 imago 7.
molitor a takze liczbe fagocytujacych hemocytéw oraz wytworzonych przez
hemocyty nodul,

— zmniejszajg aktywnos¢ oksydazy polifenolowej,

— hamujg rozwoj jajnika oraz wzrost i dojrzewanie oocytow,

— hamujg skladanie jaj,

— zaburzajg embriogeneze 1 metamorfoze

Koniugaty nanodiamentow z Neb-kolostatyng lub jej analogiami wnikaja poprzez

kutikule do wnetrza ciata 7. molitor i zachowuja aktywnos¢ biologiczng opisang

powyzej.

Oceniajac prace przedstawiong mi do recenzji stwierdzam, iz:

e praca zostala napisana w sposob przejrzysty i zrozumiaty,

e szata graficzna rozprawy jest staranna,

e wstep opisany na 34 stronach stanowi dobre teoretyczne wprowadzenie do
zagadnien bedacych przedmiotem badan Autora, cho¢ w rozdziale 1.1.
dotyczacym metod zmniejszania liczebnosci populacji szkodnikoéw pominieta
zostata rola bakterii entomopatogennych a Bacillus thuringiensis wspomniany
zostal wylacznie w kontekscie genetycznej modyfikacji roslin,

e zadania jakie sobie postawil Doktorant s jasno sformutowane,

e metody uzyte w badaniach (opisane na 15 stronach) zostaly dobrane w sposéb
wlasciwy,

¢ wyniki badan bogato udokumentowane rycinami zostaly przedstawione na 34
stronach w sposob nie budzacy zastrzezen,

e w dyskusji (28 stron) Autor umiejetnie i w sposob rzeczowy konfrontuje uzyskane

wyniki z danymi dostepnymi w literaturze fachowej,



* bogate pismiennictwo jest whasciwie dobrane i obejmuje aktualng wiedze

dotyczaca poruszanych zagadnien.

W trakcie analizy rozprawy zauwazytam, ze pewne jej fragmenty wymagaja drobnych
korekt lub uzupetnien:
Strona 25 - Brak informacji, ze przytoczone klasy hemocytow (plazmatocyty, granulocyty,
sferulocyty, oenocytoidy i prohemocyty) sa charakterystyczne dla Lepidoptera. U
przedstawicieli innych rzed6éw sktad hemocytow jest z reguly inny. W rozprawie brak jest
informacji, jakie klasy hemocytow zostaly stwierdzone u Tenebrio molitor.
Strona 26 - W opisie procesu nodulacji brak informacji, ze dotyczy on wylacznie patogenéw o
niewielkich rozmiarach.
Strona 74 - Przedstawienie catkowitej ilosci ztozonych jaj w kazdym wariancie
doswiadczalnym w postaci tabeli zbiorczej zwiekszyloby przejrzystosé tych danych. Rycina
28 jest w obecnej postaci nieczytelna. Moim zdaniem przedstawienie tych danych osobno dla
kazdego testowanego peptydu w postaci diagramu z rozkladem w czasie (dni od 1 do 7) lepiej
przedstawiatoby dynamike sktadania jaj a zestawienie diagraméw jeden pod drugim bardziej
unaocznitoby réznice pomigdzy aktywnoscig poszczegdlnych zwigzkow.
Strona 89 - Uwazam, Ze nie nalezy uzywac w stosunku do hemolimfy owadéw okreslenia
krew, poniewaz funkcje hemolimfy u owaddéw nie pokrywaja sie z funkcjami petnionymi
przez krew krggowcow.
Dyskutujac mozliwo$¢ uzupetnienia w hemolimfie puli hemocytéw utraconych w wyniku
dziatania czynnikéw hemocytotoksycznych nalezy tez uwzgledni¢ proces rekrutacji
hemocytéw osiadlych w tkankach.
Strona 98 - Ostatnie zdanie pierwszego akapitu jest niezrecznie sformutowane, bo sugeruje,
ze jaja posiadaja zdolno$¢ do zaptodnienia (strona czynna), podczas gdy chodzi o mozliwosé,
ze jaja zostang zaplodnione (strona bierna).
Strona 100 - Dwukrotnie blednie zostal podany skrét nazwy hormonu juwenilnego: zamiast
JH jest LH.
W kilku miejscach rozprawy (strony: 39, 82 i 88) pojawily sie tez literowki.

Podczas czytania rozprawy nasunglo mi sie kilka pytaf do Autora:
1. Czy sprawdzono, jaki procent nanodiamentéw podanych na powierzchnie kutikuli

dociera do hemocelu?



2. Czy sprawdzono, u jakiego odsetka samic potraktowanych badanymi zwigzkami i
koniugatami a nastgpnie kojarzonych z samcami dochodzito do kopulacji? Czy
kojarzenie musi si¢ odbywac¢ w grupach?

3. Czy sprawdzana byla liczebnos$¢ poszczegdlnych klas hemocytow?

4. Czy sprawdzono, ktére hemocyty fagocytowaty (plazmatocyty czy granulocyty a
moze obie klasy)?

5. Czy wszystkie doswiadczenia przeprowadzane byly wylacznie na samicach?

Powyzsze uwagi nie umniejszaja wartosci merytorycznej dysertacji, ktorg oceniam
wysoko. Autor w przedstawionej rozprawie doktorskiej wykazal umiejetnos$é rozwigzywania
postawionych zadan naukowych, dobre opanowanie metod badawczych oraz znajomosé
pismiennictwa. Uzyskane przez Doktoranta wyniki stanowig Jego oryginalne osiagniecia i
znaczgco poszerzajg wiedze na temat istotnych aspektéw oddziatywania Neb-kolostatyny a
takze analogow tego peptydu, na kluczowe funkcje zyciowe Tenebrio molitor. Eleganckie
wykazanie, ze mozliwe jest wprowadzenie Neb-kolostatyny i jej analogow do wnetrza ciala
owadow poprzez mikropory w kutikuli za pomocg nanodiamentow, otwiera mozliwo$é

zastosowania w praktyce peptydomimetykow do walki z owadami szkodliwymi.

Stwierdzam, ze przekazana mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Patryka Nowickiego
pt.: ,,Gonadotropowa i immunotropowa aktywnos¢ nanodiamentéw oraz ich koniugatow z
Neb-kolostatyng i jej analogami u chrzaszcza Tenebrio molitor” w pelni odpowiada
wymaganiom okreslonym w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym i wnioskuje o
dopuszczenie Autora tej rozprawy do dalszych, przewidzianych ustawa, etapéw przewodu
doktorskiego.

Whnioskuje jednoczesnie o wyrdznienie nagroda Autora powyzszej rozprawy doktorskiej.
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