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Zaktad Rolnictwa Ekologicznego i Ochrony Srodowiska
RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Joanny Winkiel
pt. "Charakterystyka dziatania wybranych glikoalkaloidéw z rodziny Solanaceae na
kluczowe procesy metaboliczne u chrzaszcza Tenebrio molitor”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani magister Magdaleny Joanny
Winkiel, wykonana zostata pod kierunkiem Pani prof. UAM dr hab. Matgorzaty
Stocinskiej i Pana dr Szymona Chowanskiego petnigcego funkcje promotora
pomocniczego, na Wydziale Biologii, w Instytucie Biologii Eksperymentalnej, w
Zaktadzie Fizjologii i Biologii Rozwoju Zwierzat Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Rozprawa dotyczy okreslenia wptywu wybranych glikoalkaloidow (GA) -
syntetycznej solaniny (SOL), chakoniny (CHA), tomatyny (TOM) oraz ekstraktu z lisci
pomidora (EXT) aplikowanych za pomoca iniekcji do owada modelowego jakim byt
macznik mtynarek. Oceniono wptyw GA na metabolizm energetyczny owada poprzez
zmiany zawartosci lipidéw, weglowodanéw i aminokwasow. Przeanalizowano takze
mechanizm zmian ekspresji genéw i aktywno$¢ enzymatyczna.

Testowane zwigzki aplikowane w dwoch stezeniach — 10%i 10-° Mola, a analize
ich dystrybucji i efektéw wptywu na procesy metaboliczne prowadzono w réznych
odstepach czasu po iniekcji. Analizy dotyczyty:

1) Oceny dystrybuciji glikoalkaloidéw poprzez analize jako$ciowg wybranych
glikoalkaloidéw (SOL, CHA) w hemolimfie, w jelitach i w ciele ttuszczowym.
Oceniono takze $miertelno$¢ owaddw z uwagi na potencjalnie zastosowanie
glikoalkaloidow jako bioinsentycydéw.

2) Oceniono zawarto$¢ lipidow (np. poziom wolnych kwasow ttuszczowych,
sterole, estry), weglowodanéw (trehaloza, glukoza, glikogen) i aminokwasow
(alanina, prolina, walina, leucyna i fenyloalanina)

3) Dokonano pomiaru zmian ekspresji genéw_kodujgcych kluczowe enzymy
szlakéw energetycznych oraz gtéwnych biatek antyoksydacyjnych

4) Dokonano oceny aktywno$ci enzymoéw szlakéw energetycznych, czyli
fosfofruktokinazy (PFK), syntazy cytrynianowej (CS), dehydrogenazy
hydroksyacylo-CaA (HADH), katalazy (CAT) i dysmutazy podtlenkowej
(SOD)

Rozprawe stanowi kompilacja czerech manuskryptéw, pierwszy z nich
opublikowano w roku 2023 w Metabolites, drugi w roku biezgcym (w 2024) w Scientific
Reports. Kolejne dwie prace wchodzace w sktad rozprawy sg nadal na etapie
recenzjowania, jedna z nich zostata skierowana do Insect Science, druga do
Ecotoxicology and Environmental Safety. Prace stanowig spoéjny tematycznie blok
badan koncentrujgcych sie wokét tematu rozprawy. Aktualnie opublikowane
manuskrypty obejmujg 240 pkt. MNiSW i warto$¢ IF 7,9. Kolejne dwa manuskrypty
bedgce w trakcie procesu recenzji obejmujg kolejne 170 punktéw MNiSW i wartos¢ IF
6,6. Doktorantka jest we wszystkich manuskryptach autorem wiodgcym i
korespondencyjnym. Do wszystkich opublikowanych prac i ztozonych manuskryptéw
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zatgczono o$wiadczenia wspoétautoréw o ich udziale i realizowanych zadaniach w
omawianych pracach.

Ocena merytoryczna rozprawy

Praca opublikowana i przedstawiona w zestawieniu pod pozycjg drugg zgodnie
z jej opisem dotyczyta transportu GA wprowadzonych za pomocg iniekcji. Doktorantka
uzasadnita, ze iniekcja jest rzadko stosowang metoda aplikacji ksenobiotykéw do ciata
owada w przeciwienstwie do stosowania metody pomocniczej, czyli dostarczenie GA
wraz z pozywieniem lub w postaci ekstraktu (bardzo poprosze o wyjasnienie
~podawanie w postaci ekstraktu”, str. 23). Oceniono wptyw terminu iniekcji na szybko$¢
dystrybucji GA do hemolimfy, tkanki jelita i ostatecznie zmagazynowania ich w ciele
ttuszczowym po uptywie 0.5, 1.5, 8 i 24 godzinach. W tym miejscu musze wskazaé
pewne niescistosci, ktére pojawity sie w ogdélnym opisie celu rozprawy doktorskiej na
stronie 29, gdzie odniesiono sie jedynie do dwéch terminéw inkubaciji, czyli 2 i 24
godziny. Poza tym trudno jest zrozumie¢, dlaczego autorka zdecydowata sie
przydzieli¢ tej pracy numer 2. W badaniach wykorzystano chromatograf sprzezony ze
spektometrig mas, w opisie i oSwiadczeniach nie znalaztam informacji, kto fizycznie
wykonat analize i interpretacje wynikéw wykorzystujac LC-HRMS.

Wyniki dotyczace dystrybucji GA w ciele owada pozwolity na zaplanowanie
kolejnej pracy badawczej opublikowanej jako manuskrypt nr 1, a dotyczacym wptywu
GA na metabolizm lipidow - poprzez analize zawarto$ci wolnych kwaséw
tluszczowych, steroli, estrow - oraz ocene aktywnosci enzymu beta oksydacji kwasow
ttuszczowych (HADH). Zaobserwowano zwigekszong ilo§¢ kwaséw ttuszczowych w
ciele ttuszczowym 24 godziny po iniekcji, przy jednoczesnie obserwowanym
zmniejszonym stezeniu tréjglicerydéw (TAG), sugerujgcym intensywng hydrolize
zaaplikowanych glikoalkaloidéw. Stwierdzono takze, ze obserwowany efekt jest
zréznicowany w zaleznosci od stezen i rodzaju glikoalkaloidu.

W pracy przedstawionej jako nr 3 skupiono sie na weglowodanach (trehaloza,
glukoza, glikogen) i na aminokwasach (alanina, prolina, walina, leucyna i
fenyloalanina). Wyniki wskazaty, ze testowane GA zmienialy stezenie trehalozy w
hemolimfie, ale nie zmienialy zawartosci trehalozy, glukozy i glikogenu w ciele
ttuszczowym. Natomiast w przypadku aminokwaso6w stwierdzono, ze aplikowane TOM
i EXT spowodowaty, ze w hemolimfie ich zawarto$¢ byta zmniejszona, ale juz w ciele
ttuszczowym odnotowano ich akumulacje. Tego efektu nie zauwazono po iniekcji SOL
i CHA, co ponownie wskazuje na zréznicowany efekt w zalezno$ci od typu
glikoalkaloidu, od stezenia, od rodzaju tkanki i czasu inkubacji (w tym przypadku to
byty 2124 godziny). Ten zréznicowany efekt objawia sie poprzez mechanizm regulacji
ekspresji genéw kodujacych enzymy szklakéw metabolicznych oraz wigczenie
mechanizméw kompensacyjnych objawiajgcych sie poprzez wzrost ekspresji PFK,
CS, CAT. Kontynuujac badania nad detoksykacjg aplikowanych GA, Doktorantka wraz
z zespotem wspotautoréw opracowata prace nr 4 dotyczgcg aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych (katalazy CAT i dysmutazy ponadtlenkowej SOD) uruchomianych
pod wptywem testowanych GA. Po wstrzyknieciu GA zaobserwowano zwiekszong
aktywno$¢ SOD w ciele ttuszczowym larw, ale w tkankach jelita ta aktywno$¢ byta juz
zmniejszona na rzecz zwiekszonej aktywnosci CAT.

Reasumujgc, nalezy przyjaé, ze potencjat testowanych GA jako
bioinsektycydéw jest niewielki, biorgc dodatkowo niewielka obserwowang
$miertelno$¢ larw, a mechanizmy detoksykacji ksenobiotykow u larw sg dobrze
rozwiniete i wielopoziomowe w zaleznos$ci od miejsca ich analizy w ciele owada/tkanki,
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od czasu jaki uptynat od iniekcji GA, od rodzaju ksenobiotyku i jego stezenia.
Interpretacja wynikdw nie zawsze jest jednoznacznie mozliwa i Doktorantka czesto
postuguje sie w opisach trybem przypuszczajgcym. We wszystkich pracach
zastosowano jedng metode aplikacji GA, te same dwa stezenia, co niewatpliwe jest
,klamrg spinajgca” caty blok tematycznych opisywanych badan, ale majagc na uwadze
che¢ wykazania potencjatu testowanych GA jako bioinsektycydéw, o ktérym
Doktorantka wspomina w rozprawie, nalezatoby uwzgledni¢ wiecej zmiennych, np.
dodatkowe stezenia, ré6zne stadia rozwojowe larw, kolejne metody aplikaciji.

W rozprawie Doktorantka umiescita takze wykaz opublikowanych pozostatych
prac (sztuk 5), wszystkie prace sg pracami zespotowymi, ich data publikacji zawiera
sie w przedziale od 2018-2023r, suma punktéw MNiSW to 540, a sumaryczny IF to
22,2.

Ocena poprawnosci struktury rozprawy

Dwie prace z czterech sktadajgcych sie na rozprawe doktorskg zostaty
opublikowane, natomiast kolejne dwie dopiero znajdujg sie w trakcie procesu recenzji,
co jest sytuacjg trudng do zinterpretowania, jak nalezy podej$¢ do przedtozonych
materiatbw. Czy nalezy przeanalizowaé jedynie te dwie prace jeszcze
nieopublikowane? Czy przedtozenie rozprawy nie powinno mie¢ miejsca dopiero po
publikacji wszystkich manuskryptéw? W obecnej formie rozprawa zawiera:

e schemat badan,
streszczenie i stowa kluczowe w jezyku polskim i angielskim,
wstep,
cel pracy,
opis materiatow i metod,
uzyskane wyniki i wnioski oraz
podsumowanie.
Caty blok merytoryczny zamyka wykaz bibliografii zawierajgcy 26 pozycji. Catos¢ jest
niestety, wg mojej opinii, przygotowana zbyt zwiezle, czasami nawet lakonicznie i
odnosi sie do zagadnien juz poznanych i wczesniej opisanych. Majgc na uwadze, ze
rozprawa obejmuje dwa manuskrypty dopiero bedace w procesie recenzji , uwazam,
ze nalezatoby przedstawi¢ temat | badane zagadnienia aktywnosci enzymatycznej,
ekspresji genéw i mechanizméw detoksykacji znacznie szerzej. Cel pracy zawarty na
stronie 29 réwniez nie zostat sformutowany konkretnie, jest to raczej kompilacja
hipotezy badawczej i opisywania co zostato zanalizowane. Materiaty i metody rbwniez
powinny zostaC przedstawione szerzej, aktualnie jest to zestawienie akapitow,
znacznie korzystniej wygladatby ten rozdziat, gdyby odniesiono sie do
wykorzystywanych metod w konkretnych manuskryptach i w odniesieniu do
konkretnych zadan. Proponowany podziat w zalezno$ci od konkretnego numeru pracy
zostat juz uwzgledniony podczas omawiania Wstepu oraz rozdziatu Wyniki i wnioski.

Zwiezte przedstawienie wynikéw jest czasami zaleta, szczego6lnie jesli wyniki sg
jednoznaczne, jednak w tym przypadku tak nie jest, zatem by¢ moze forma rozprawy
réwniez powinna by¢ bardziej rozbudowana. W obecnej formie cze$¢ merytoryczna
zostata zawarta na niepetnych 14 stronach.

Przedtozona praca jest czescig mini grantu dla doktorantéw w ramach projektu
JInicjatywa doskonatosci-Uczelnia badawcza” oraz Grantu doktoranta w ramach
projektu ,Uniwersytet Jutra”.
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W ramach przedstawienia sylwetki Doktorantki nie umieszczono zadnych
danych dotyczacych Jej aktywnosci na forum miedzynarodowym, prezentowania
wynikow badan na konferencjach, etc. Poprosze zatem o kilka informacji dotyczgcych
tej kwestii.

Ocena strony edytorskiej rozprawy

Czytajac dysertacje trudno jest odnie$¢ sie to kwestii edytorskiej z uwagi na
wspomniang juz lakoniczno$¢ i zwiezto$¢, czasami skromno$¢ opiséw. W obecnej
formie nie znalaztam btedéw edytorskich. W dysertacji oprécz wspomnianego
Schematu badan nie umieszczono zadnej tabeli, rysunku, zdjecia. Na stronie 14
umieszczono wykaz stosowanych skrotéw, ale analizujgc wszystkie skroty w
przedtozonym teksScie mozna zauwazy¢, ze niektére skréty pominieto np. MnSOD,
HSP70. Podobnie w przypadku metod statystycznych, ktérych w ogéle nie wymieniono
lub czasu inkubacji, gdzie na stronie 31 wymieniono, ze wynosit on 2 lub 24 godziny,
podczas kiedy w jednej z prac czas inkubacji wynosit 30 minut, 1.5 godziny, 8 godzin
24 godziny.

Schemat badan, ktéry zostat umieszczony na stronie 15 rozprawy jest bardzo
dobrym wprowadzeniem to omawianego zagadnienia i utatwia przesledzenia catego
procesu planowania kolejnych etapéw badan, chociaz i w tym miejscu wypada mi
wyrazi¢ swojg watpliwos¢ z powodu przypisanej kolejnosci prac oraz w niewielkim
stopniu powielania w kolejnych manuskryptach niektérych zagadnien. Whniosek
koncowy umieszczony pod schematem badan jest zbedny, jest to raczej oczywista
hipoteza badawcza, dopiero krotki fragment Podsumowania zawiera bardziej
konkretne stwierdzenia, cho¢ w mojej opinii znacznie korzystniej bytoby przygotowanie
wnioskow i osiggnie¢ w formie wypunktowanej, a nie tagczenie ich z wynikami.

Takie duze uogdlnienia i uproszczenia nie stuzg klarownosci przekazu i
stwarzajg wrazenie ,skromno$ci badan”. Doktorantka powinna w przysztosci
poswieci¢ wiecej czasu na przedstawienie swojej aktywnosci i uzyskanych wynikéw
w sposb6b odpowiadajgcy rzeczywistosci, jest przeciez co opisywac.

Whiosek koncowy

Pomimo moich komentarzy dotyczacych skromnosci opiséw, ale w oparciu o
zatgczone opublikowane prace i manuskrypty uwazam, ze Doktorantka posiada
umiejetnosci prowadzenia samodzielnych badan. Posiada réwniez umiejetnos¢ pracy
zespotowej, co potwierdzajg wszystkie opublikowane wcze$niej prace. Przedtozona
dysertacja oraz o$wiadczenia wspotautorow $wiadczg o opanowaniu przez
Doktorantke warsztatu pracy naukowej. Trudno jest mi odnie$¢ sie do aktywnos$ci
zwigzanej z prezentowaniem wynikébw na gremiach krajowych i miedzynarodowych,
gdyz takich danych nie podano. Oceniana rozprawa dotyczy badan podstawowych,
daje podstawy do uznania ogoélnej wiedzy teoretycznej Doktorantki. Uwazam, ze
spetnia warunki okreslone w art. 187 ust.1-2 i art. 190 ust.3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku.

Prof. dr hab. Jolanta Kowalska
Poznan, 23.08. 2024 r.
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