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Ocena rozprawy doktorskiej Mgr Kamili Wisniewskiej

pt. ,,Potencjal immunologiczny hemolimfy pajgka Steatoda grossa (Theridiidae) w warunkach diugotrwalej

ekspozycji na wybrane metale podawane drogq pokarmowq”.

Wyniki szeregu publikacji z ostatnich lat wskazuja na przydatno$¢ pajakdéw w ocenie skazenia $rodowiska metalami
cigzkimi, w tym kadmem o silnej toksycznosci i niskiej biodegradalnowosci,. Znaczacy postep wiedzy w tym zakresie
Jest zastuga Zespotu kierowanego przez Panig dr hab. Grazyne Wilczek, a pajak Steatoda grossa jest od wielu lat z
sukcesem stosowanym modelem do prowadzenia systematycznych badaf dotyczacych akumulacji metali cigzkich,
mechanizméw ich detoksykacji czy tez biologicznych konsekwencji ich gromadzenia. Praca doktorska Pani magister
Kamili Wisniewskiej jest kontynuacja i rozszerzeniem tych badan, a jej przedmiotem bylo poznanie wplywu
dtugoterminowej ekspozycji na ksenobiotyczny kadm oraz biogenna miedz u samic pajaka Steatoda grossa na profil
komoérkowy hemolimfy, ultrastrukturg hemocytéw, sktad proteomu hemolimfy oraz podatnosé na
immunostymulacje.

Rozprawa doktorska ma charakter monografii o uktadzie typowym dla prac doswiadczalnych i obejmuje rozdziaty:
Wstep, Cele pracy, Materialy i metody, Wyniki, Wnioski, wykaz cytowanej literatury a takze dwujezyczne
streszczenie, wykaz uzywanych skrétdw, odczynnikdw, spis zamieszczonych rycin i tabeli oraz aneks zawierajacy
dodatkowe analizy statystyczne. Calos¢ prac liczy 136 stron, w tym trzy strony niezadrukowane (nr 11, 125 i 136).
W liczacym 15 stron rozdziale ,,Wstep”, w syntetyczny sposéb przedstawiono wplyw kadmu i miedzi na organizmy.
Opisano ich Zrédia w $rodowisku, wykorzystanie w przemysle, toksyczno$¢ i je) mechanizmy a takze sposoby
neutralizacji metali u pajakéw — w tym z wykorzystaniem metalotionein. Scharakteryzowany zostat réwniez uktad
odpornosciowy pajakéw bazujacy na komorkach hemolimfy - giéwnie  prohemocytach, granulocytach i
plazmocytach. Zwrocono uwage na mozliwosé nabycia przez hemocyjaning aktywnosci oksydazy fenolowej, istotnej
do ograniczenia szerzenia sig zakazenia. Przedstawiono takze peptvdowe czynniki hemolimfy o dziataniu

antybakteryjnym - defensyny i cekropiny.
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Cele pracy, oparte o jasno sformulowane hipotezy badawcze, obegjmowaly oceng wplywu dlugoterminowej
ckspozycji na kadm t miedZ na zmiany ilosciowe subpopulacji hemocytéw oraz ich ultrastrukturg, na proteom
hemolimfy oraz stezenie wybranych biatek o aktywnosci antybakteryjnej (defensyny i cekropiny) czy neutralizujacej

metale cigzkie (metalotioneiny).

Rozdziat , Materiaty i Metody” zawiera charakterystyke gatunku pajaka Steatoda grossa oraz opis warunkow jego
hodowli, W czytelny sposdb przedstawiono schemat doswiadczen ekspozycji pajakéw na metale drogg pokarmowa.
Opisano réwniez immunostymulatory — zawiesiny inaktywowanych termicznie (100°C 2,5h) bakterii Gram-
ujemnych (Pseudomonas fluorescens) i Gram- dodatnich (Staphylococcus aureus) oraz octan mirystynianu forbolu,
(PMA). Opisano szczegdtowo droge podania immunostymulatorow, jednak nic podano kiedy zostaly one
zastosowane. Moje zastrzezenie budzi okreslenie ,,immunizacja” w przypadku zastosowania badanych czynnikow —
bardziej adekwatnym terminem bylaby ,stymulacja” czy ,,pobudzenie”. W badaniach zastosowano nowoczesne
metody takie jak absorpcyjna spektrometria atomowa do oznaczen stezefi metali w ciatach pajagkdéw, cytometria
przeptywowa do analiz ilosciowych hemocytéw w hemolimfie, transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) do
badan ultrastrukturalnych, elektroforeza dwukierunkowa potaczona z spektrometriag mas do analiz proteomicznych
hemolimfy ¢zy ELISA do oznaczen stgzeni wybranych bialek hemolimfy. Opisujac metode ELISA do oznaczen
bialek o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, prawdopodobnie bigdnie wpisano ten sam rodzaj przeciwcial
drugorzgdowych, skoro — jak zaznaczono — przeciwciata przeciwko defensynom to przeciwciala krélicze, a
przeciwko cekropinom — mysie. Nie zaznaczano takze, jakich kontroli uzyto do wykazania swoistosci reake)i, nic
zaznaczono rowniez, z jakim enzymem skoniugowane byly przeciwciala drugorzedowe. By¢é moze, pewnych
powtdrzen mozna byto unikngé, gdyby opis metody analiz ilosciowych bialek metalotioneinopodobnych poprzedzat

opis oceny stezenia biatek o aktywnosci przeciwbakteryjnej.

Wyniki badan zostaty przedstawione bardzo przejrzyscie w postaci starannie opracowanych tabel, wykresow i
fotografii. Wykazano w nich, iz dlugoterminowa ekspozycja pajagkéw na kadm lub miedz doprowadzila do
nagromadzenia w ich organizmach znacznych ilosci metali, zwlaszcza kadmu. Wéréd najwazniejszych wynikdéw
przedstawionych przez Doktorantke nalezaloby wymieni¢:
a. wywolane diugotrwalg ekspozycja na kadm i miedz obnizenie liczby hemocytow oraz zmiany ilosciowe ich
subpopulacji, w pordwnaniu z grupa kontrolng
b. modulujagey wplyw dhlugotrwate) ekspozycyi na kadm i miedz na proliferacyjna aktywnos¢ badanych
immunostymulatoréw —wzrost aktywnosci proproliferacyjnej badanych immunostymulatoréw przez
dtugotrwaty ckspozycj¢ na kadm i micdz
c. zwiazek dtugotrwatej ekspozycji na kadm i miedz z nasilona podatnoscia hemocytéw na nekrozg/apoptozg

d. zmiana profilu biatkowego hemolimfy w wyniku dhugotrwalej ekspozycji na kadm 1 miedz
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e. identyfikacja hemocyjaniny i aktyny wséréd biatek o najbardziej zaburzonej ekspresji w stosunku do pajakow
grupy kontrolnej

f.  mozliwe oslabienie odpornosci przeciwbakteryjnej u pajakow, w wyniku ekspozycji na kadm lub miedZ,
prowadzacej do obnizenia ckspresji bialek cekropinowych i defensyn

g. Nasilenie ekspresji bialek metalotioneinopodobnych w wyniku ekspozycji na kadm, miedz i eczynniki
immunostymulujace.

Nalezy zwrocié uwage, iz ze wzgledu na ograniczong dostgpnosé¢ odczynnikéw dedykowanych badaniom

pajakow (np. przeciwcial swoistych dla subpopulacji hemocytéw), przeprowadzenie wielu analiz jest bardzo

trudne, a wyniki otrzymane przez Doktorantke nie zawsze sg tatwe do interpretacji. Jak wspomniano w Dyskusji

— do tej pory nie jest poznany pelen genom pajaka Steatoda grossa ani sekwencja jego biatek. Tym bardziej

nalezy podkresli¢ pomystowo$¢ w wyborze metod, umozliwiajacych rozwiazanie wielu technicznych

problemdéw 1 otrzymanie wiarygodnych wynikéw. Wart podkreslenia jest réwniez bardzo dhugi

(szesciomiesigczny) czas ekspozyc)i na badane metale.

Wedlug uzyskanych informacji, immunostymulatory podawano 24 h przed pobraniem hemolimfy do badan.
Cheiatabym zapytaé Doktorantkg na jakiej podstawie zostal wybrany ten czas? Czy na podstawie danych

literaturowych czy tez zostat ustalony eksperymentalnie?

W rozdziale ,,Dyskusja”, Autorka przeanalizowala otrzymane dane i odniosta je do opublikowanych wynikow badan
innych grup zajmujgcych si¢ podobna problematyka. Fragment ten $wiadczy nie tylko o znajomosci literatury ale tez
o umiejetnosci interpretacji danych doswiadczalnych. Ze wzgledu na nadal stosunkowo niewiclkg wiedze dotyczacy
podjete) tematyki, Doktorantka w wielu przypadkach mogla sig jedynie odnies¢ do wynikdw badan, w ktérych model
stanowily inne stawonogi.

Wyniki Autorki wskazuja na hemocyjaning jako gidéwne biatko hemolimfy o zaburzonej ekspresji w wyniku
ekspozycji na kadm. Chcialabym zapytaé¢ czy dostepne sq dane o wigzaniu kadmu przez hemocyjaning a takze
wplywie kadmu na ukfad oddechowy kregowcow i mozliwosé jego wychwytywania przez hemoglobing? Niezwykle
waznym wydaje si¢ zaobserwowanic nasilenia ekspresji kuliny, biatka istotnego dla oddzialywan ubikwityna-
proteasom, pod wplywem tege metalu. Bardzo cickawa jest tcz obserwacja obnizonej aktywnosci
immunostymulujgcej badanych czynnikdw u pajakéw narazonych na kadm. Cheialabym zapyta¢ Doktorantke czy w
trakcie szeSciomiesigcznej hodowli zaobserwowano zwigkszong Smiertelnosé pajgkow pod wpbywem subletalnych

dawek kadmu, niezwigzang z kanibalizinem?
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Wykaz cytowan zawiera 135 pozycji, z ktérych zaledwie 12 zostato opublikowanych przed rokiem 2000. Swiadezy
to o dynamicznym rozwoju dziedziny badan bgdacych przedmiotem zainteresowania Mgr Kamili Wisniewskiej w

ostatnich latach. Warto podkresli¢, iz az 9 cytowanych prac to publikacje Zespotu Pani prof. Wilczek.

Przedstawiona rozprawa $wiadczy o umiejetnosci prowadzenia badan za pomoca bardzo roznorodnych technik i
dojrzalosci naukowej Autorki. Praca jest przygotowana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim, aczkolwiek
Doktorantce nie udato si¢ unikngé pewnych bledow ~ literéwek, pominigcia jednostek stgzenia itp.. Niewatpliwym
bledem jest np. w przypadku opisywania wynikdéw analiz pisanie o ,,aktywnosci” zidentyfikowanych biatek.
Zastosowane metody (elektroforeza dwukierunkowa, ELISA dla biatek o aktywnosci przeciwbakteryjnej) sa
technikami pozwalajgcymi jedynie na pétilosciowa analizg stezenia ale nie oceng aktywnosci.

Mimo wspomnianych niedociagni¢é, rozprawa zatytulowana ,Potencjal immunologiczny hemolimfy pajgka
Steatoda grossa (Theridiidae) w warunkach diugotrwalej ekspozycji na wybrane metale podawane drogq
pokarmowg” stanowi oryginalne rozwiazanie probiemu naukowego 1 spelnia warunki wymagane Ustawg z dnia
14.03.2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65, poz.595), 2 pdzniejszymi zmianami z dnia 18.03.2011 roku (Dz. U. Nr 84, poz.455), w zwiazku z art. 179 ust.1
Ustawy zdnia 3 lipca 2018 r. (Dz. U. poz. 1669). Nalezy réwniez podkresli¢ dorobek naukowy Doktorantki — wedhug
bazy PubMed jest ona wspolautorka czterech publikacji zwigzanych z podjgta w rozprawie tematyka. W zwiazku 2
powyzszym, zwracam sie do Wysokiej Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Wydziatu
Nauk Przyrodniczych, Uniwersytetu Slaskiego. z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Kamili Wisniewskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Z uwagi na bardzo szeroki zakres przeprowadzonych badan, wartos¢

uzyskanych wynikow oraz dorobek publikacyjny Doktorantki, zwracam sig takze z wnioskiem o jej wyrdznienie.

Prof. dr hab. Anna Swierzko



