ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan

INSTYTUT CHEMII BIOORGANICZNE] oL L U
: «{ Polskiej Akademii Nauk REGON 000849327 NIP 777-00-02-062
n http://www. ibch.poznan.pl

Poznan, 02.09.2020 r.

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Patryka Nowickiego

pt. Gonadotropowa i immunotropowa aktywnos¢ nanodiamentéw oraz ich koniugatéw z Neb-

kolostatyng i jej analogami u chrzaszcza Tenebrio molitor

wykonanej
w Zakltadzie Fizjologii i Biologii Rozwoju Zwierzat UAM w Poznaniu

pod kierunkiem Prof. UAM dr hab. Elzbiety Czarniewskiej

Recenzja zostala przygotowana na wniosek rady naukowej dyscypliny nauki biologiczne UAM z dnia 22
maja 2020 roku.

1. Przedmiot rozprawy oraz jego naukowe znaczenie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Patryka Nowickiego dotyczy spojnego
tematycznie zagadnienia obejmujgcego badanie wptywu peptydow pochodzenia owadziego oraz ich
analogow na funkcje rozrodcze i immunologiczne chrzaszcza macznika miynarka. Prace te, cho¢ na
poczatku o charakterze badan podstawowych, z cata pewnoscig moga mie¢ bezposrednie przetozenie na
projektowanie i stosowanie nowoczesnych insektycydéw. Ze wzgledu na wazng i pozyteczng role wielu
gatunkow owadow dla czlowieka, poszukiwanie nowych metod zwalczania szkodnikéw powinno
koncentrowa¢ sie na syntezie bioinsektycydow o specyficznym gatunkowo dzialaniu. Optymalnym
rozwigzaniem pozwalajacym unikng¢ narazenia kregowcoéw na dzialanie Srodkow o aktywnosci
insektycydowej moze by¢ roéwniez rezygnacja z nieselektywnych neurotoksyn i zastgpienie ich

czgsteczkami o dziataniu narzagdowo specyficznymi. Takimi czgsteczkami, wykazujacymi powinowactwo

przede wszystkim do uktadu immunologicznego i rozrodczego owadow moga by¢ selektywne peptydy.




Poszukiwanie nowych schematow zwalczania szkodnikow owadzich wigze sie obecnie z licznymi
dzialania niepozadanymi, jak np. brak selektywnosci gatunkowej, co przektada sie na niekorzystny aspekt
ekologiczny, ale takze z wysokimi naktadami ekonomicznymi. Dlatego tez w mojej opinii badania
prowadzone wramach pracy doktorskiej nad skuteczng, a zarazem selektywng metoda zwalczania
szkodnikow owadzich wpisuja si¢ w jeden z gtownych nurtow wspotczesnych nauk biologicznych.
Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 140 stron i obejmuje nastgpujace rozdziaty: wstep, cel
pracy, material 1 metody. wyniki. dyskusje, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz
bibliogratie zawierajaca 226 pozycji literaturowych.

Prac¢ otwiera ,Wstep” liczacy 34 strony bedacy przegladem literatury wprowadzajacym do tematu
rozprawy doktorskiej. Zostal on podzielony na 8 podrozdzialow, w ktorym Doktorant charakteryzuje
kolejno: metody ograniczania liczebnosci owadoéw szkodliwych dla czlowieka, dziatanie hormonow
miotropowych oraz gonadotropowych owadéw, Neb-kolostatyne 1 jej analogi pod wzgledem ich
struktury chemicznej 1 aktywnosci biologicznej, budowe zenskiego ukladu rozrodczego
1 immunologicznego owadow, nastgpnie klasyczne metody wprowadzania peptydow do wnetrza ciata
owada i w koncu nanodiamenty jako przenosniki aktywnych biologicznie zwigzkow. Uwazam, ze ta
czes$¢ pracy zostala przygotowana przez mgr. Nowickiego bardzo starannie z wykorzystaniem bardzo
dobrych zrédet literaturowych. Rozdzial ten zostal napisany bardzo dobrym, jasnym i czytelnym
jezykiem, a dodatkowo zilustrowany jest odpowiednimi rycinami. Opracowanie to doskonale wprowadza
czytelnika w kolejne rozdziaty pracy czyli Wyniki i1 Dyskusje.

W  streszczeniu (wersji  polsko- 1 anglojezycznej) Doktorant zawarl podsumowanie zagadnien

w omawianych publikacjach oraz wnioski z przeprowadzonych badan, ktore sa poprawnie sformutowane.

2. Szezegolowe cele rozprawy i zastosowana metodyka badawcza

Badania prowadzone z udzialem rdéznorodnych peptydéw regulujacych procesy fizjologiczne
u owadow sugeruja mozliwos¢ wykorzystania tych zwigzkéw lub ich odpowiednio zmodyfikowanych
pochodnych w celu ograniczenia liczebnosci owadow szkodliwych dla cziowieka. Zaleta podejscia
wykorzystujacego peptydy wyizolowane z réznych tkanek owadow jest ograniczenie ich dzialania do tej
grupy bezkregowcodw. Bezpieczne dla innych zwierzat i czlowieka oraz dla srodowiska peptydy lub ich
mimetyki moga wigc w przysziosci stanowi¢ alternatywe dla obecnie wykorzystywanych jako
insektycydy trudno degradowalnych i niespecyficznych toksyn.
Gonadoinhibicyjne 1 hemocytotoksyczne wlasciwosci Neb-kolostatyny oraz hemocytotoksyczna
aktywnos¢ jej analogow wskazujg na potrzebe kompleksowych badan nad immunotropowsg aktywnoscig

Neb-kolostatyny oraz jej wplywem na rozwdj owadow, a takze immunotropowa i gonadotropowg

aktywnos$cia hemocytotoksycznych analogow tego peptydu oraz ich wplywem na metamorfoze.




Pierwszym celem pracy bylo poznanie dziatania tych peptydow na uklad immunologiczny, rozrodczy
irozw6j T. molitor, co mialo pozwoli¢ na identyfikacj¢ najbardziej efektywnych analogow Neb-
kolostatyny zaburzajacych wazne dla zycia owada funkcje oraz wykaza¢ najwigksza podatnos¢ na
dzialanie tych analogéw w zaleznosci od etapu rozwoju. Warunkiem zastosowania funkcjonalnych
peptydéw pochodzenia owadziego lub ich analogéw jako bioinsektycydow jest ich efektywne
wprowadzenie do wnetrza ciala owada z pominigciem drogi pokarmowej, czyli pokonanie przez te
czasteczki kutikuli owada, ktora jest strukturalno-funkcjonalng bariera chronigca komorki, tkanki
inarzady przed niekorzystnym dzialaniem roznorodnych abiotycznych i biotycznych czynnikow.
W zwigzku z tym, drugim celem pracy bylo zbadanie czy nanodiamenty przechodza przez kutikule do
hemolimfy owada i jakie bedzie ich dziatanie na uktad immunologiczny i rozrodczy, rozwdj oraz ich
biodystrybucja w wybranych tkankach owada, w przypadku pokonania tej bariery. Trzecim giownym
celem pracy bylo zbadanie biokompatybilnosci nanodiamentoéw i ich potencjalu transportowego, a wigc
przeniesienia przez kutikule do wnetrza ciala owada Neb-kolostatyny i jej analogéw o najsilniejsze;j
aktywnosci immunotropowej i gonadotropowej przy zachowaniu specyficznej aktywnosci peptydow.
Glowne cele badawcze realizowano poprzez szczegétowe zadania, w ktérych kolejno badano: 1) wplyw
Neb-kolostatyny na liczbe hemocytéw krazacych w hemolimfie, komoérkowa (fagocytoza i nodulacja)
i humoralng (aktywnos$¢ oksydazy polifenolowej), 2) wplyw hemocytotoksycznych analogéw Neb-
kolostatyny na liczb¢ hemocytow kragzacych w hemolimfie, odpowiedZz komoérkowa (fagocytoza
i nodulacja) i humoralng (aktywnos$¢ oksydazy polifenolowej), rozw¢j jajnika i proces oogenezy,
sktadanie jaj i ich wylegalnos$¢ oraz rozwdj 7. molitor jak rowniez, 3) przechodzenie NDs przez kutikule
do hemolimfy 7. molitor i ich wplyw na odpowiedz komérkowa i humoralng, rozwdj jajnika i proces
oogenezy, skladanie jaj i ich wylegalno$¢ oraz rozwdj 7. molitor. Badano takze biodystrybucj¢ NDs
w wybranych tkankach owada, przechodzenie kompleksoéw NDs z Neb-kolostatyng lub jej analogami
przez kutikule do wnetrza ciala owada i wptyw tych komplekséw na odpowiedz komoérkowa i humoralng
oraz regulacj¢ rozrodu i rozwgj.

Aby zrealizowaé zatozone cele badawcze, Doktorant zastosowal szereg technik, ktore moim zdaniem
byly w pelni odpowiednie do ich realizacji. Zostaly one bardzo szczegétowo opisane w rozdziale

,.Materialy i metody”.

3. Najwazniejsze wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy
Rozprawa przedstawia rezultaty kilkudziesigciu obszernych doswiadczen. Najistotniejsze wyniki
uzyskane w wyniku realizacji pracy to wykazanie, iz nanodiamenty:

e przenikajg przez kutikule chrzaszcza Tenebrio molitori nie wykazujag aktywnosci

hemocytotoksycznej;




e umozliwiajg wprowadzenie Neb-kolostatyny z powierzchni kutikuli 7. molitor do wnetrza ciala
owada przy zachowaniu hemocytotoksycznej aktywnosci peptydu
e nie wplywaja na liczbe hemocytow krazacych w hemolimfie niezaleznie od sposobu aplikacji
1 stadium rozwojowego 7. molitor
e nie wykazujg aktywnosci immunotropowej ani gonadotropowej u larw, poczwarek i osobnikow
dorostych 7. molitor. Powodujg jedynie krotkotrwale opoznienie skladania jaj oraz zaburzenia
embriogenezy. Nie zaburzajg natomiast metamorfozy 7. molitor.
Wyniki te wyraznie wskazuja, ze nanodiamenty sa bezpiecznymi nosnikami nie wykazujacymi
wlasciwosci cytotoksycznych i moga byé¢ wykorzystane do wigzania czynnikéw o aktywno$ci
biologicznej.
Doktorant wykazal, ze Neb-kolostatyna 1 jej analogi niezwigzane z nanodiamentami, aplikowana na
powierzchni¢ kutikuli nie przedostaje si¢ do wnetrza ciala 7. molitor, ale podawane drogg iniekcji
obnizaja liczbe hemocytow krazacych w hemolimfie 7. molitor, w kazdym stadium rozwojowym,
wykazuja aktywnos¢ immunoinhibicyjna i gonadoinhibicyjna u larw, poczwarek i osobnikow dorostych
T. molitor, a takze hamuja skladanie jaj i zaburzaja embriogenezg.
W badaniach zaleznosci struktura-aktywnos¢ wyselekcjonowano cztery analogi Neb-kolostatyny o silnej
aktywnosci gonado- i immunoinhibicyjnej: [Ala']-, [Val']-, [Hyp*]- oraz [Ach*]-kolostatyne, ktorymi
nast¢pnie funkcjonalizowano powierzchnie NDs.
W trakcie tych badan roéwniez stwierdzono, ze najsilniejszy efekt dziatania u 7. molitor obserwowany byt
w stadium poczwarki.
Realizacja zalozonych celow badawczych doprowadzita takze do konkluzji, iz aplikacja kazdego
z koniugatow sktadajacych sie¢ z NDs optaszczonych Neb-kolostatyna lub kazdym z czterech najbardziej
aktywnych analogéw na powierzchnie kutikuli 7% molitor indukowata silny efekt immunoinhibicyjny
1 gonadoinhibicyjny, charakterystyczny dla dzialania tych peptydow oraz powodowala zaburzenia
metamorfozy.
W pracy wykazano wigc, ze NDs przenikajg przez kutikule owada oraz umozliwiajag wprowadzenie Neb-
kolostatyny z powierzchni kutikuli do wnetrza ciala chrzaszcza przy zachowaniu hemocytotoksycznej
aktywnosci peptydu, zaleznej od jego dawki. Aplikacja NDs lub Neb-kolostatyny oddzielnie na
powierzchni¢ kutikuli nie powoduje apoptozy hemocytow co dowodzi, ze nanoczasteczki nie dziataja

hemocytotoksycznie a peptyd bez przenosnika nie przenika tej wielowarstwowej i hydrofobowe;j bariery.




4. Znaczenie uzyskanych wynikow

Przeprowadzone badania po raz pierwszy wykazaly skuteczno$¢  wykorzystania
nanotechnologicznego podejscia umozliwiajacego wprowadzenie peptydu przy zachowaniu jego
biologicznej aktywnosci przez kutikule do wnetrza ciata owada za pomoca nanoczasteczek diamentu.
Badania zaleznosci struktura-aktywnos¢ pozwolily zidentyfikowac cztery analogi Neb-kolostatyny
o silniejszej aktywnosci gonado- i immunotropowej, ktora zachowuja takze po transkutikularnym
wprowadzeniu do hemocelu w koniugacie z NDs. Uzyskane wyniki sugerujg mozliwos¢ praktycznego
wykorzystania koniugatow nanoczasteczek z peptydami o gonadoinhibicyjnych i immunoinhibicyjnych

wlasciwosciach w celu ograniczenia liczebnoscei 1 zywotnosci owadéw szkodliwych dla cztowieka.

5. Komentarze, uwagi i pytania

1. Badanie nodulacji i fagocytozy opiera si¢ o obserwacje mikroskopowe. Na podstawie tak uzyskanych
wynikow przedstawiono wykresy i okreslono istotnos¢ statystyczng otrzymanych danych. Opisy
przeprowadzonych badan sg szczegdtowe, pojawia si¢ tu jednak pytanie, dlaczego wyniki te nie zostaty
zilustrowane reprezentatywnymi zdjeciami mikroskopowymi?

2. Na stronie 54 mgr Nowicki pisze, ze ,,O niezmienionej zywotnosci hemocytow owadow traktowanych
topikalnie NDs lub peptydem $wiadczyl brak zmian w organizacji cytoszkieletu, prawidlowy wzor
chromatyny w jadrach komorkowych oraz brak aktywnych kaspaz w cytoplazmie komoérek. To badanie
wykazato, ze NDs wprowadzone transkutikularng drogg do wnetrza ciata owada, w zastosowanej dawce,
byly nietoksyczne dla hemocytéw, natomiast pro-apoptotyczny peptyd nie przeszedl z powierzchni
kutikuli do hemolimfy owada”. Nie znajduj¢ jednak wsrod wynikow przedstawionych w pracy takich,
ktore by te teze w pelni potwierdzaly. Dotaczone zostaty zdjecia mikroskopowe pokazujace morfologie
i zywotno$¢ hemocytow barwionych pod katem obecnosci aktywnych kaspaz, F-aktyny czy
stwierdzajacych stopien integralnosci DNA. Wspomniane zmiany, jesli rzeczywiscie nastgpily, nie
zostaty niestety wskazane na zdjeciach ani nie zostaty doktadnie w opisie wynikow wyjasnione. Na tej
podstawie trudno stwierdzi¢, czy takie zmiany, w szczegélnosci te dotyczace cytoszkieletu czy

fragmentacji DNA s3 tutaj istotne.

3. Odnoszac sie dalej do dziatania koniugatu ND i Neb-kolostatyny, Doktorant wysnul wniosek iz
depolimeryzacja F-aktyny czy zmiany w organizacji chromatyny dowodza aktywnosci pro-apoptotyczne;j
wprowadzonych koniugatow. Czy jednak badania te nie powinny by¢ poszerzone o analizy na poziomie
molekularnym? Czy brana byta pod uwage ewentualnosé, iz zmiany te moga przede wszystkim wplywac
na cykl komorkowy? A zmiany w polimeryzacji F-aktyny moga takze wynika¢ m.in. z rearanzacji

macierzy zewnatrzkomérkowej?




4. Doktorant przedstawia réznice w odpowiedzi na traktowanie peptydomimetykami w zaleznosci od
stadium rozwoju owada. Czy réznice w budowie kutikuli w zaleznosci od tego stadium moga wplywaé na
lepsza penetracje peptydu i wywotywac okreslone zmiany w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego

i rozrodczego? To zagadnienie nie zostato niestety zaadresowane w dyskusji wynikow.

S. Czy sg znane induktory wobec ktérych mozna odnies¢ dziatanie peptydomimetykéw badanych
w pracy? Obserwuje si¢ tutaj szerokie spektrum dziatania, a odniesienie do potencjalnego znanego
inhibitora rozrodu lub uktadu immunologicznego pozwolitoby na wyzszg ocene organo-specyficznego

dziatania zastosowanych peptydow i ich koniugatow.

6. Podsumowanie
W ocenianej pracy mgr. Patryka  Nowickiego doswiadczenia zostaly poprawnie zaplanowane
i wykonane, a uzyskane wyniki przyczyniaja si¢ do lepszego poznania omawianej tematyki. Dlatego
praca doktorska jest cennym uzupetnieniem dostepnego pi$miennictwa naukowego, stanowigc zarazem
podstawe do kontynuowania badan w tej tematyce.

W mojej ocenie przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr. Patryka Nowickiego speinia
wszystkie ustawowe warunki i kryteria, jakim powinna odpowiada¢ praca na stopien doktora nauk

biologicznych. Zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne UAM w Poznaniu

o dopuszczenie mgr. Patryka Nowickiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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