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4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

nr 65, poz. 595 ze zm.)
4.1. Tytul osiggniecia naukowego

Mechanizmy obronne dzdzownic zaangazowane w odpowiedZ na patogeny i czynniki

srodowiskowe.

4.2. Publikacje wchodzqce w sklad osiggnigcia naukowego (autorzy, rok wydania, tytuly

publikacji, nazwa wydawnictwa):

Wspdtezynnik cytowalnosci - Impact factor (IF) podano wg Journal Citation Reports (JCR)
zgodnie z rokiem opublikowania pracy, punkty MNiSW wg wykazu czasopism naukowych
MNiSW (lista A) opublikowanego w dniu 23.12.2015; liczbe cytowan wg Web od Science
(dane z dnia 28.06.2016).

. Homa J., Klimek M., Kruk J., Cocquerelle C., Vandenbulcke F., Plytycz B. 2010. Metal-
specific effects on metallothionein gene induction and riboflavin content in coelomocytes of
Allolobophora chlorotica. Ecotoxicol Environ Saf. 73:1937-1943. IF5910=2.34; MNiSW=30;
liczba cytowan: 14, liczba cytowan bez autocytowan: 7

. Homa J., Zorska A., Wesolowski D., Chadzinska M., 2013. Dermal exposure to
immunostimulants induces changes in activity and proliferation of coelomocytes of Eisenia
andrei. ] Comp Physiol B., 183:313-322. IFy;5=2.53; MNiSW=30; liczba cytowan: 6,
liczba cytowan bez autocytowan: 5

. Homa J., Rorat A, Kruk J., Cocquerelle C., Plytycz B., Vandenbulcke F., 2015. Dermal
exposure of Eisenia andrei earthworms: Effects of heavy metals on metallothionein and
phytochelatin synthase gene expressions in coelomocytes. Environ Toxicol Chem. 34:1397-
1404. TF2015=3.225, MNiSW=35; liczba cytowan: 3, liczba cytowan bez autocytowan:1

. Homa J., Stiirzenbaum S.R., Kolaczkowska E. 2016a. Metallothionein 2 and heat shock
protein 72 protect Allolobophora chlorotica from cadmium but not nickel or copper exposure:
body malformation and coelomocyte functioning. Arch Environ Contam Toxicol. 71:267-277.
1F215=2.039, MNiSW=25; liczba cytowan: 0, liczba cytowan bez autocytowan: 0

. Homa J., Stalmach M., Wilczek G., Kolaczkowska E. 2016b. Effective activation of

antioxidant system by immune-relevant factors reversely correlates with apoptosis of Eisenia
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andrei coelomocytes. J Comp Physiol B.186: 417-430. 1F2015=2.619, MNiSW=30; liczba

cytowan: 0, liczba cytowan bez autocytowan: 0

. Homa J., Ortmann W., Kolaczkowska E. 2016¢. Conservative mechanisms of extracellular
trap formation by Annelida Eisenia andrei: serine protease activity requirement. PLoS One
DOI: 10.1371/journal.pone.0159031. IF2915=3.057, MNiSW=40; liczba cytowan: 0, liczba

cytowan bez autocytowan: 0

Sumaryczny: IF = 14.613; punkty MNiSW =190; liczba cytowan: 23; liczba cytowan bez

autocytowan: 13

4.3. Omdwienie celu naukowego i wynikéw prac wchodzgcych w sklad osiggniecia

naukowego wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Ponad 95% gatunkow zwierzat to zwierzeta bezkregowe. Wszystkic one w obronie
przeciwko patogenom wykorzystujg mechanizmy wrodzonej odpowiedzi immunologiczne;
(Little i wsp. 2005; Bilej i wsp. 2010). Sam ten fakt potwierdza znaczenie tego typu
mechanizmdéw odpornosciowych, ale paradoksalnie nawet u ssakéw wiemy o nich znacznie
mniej niz o odpornosci nabytej. Jeszcze mniej wiadomo na temat odpornosci zwierzat z
nizszych grup systematycznych. Z tego powodu, w moich badaniach skupilam sie na
organizmach bezkrggowych, posiadajacych dobrze rozwinigty uklad odpornosciowy i
stanowigcych wazny element ekosystemu glebowego, jakimi sg dzdzownice. Dzdzownice
posiadajg bardzo efektywnie funkcjonujagce komorkowe i humoralne mechanizmy
odpornosciowe pozwalajagce przetrwa¢ im w ich naturalnym, bogatym w patogeny
srodowisku. Ukiad odpornosciowy dzdzownic zlokalizowany jest we wtérnej jamie ciata —
celomie (Bilej i wsp. 2010). Plyn celomatyczny, ktérym jest wypelniona, nie tylko tworzy
stabilny hydroszkielet, ale takze zawiera liczne komoérki ukladu odpornosciowego —
celomocyty oraz skiadniki humoralne (Bilej i wsp. 2010). Populacja celomocytéw dzieli sie
na dwie glowne grupy: amebocyty (hialinowe i granularne) oraz eleocyty/chloragocyty,
wywodzgce si¢ z otaczajacej jelito, tkanki chloragogenowej (Kurek i wsp. 2007; Bilej i wsp.
2010). Amebocyty majg zdolnos¢ do przeprowadzania procesu fagocytozy oraz wykazujg
aktywnos¢ przypominajgca aktywnos¢ komorek NK (ang. natural killers), naturalnych
komorek cytotoksycznych wystepujacych u krggowcow. Eleocyty natomiast syntetyzujg i
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uwalniajg migdzy innymi aglutyniny i opsoniny (Bilej i wsp. 2010), ktére prowadza do
unieruchomienia patogenu, jak réwniez sg waznymi czynnikami wplywajacymi na proces
enkapsulacji, czyli zamykania patogenéw w strukturach zwanych "ciatami brunatnymi" (Bilej
i wsp. 2010). W ziarnistosciach eleocytéw magazynowana jest miedzy innymi ryboflawina
(witamina B2), odpowiedzialna za autofluorescencje tych komorek (np. Cholewa i wsp. 2006
Plytycz 1 wsp. 2006). W celomie dzdzownic obecne sa réwniez liczne enzymy, takie jak
proteazy, majace wlasciwosci antybakteryjne i biorace udzial w aktywacji, podobnego do
uktadu dopetniacza kregowcéw, systemu profenoloksydazy (pro-PO) (Valembois i wsp.
1994). Koncowym etapem aktywacji uktadu profenoloksydazy jest melanizacja i eliminacja
patogendéw. Eliminacja zachodzi dzigki usunigciu z organizmu, powstalych w wyniku
enkapsulacji, ,,cial brunatnych”, ktére stopniowo przesuwane sg w tylne partie ciata i usuwane
wraz z segmentami na drodze naturalnej amputacji, autotomii (Kalag i wsp. 2002; Kauschke i

wsp. 2007; Homa 1 wsp. 2016b).

W najnowszym modelu sekwencyjnej odpowiedzi immunologicznej tzw. modelu SIR
(ang. sequential immune responses) (Mills 1 wsp. 2015), proponuje si¢ podziat odpowiedzi
immunologicznej na 4 grupy: i) SIRI, w ktérym do obrony przeciwko patogenom
wykorzystywane sa, powstajgce w wyniku aktywacji kompleksu oksydazy NADPH,
reaktywne formy tlenu ROS (z ang. reactive oxygen species) oraz dochodzi do aktywacji
enzyméw, ii) SIR2, gdzie odpowiedZ bazuje na komérkach fagocytujacych podobnych do
makrofagow, iii) SIR3, ktérej odpowiedZ zwiazana jest z receptorami TLR (ang. Toll-like
recepfors), rozpoznajgcymi wzorce molekularne patogenéw oraz jeszeze efektywniej
dziatajgcych czgsteczek béjezych, w tym tlenku azotu, natomiast ostatnia odpowiedz, iv)
SIR4, zwigzana jest z odpowiedzig nabyta i mozliwoscig prezentowania przez makrofagi
antygendw limfocytom T. Okazuje sig, ze dzdzownice w walce z patogenami wykorzystuja az
3 z czterech wymienionych mechanizméw SIR tzn. zdolne sg do produkcji ROS (Homa i wsp.
2013; Bernard 1 wsp. 2015; Homa i wsp. 2016b) i tlenku azotu (Homa i wsp. 2013; Bernard i
wsp. 2015), w ich plynie celomatycznym dochodzi do szybkiej aktywacji enzymow, a takze
posiadajg komoérki fagocytujace - amebocyty (Valembois i Lasségues, 1995, Homa i wsp.
2013, 2016b) wykazujace ekspresje receptoréw TLR (Skanta i wsp. 2013; Fjosne 1 wsp.
20145).

Mimo, ze odporno$¢ dzdzownic jest przedmiotem zainteresowania réznych grup

badawczych, jednak ciggle wiele pytan dotyczacych przebiegu reakcji odpornosciowej tych
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zwierzgt pozostaje bez odpowiedzi. W moich badaniach dotyczacych tego zjawiska udato sie
scharakteryzowaC niektére z mechanizméw aktywowanych w ukladzie odpornosciowym
dzdzownic w odpowiedzi na zagrozenie, jakim moze byé pojawienie si¢ patogenu, ale takze
obecnos¢ metali cigzkich (Homa i wsp. 2010; Homa i wsp. 2013; Homa i wsp. 2015; Homa i
wsp. 2016abc). Do badan wplywu czynnikéw $rodowiskowych wybratam dwa gatunki
dzdzownic: Eisenia andrei i Allobophora chlorotica, nalezacych do dwoéch réznych grup
ekologicznych i roznigee sig wrazliwoscig na metale cigzkie. Z kolei w badaniach zwiazanych

z analiza mechanizméw odpowiedzi na czynniki patogenne skupitam sie¢ tylko na E. andrei.

Pierwszym celem badan sktadajacych sie na prezentowane osiagniecie naukowe byla

jak  wspomniano charakterystyka mechanizméw uruchamianych przez dzdzownice w

odpowiedzi na czynniki srodowiskowe, takie jak skazenia metalami ciezkimi. Ta czesé

stanowila naturalng kontynuacje badaf prowadzonych przeze mnie wczesniej, podczas

przygotowywania rozprawy doktorskiej. Jednak w badaniach wykonywanych po uzyskaniu
stopnia doktora, skupitam si¢ na wplywie metali cigzkich na przebieg reakcji odpornosciowe;j
dzdzownic. W ramach tych badan $cisle wspdtpracowatam z zespotem profesora Francka
Vandenbulcke z Uniwersytetu w Lille we Francji. W o$rodku tym odbytam 3-miesieczny staz
naukowy finansowany przez Rzad Francuski. Badania prowadzone we wspolpracy z
francuskim zespotem skupialy si¢ na wplywie metali cigzkich, w tym miedzi (Cu), cynku
(Zn), niklu (Ni), otowiu (Pb) i kadmu (Cd) na ekspresj¢ genow kodujacych metallotioneine 2
(MT-2) i fitochelatyny (PCs). Warto w tym miejscu przypomnie¢, ze MT-2 jest jednym z
niskoczgsteczkowych bialek zawierajacych reszty cysteinowe, wigzacych metale ciezkie
(izoforma MT-2 odpowiedzialna jest przede wszystkim za wigzanie kadmu), a fitochelatyny
sg polipeptydami nalezagcymi do III grupy metalotionein i réwniez majacymi znaczenie w
wychwytywaniu metali cigzkich (Homa i wsp. 2015). Badania prowadzone byly na dwoéch
gatunkach dzdzownic Eisenia andrei oraz Allobophora chlorotica i zaowocowaly powstaniem

2 pracy naukowo-badawczych wechodzacych w sktad osiggniecia naukowego:

1. Homa J., Klimek M., Kruk J., Cocquerelle C., Vandenbulcke F., Plytycz B. 2010.
Metal-specific effects on metallothionein gene induction and riboflavin content in
coelomocytes of Allolobophora chlorotica. Ecotoxicol Environ Saf, 73:1937-1943.
IF;410=2.34, MNiSW=30

Homa J., Rorat A., Kruk J., Cocquerelle C., Plytycz B., Vandenbulcke F., 2015.
Dermal exposure of Eisenia andrei earthworms: Effects of heavy metals on
metallothionein and phytochelatin synthase gene expressions in coelomocytes.
Environ Toxicol Chem. 34:1397-1404. 1Fy,5=2.763, MNiSW=35

e
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W pierwszej z nich okreslitam fragment sekwencji cDNA MT-2 (HM014116) i B-aktyny
(HMO014115) (uzywanej jako gen referencyjny (HKG, ang. housekeeping gene) do
standaryzacji danych RT-PCR) Allolobophara chlorotica oraz stwierdzitam, ze miedz
powoduje u tego gatunku silny spadek liczby coelomocytéw/eleocytéw z réwnoczesnym
spadkiem poziomu ryboflawiny w lizatach pozyskanych celomocytéw. Mniej nasilong
redukcje liczby tych komérek oraz mniejszy spadek poziomu ryboflawiny obserwowano u
dzdzownic potraktowanych Ni, Zn, Cd, ale nie Pb. Jednak tylko ekspozycja zwierzat na
dziatanie kadmu spowodowala bardzo duzy (ponad 250-krotny) wzrost ekspresji genu m¢-2.
W przypadku zastosowania pozostalych metali obserwowane wzrosty ekspresji genu mt-2

byty nizsze.

Podsumowujae, trzeba podkreslié, ze waznym molekularnym bioindykatorem skazen

kadmem jest podniesienie ekspresji genu mi-2, natomiast obnizenie poziomu magazynowanej

ryboflawiny w_ eleocytach oraz spadek liczby komérek stanowi dobry wskaznik

zanieczyszczenia miedzig. W przypadku badan genu mi#-2 moja praca pozwolila przede

wszystkim na stwierdzenie, po raz pierwszy u gatunku 4. chlorotica, obecnogci tej izoformy

metalotioneiny.

W drugiej z wymienionych prac opisano wyniki dotyczace wptywu metali ciezkich na
ekspresj¢ genow dla MT-2 i PCs u E. andrei. Analizg ekspresji genéw w tym wypadku
poprzedzito zsekwencjonowanie wigkszych fragmentéw cDNA kodujgcego mt i pes tego
gatunku (odpowiednie sekwencji zdeponowano w GenBank, pod nr akcesyjnymi: KP770991
dla mt 1 KP770990 dla pcs). W tych badaniach waznym punktem bylo takze zweryfikowanie
przynaleznosci badanych osobnikéw do jednego z dwdch bardzo spokrewnionych gatunkow z
rodzaju Eisenia: E. andrei lub E. fetida. W tym celu wykonano analizy DNA kodujacego
sekwencj¢ rybosomalnego biatka 16S rRNA. Poréwnanie tych sekwencji pomiedzy
gatunkami pozwolito stwierdzi¢ doktadnie przynalezno$¢ badanych dzdzownic do gatunku E.
andrei, (fragmenty sekwencji dla 16S zostaty zdeponowane w GenBank pod nr akcesyjnymi:
KP768177 do KP768189). Stwierdzitam ponadto, ze w przypadku tego gatunku dzdzownic
metale cigzkie nie wplywaly na obnizenie liczby pozyskiwanych celomocytéw oraz zawartej
w nich ryboflawiny, natomiast ekspresja genoéw dla biatek MT-2 i PCs ulegata zmianie. Co
wigee] w przypadku genu mit-2 wykazatam jego najwyzsza ekspresje po zadzialaniu Cd,
potwierdzajgc duze znaczenie metalotioneiny 2 w wigzaniu tego metalu. Wykazalam ponadto,

ze po zadziataniu Cu, Zn, Ni i Pb takze dochodzi do podniesienia ekspresji m¢-2, ale wzrost

7
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ten jest stabszy niz w przypadku Cd. Co ciekawe ekspresja genu dla PCs byta podwyzszona
tylko w przypadku zadziatania metali bedgcych mikroelementami, czyli Cu, Zn oraz Ni,

natomiast Cd i Pb nie wplyng¢ly na indukcje tego genu.

Podsumowujac ta cze$é uzyskanych wynikdéw, zwracam szczegdlng uwage na

wykazanie réznic w sposobie reagowania organizmu dzdzownic na metale ciezkie nalezgce

do ksenobiotykow i do mikroelementéw. Ekspresja metalotioneiny MT-2 jest wazna dla

regulowania gléwnie wigzania Cd, podczas gdy fitochelatyny sa aktywowane pod wplywem

mikroelementdw,

W kolejnej pracy dotyczacej wplywu metali cigzkich na celomocyty dzdzownic
wykazatam korelacje pomigdzy ekspresja bialek szoku cieplnego, w tym MT-2 oraz HSP72
(ang. heat shock protein), a zdolnosciami organizmu dzdzownic A. chlorotica do ochrony

przed toksycznoseig metali cigzkich. Wyniki tych badan przedstawitam w pracy:

3. Homa J., Stiirzenbaum S.R., Kolaczkowska E. 2016a. Metallothionein 2 and heat shock
protein 72 protect Allolobophora chlorotica from cadmium but not nickel or copper exposure:
body malformation and coelomocyte functioning. Arch Environ Contam Toxicol. 71:267-277.
1F;015=2.039, MNiSW=25

Wykazatam w niej, ze juz niskie stosowane stezenia Cu i Ni wywolywaly wieksze
uszkodzenia organizmu (np. zmiany w morfologii ciata, obnizong liczbe pozyskiwanych
celomocytow), a takze powodowaly wyzsza $miertelno$¢ osobnikéw, niz w przypadku uzycia
tych samych stgzen ksenobiotykéw (Cd i Pb). Podobnie do oméwionych powyzej badan
wykazatam, ze za najwyzszg indukcje ekspresji biatek MT-2 odpowiedzialny jest kadm. W
przypadku kadmu podwyzszona ekspresja bialek MT-2, ale réwniez indukowanych biatek
HSP72 byla zwigzana z mniejszym obnizeniem liczby komoérek oraz brakiem $miertelnosci
osobnikéw, podczas gdy te same stezenia miedzi byly juz letalne. W przypadku miedzi
wykazatam mniejszg ochrong organizmu wynikajgca ze stabszej indukcji biatek szoku
cieplnego. Podsumowujge, 4. chlorotica jest gatunkiem wrazliwym na metale ciezkie,
dysponuje jednak silnym mechanizmem obronnym w postaci metallotionein, ktére stanowia
szczegblng obrong przed toksycznoscig ksenobiotykéw np. kadmu, natomiast nie chronig
wystarczajgco skutecznie przed niefizjologicznymi stgzeniami metali nalezacych do

mikroelementéw np. miedzi. Uzyskane w wyniki wskazujg na duza zdolno$é tolerancii

dzdzownic w stosunku do zanieczyszczen metalami ciezkimi, podczas gdy stezenia metali

biologicznie aktywnych nie sa regulowane tak efektywnie.
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Podsumowujac, wyniki uzyskane w ramach badan  wplywu czynnikéw

srodowiskowych jakimi sa metale ciezkie, wykazaly u dwoch gatunkéw dzdzownic obecnodé

podobnych elementéw zwigzanych z odpowiedzig organizmu na skazenie metalami ciezkimi,

ale pokazaly réwniez inng wrazliwo$¢ na te same metale, pomiedzy réznymi eatunkami tej

samej grupy systematycznei, jaka sa pierscienice.

Pézniejszy etap mojej pracy stanowily badania zmian w funkcjonowaniu ukladu
odpornosciowego dzdzownic po kontakcie z patogenami. Do stymulacji dzdzownic (badania
in vivo) jak 1 w modelach in vitro i ex vivo badajacych aktywno$¢ celomocytéw uzytam:
zymosan A, bedacy skladnikiem Sciany komorkowej drozdzy (Z, Saccharomyces cerevisiae),
lipopolisacharyd (LPS), bedacy integralnym sktadnikiem zewngtrznej btony komérkowej
bakterii Gram-ujemnych, Escherichia coli. Ponadto do stymulacji uzywatam réwniez
syntetycznego zwigzku, estru forbolu (PMA) oraz mitogenu pochodzenia ro$linnego,

konkanawaliny A (ConA) i bakterii Micrococus luteus (M.1).

Wyniki tych badafi zostaly opublikowane w dwéch niezaleznych oryginalnych pracach

naukowo-badawczych:

4. Homa J., Zorska A., Wesolowski D., Chadzinska M., 2013. Dermal exposure to
immunostimulants induces changes in activity and proliferation of coelomocytes of Eisenia
andrei. J Comp Physiol B. 183: 313-322. IF,4,3=2.619, MNiSW=30

S. Homa J., Stalmach M., Wilczek G., Kolaczkowska E. 2016b. Effective activation of
antioxidant system by immune-relevant factors reversely correlates with apoptosis of Eisenia
andrei coelomocytes. ] Comp Physiol B.186: 417-430. IF,,5=1.884, MNiSW=30

W pierwszej z nich opisano wplyw immunostymulantéw na zmiany w aktywnosci
oraz na proliferacje celomocytow. Wykazatam, ze podobnie jak fagocyty ssakéw, celomocyty
moga zabija¢ patogeny poprzez uruchomienie produkcji ROS i tlenku azotu. Ponadto
dziaanie immunostymulantéw przejawiato si¢ w zmianie liczby oraz skiadu pozyskiwanych
komorek. Co ciekawe, wszystkie uzyte immunostymulanty (PMA, LPS, ConA) wplywaty na
zwigkszong proliferacje celomocytow, szczegodlnie silnie indukowang przez PMA. Natomiast

apoptoza komorek byla najwyzsza po zastosowaniu LPS. Wyniki wyraznie wskazuja na

zdolno$¢ uktadu immunologicznego dzdzownic do reakeji na klasyczne immunostymulanty.

Reakcja ta angazuje elementy wrodzonej odpowiedzi immunologicznej w sposéb podobny,

jak to jest obserwowane na przykladzie komorek kregowcow.
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W drugiej z wymienionych prac, pokazalam skuteczng aktywacje systemu
antyoksydacyjnego, jakim dysponuja dzdzownice i korelacj¢ jego aktywacji z ochrona
organizmu przed stresem oksydacyjnym. Wykazatam wplyw zastosowanych stymulantow
(PMA, LPS, M1, Z) na zmiang w liczbie i skiadzie celomocytow, a takze ich wplyw na

zywotnos¢ 1 apoptoze pozyskiwanych komorek. W uzyskanych wynikach szczeg6lnie

interesujgca jest aktywacja systemu antvoksydacyjnego, w tym katalazy i peroksydaz (seleno-

zaleznej i niezaleznej). Naturalne stymulanty tj. LPS, M.1 czy Z, powodowaly silng aktywacje

enzymow antyoksydacyjnych, podczas gdy syntetyczny PMA pomimo bardzo silnej

aktywacji komérek, w tym stymulacii wybuch tlenowego, nie wplywal na aktywnosé

badanych enzyméw. Brak sprawnie funkcjonujgcego systemu antoksydacyjnego w przypadku

PMA przejawiat si¢ w zwigkszonej apoptozie komérek. W wynikach pokazanych w niniejszej
pracy zwracam réwniez uwage na wykazang aktywacje uktadu proPO, prowadzaca do waznej

w eliminacji patogendw, melanizacji.

W ramach prowadzonych badan, opublikowatam rowniez artykut przeglagdowy dotyczacy

uktadu profenoloksydazy u zwierzat bezkrggowych, ktéry ukazat sie z czasopismie Kosmos.

Banas J., Homa J., 2016. Ukfad profenoloksydazy (pro-PO) u zwierzat bezkregowych —
mechanizm wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Kosmos, 65:33-41. MNiSW=12

Kolejnym waznym punktem pracy jest wykazanie zdolnosci celomocytow do

ponownej reakcji zwigzanej z generowaniem ROS po powtérnej stymulacji tym samym lub

innym immustymulantem, co $wiadczy o zdolnosci dzdzownic do ciagtej cotowosci do

odpowiedzi immunologicznej na pojawienie si¢ w organizmie réznych patogenow.

Na szczeg6lne zainteresowanie w tym kontekscie zastuguja wyniki opisane przeze

mnie W pracy:

6. Homa J., Ortmann W., Kolaczkowska E. 2016¢c. Conservative mechanisms of extracellular
trap formation by Annelida Eisenia andrei: serine protease activity requirement. PLoSOne
DOI: 10.1371/journal.pone.015903 1. TFy;5=3.057, MNiSW=40

Pokazatam, bowiem po raz pierwszy. 7ze celomocyty dzdZzownic zdolne sa do

wytwarzania zewnatrzkomoérkowych sieci (ET, ang, extracellular trap) zaangazowanych w

wychwyt i prawdopodobnie réwniez w zwalczanie patogendw. Zjawisko tworzenia tego typu

sieci zostalo po raz pierwszy opisane w 2004 roku w Science (Brinkmann i wsp. 2004) dla

neutrofili ssakéw. Autorzy stwierdzili wowczas, ze po stymulacji bakteriami Gram-dodatnimi
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(Staphylococcus ureus) lub Gram-ujemnymi (Salmonella typhimurium i Shigella flexneri) jak
rowniez pod wptywem PMA i LPS neutrofile s3 w stanie wytworzy¢ zewnatrzkomérkowe
sieci, NET (ang. neutrophil extracellular trap) w sklad, ktorych wchodzi DNA oraz
cytoplazmatyczne ziarnistosci. Od tego odkrycia wyniki badan prowadzonych na komérkach
krggoweow, dodaty liczne informacje dotyczace zardwno sktadowych zewnatrzkomoérkowych
sieci oraz mechanizméw, jakie sg konieczne do uruchomienia ich wytworzenia (Brinkmann i
wsp. 2004, Neeli i wsp. 2009, Papayannopoulos i wsp. 2010, Kolaczkowska i wsp. 2015).
Kolejne lata przyniosty doniesienia o mozliwosci tworzenia ET takze przez inne populacje
leukocytow ssakow, tzn. monocyty/makrofagi, eozynofile i mastocyty (Chow i wsp. 2010,
Yousefi i wsp. 2008), a takze przez neutrofile i makrofagi innych kregowcéw np. ryb
doskonatokostnych (Pijanowski i wsp. 2013, 2015) Wytwarzanie zewnatrzkomérkowych
pufapek ma znaczenie w obronie przed patogenami, ale nie ma obecnie jednoznacznej oceny
catego wachlarza skutkéw ich dziatalnoéci. Mimo, ze od odkrycia struktur ET minelo juz 12
lat, publikacji opisujgcych wytwarzanie zewnatrzkomdrkowych sieci przez komorki
bezkrggowcow jest bardzo niewiele. Dotychczas stwierdzono, ze ET wytwarzane sg przez
hemocyty krewetek (Ng i1 wsp. 2013, 2015; Koiwai i wsp. 2016), kraba Carcinus maenas
(Robb i wsp. 2014) i matzy Crassostrea gigas (Poirier 1 wsp. 2014). Z najnowszych doniesien
wynika, Ze rOwniez komérki prostszych organizméw np. socjalnej ameby Dictyostelium
discoideum mogg wyrzuca¢ zewnatrzkomoérkowe DNA, tworzac struktury podobne do sieci

NET (Zhang i wsp. 2016).

W zwigzku z tym niezwykle interesujace wydawalo mi si¢ zbadanie pod tym katem
celomocytow dzdzownic. Opierajac si¢ na wiedzy pozyskanej dzieki badaniom komérek
krggowcow, wiadomo, ze mechanizm tworzenia sieci sktada si¢ z kilku podstawowych
etapow: 1) produkeji ROS; ii) transportu proteaz, w tym odpowiedzialnych za dekondensacje
chromatyny elastazy neutrofilowej, z ziarnistosci cytoplazmatycznych do jadra
komorkowego, iii) transportu do jadra komdrkowego mieloperoksydazy. Kolejnym etapem
tworzenia ET jest iv) cytrulinacja histonéw i w efekcie koncowym wytworzenie sieci, czyli
wyrzucenie rozplecionego DNA wraz ze skladnikami ziarnisto$ci na zewnatrz komoérki

(Brinkmann 1 wsp. 2004; Kolaczkowska i wsp. 2015).

W swoich badaniach wykazalam pojawienie si¢, podobnych do NET, struktur w
wyniku stymulacji celomocytéw LPS, zymosanem, PMA, a takze bakteriami M. lysodeikus

oraz Xenorhabdus bovienii (symbiotyczne bakterie pochodzace z nicieni). Stwierdzitam, ze w
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skiad celomatycznych zewnatrzkomoérkowych sieci (ET. ang. extracelular trap) wchodzi

jadrowe DNA wraz z histonami H3 oraz, ze do zewnatrzkomdrkowego DNA przylaczone sa

bialka pochodzenia cytoplazmatycznego, w tym biatka szoku cieplnego -HSP27. Uzyskane

wyniki wskazujg na duze podobienstwo ET do pierwotnie opisanych sieci tworzonych przez
neutrofile krggowcédw. Z kolei to, jaki mechanizm odpowiedzialny jest za uruchamianie
wyrzutu ET badatam sprawdzajgc migdzy innymi wplyw na przebieg tego procesu

inhibitoréw proteaz, elastazy neutrofilowej i oksydazy NADPH. Stwierdzitam, ze do

zahamowania tworzenia sieci dochodzi po zastosowaniu inhibitoréw proteaz. w tym dla

proteaz serynowych i elastazy, ale nie po zastosowaniu inhibitorow autofagii i inhibitoréw dla

biorgcych udzial w apoptozie kaspaz. Zaobserwowatam ponadto, ze inhibitor oksydazy

NADPH, hamujacy wybuch tlenowy, powoduje zahamowanie tworzenia sieci, ale tylko w
przypadku stymulacji komérek PMA, natomiast podobnego efektu nie ma po stymulacji

tworzenia ET bakteriami. Wyniki te potwierdzily, ze produkcia sieci nie zawsze jest zalezna

od ROS, co zostalo pokazane juz wezesniej u kregowecéw (Kolaczkowska i wsp. 2013,

Pijanowski i wsp., 2013). Jak wspomniano powyzej, w sklad ET wchodzg histony, co jednak
ciekawe czg$¢ z nich to histony cytrulinowane. Z literatury wiadomo, ze upakowanie
chromatyny jgdrowej zwigzane z obecnoscig histonéw oraz jej dekondensacja jest po czesci
zalezna od odpowiedniej modyfikacji tych biatek. Dowiedziono réwniez, ze histony podlegaja
wielu modyfikacjom potranslacyjnym, z ktérych istotng dla tworzenia NET jest wiasnie
cytrulinacja (deiminacja reszt guanidynowych arginin) w histonach. U kregowcow za
cytrulinacj¢ histonéw odpowiada enzym PAD4 (ang. peptidylarginine deiminase 4)
(Rohrbach i wsp. 2012), jednak enzym ten nie zostal do tej pory wykryty u nizszych
organizméw, a zatem mechanizm cytrulinacji histonéw wchodzacych w sktad ET nie jest do

konca jasny. W _prowadzonych badaniach wykazatam jednak zaskakujacy hamujacy wplyw

znanego inhibitora PAD4 (Cl-amidine) na tworzenie sieci oraz obecnoé¢ cytrulinowanych

histoné6w H3 w obregbie ET i ich brak po zastosowaniu inhibitora. Wyniki te wyraznie

wskazuja na zdolno$¢ do zachodzenia u dzdzownic cytrulinacji histonéw H3 oraz na
mozliwos¢ wystepowania enzymu o podobnej roli, a podatnego rowniez na dziatanie
klasycznego inhibitora PAD4. Na poparcie tego wniosku warto zwrdcié uwage na to, ze
mechanizm tworzenia ET u bezkregowcéw, w tym u dzdzownic wykazuje liczne
podobienstwa w stosunku do mechanizmu opisanego u kregowcoéw. Podobienstwa te odnalezé
mozna chociazby w przypadku obecnosci i aktywnosci proteaz serynowych, produkeji

reaktywnych form tlenu oraz aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych.
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Prowadzone dotychczas badania pozwalaja na wskazanie duzych podobiefistw w
tworzeniu 1 budowie sieci ET dzdzownic i struktur tworzonych przez neutrofile kregowcow.
Warto jednak zaznaczy¢, ze wiele punktéw zwigzanych z ET nie zostalo jeszcze
zweryfikowanych. W zwigzku z tym moje dalsze plany badawcze zaktadajg szczegétowe
zbadanie mechanizmdéw odpowiedzialnych za wytwarzanie sieci oraz zweryfikowanie ich roli
w odpornosci dzdzownic. Jednym z tematéw badawczych, ktéry chciatabym kontynuowaé
Jest sprawdzenie czy zewngtrzkomérkowe sieci mogg mieé¢ udziat w wychwytywaniu metali
cigzkich. W wezesniejszych pracach prowadzonych nad wplywem czynnikow
srodowiskowych, w tym metali cigzkich wykazatam duzg zdolnos¢ dzdzownic do akumulacji
metali zarowno w tkankach jak i celomocytach. Obecne, wstgpne wyniki wskazuja, ze
preinkubacja organizmu dzdzownic z kadmem, a nast¢pnie indukcja wytworzenia sieci przez
immunostymulacj¢ PMA wplyneta na pojawienie si¢ biatek MT2 w zewngtrzkomérkowych
sieciach ET.

Drugim istotnym elementem planowanych i juz rozpoczetych eksperymentéw jest
zbadanie udziatu ET w formowania ,,ciat brunatnych”. Enkapsulacja i ,,ciata brunatne” pehnia
bardzo wazna rol¢ w organizmach dzdzownic w usuwaniu wigkszych patogenéw (np. nicieni)
ale rowniez w eliminowaniu bakterii, jak réwniez komdrek wchodzacych w sklad kapsuty
(Valembois i wsp. 1994). Sama enkapsulacja prowadzi do otoczenia patogenéw i zamkniecia
ich w skupisku komoérek immunokompetentnych. W obrgbie agregatow, aktywowane
celomocyty wytwarzajg ROS, co przyczynia si¢ do zwigkszenia zdolnosci bdjczych komérek.
Aktywacja uktadu profenoloksydazy (proPO) jest zalezna od dziatania proteaz, ktére majg
znaczenie w wytwarzaniu sieci. Z kolei w obrebie cial brunatnych dochodzi do odkladania
melaniny, ktora bierze udzial w oddzielaniu patogenéw od srodowiska celomy dzdzownic, a
zewnatrzkomérkowe DNA moze prowadzi¢ do ulatwienia zlepiania sie powstajacych

agregatow komdérkowych.

Zbadanie procesu enkapsulacji w odniesieniu do tworzenia zewngtrzkomérkowych
sieci moze stanowi¢ wazne zagadnienie w okresleniu silnych potaczeri réznych mechanizméw

obronnych dzdzownic.

Podsumowujgc, uzyskane w trakcie badan wyniki, stanowiace opisane osiagniecie

naukowe, przedstawiaja szereg nowych informacji dotyczacych odpornoéci bezkregoweow i

poszerzaja wiedze z zakresu ewolucji ukladu odpornosciowego. W szczegdlnosci znaczenie
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ma wiaczenie do aktualnej wiedzy, nowych informacji dotyczacvch obecnosdei u dzdzownic

gendéw kodujacych biatka odpowiedzialne za wigzanie metali cigzkich (dla metalotioneiny

MT?2 i fitochelatyny PCs) oraz badania wykazujace zdolno$é celomocytéw do proliferacii pod

wptywem, znanymi dla kregowedw, immunostymulantéw (PMA, LPS. 7). Moim zdaniem

na szczeg6lne podkreslenie, zastuguja wyniki pokazujgce po raz pierwszy u dzdzownic
mozliwo$¢ tworzenia przez celomocyty zewnatrzkomérkowych sieci — ET, okreslenie ich
potencjalnej roi ~w  odpowiedzi  przeciwko  patogenom.  Wytworzenie
zewngtrzkomorkowych sieci i polgczenie ich z fagocytoza oraz mechanizmem
zaangazowanym w enkapsulacje i tworzeniem ,cial brunatnych” wydaje si¢ bardzo
efektywnym elementem mozliwej obrony przed wnikajacymi do organizmu dzdzownic

patogenami.

5. Omdwienie pozostalych osiggnieé naukowo —badawczych

Oprécz omoéwionych powyzej badan nad odpornoscig dzdzownic uczestniczylam i
uczestniczg takze w pracach badawczych dotyczacych wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej w innych grupach zwierzgt bezkrggowych (pajaki, §limaki, owady) a takze
kregowcow (ryby, ptaki i ssaki).

Immunologia bezkrggowedw stanowi zagadnienie, ktérym zajmuje sie, od kiedy jeszcze,
jako studentka rozpoczg¢tam prace doswiadczalne w Zaktadzie Immunologii Ewolucyjnej, pod
kierunkiem Prof. dr hab. Barbary Plytycz. Na poczatkowym etapie badan skupialam sie
glownie nad zagadnieniami zwigzanymi z ekotoksykologia i badaniami nad uzyciem
dzdzownic, jako biowskaznikéw skazen Srodowiska. Zainteresowania moje wynikaly z
podjetego kierunku studiéw, jakim byla Ochrona Srodowiska. W 2000 roku rozpoczelam
studia doktoranckie w Zaktadzie Immunologii Ewolucyjnej, kontynuujac badania podjete
jeszcze w trakcie studiéw magisterskich.

W trakcie doktoratu prowadzitam badania nad wptywem metali cigzkich na organizm i
komorki immunokompetentne dzdzownic. Tematyka tych badan wpisywata si¢ bardzo mocno
w prowadzone w tym czasie szerokie badania nad potencjalnym zastosowaniem organizméw
bezkrggowych w biomonitoringu skazen $rodowiska. Moje eksperymenty dotyczyty przede
wszystkim badan zwigzanych z wptywem skazen gleb, pochodzacych z terenéw o réznym

zanieczyszczeniu metalami cigzkimi na organizm dzdzownic.
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Po uzyskaniu stopnia doktora, w latach 2007-2010 uczestniczylam réwniez jako
glowny wykonawca w projekcie badawczym kierowanym przez Prof. dr hab. Barbare Plytycz
(N304 088 32/3502) pt: Zastosowanie celomocytow dzdzownic jako bioindykatoréw skazenia
gleby, opracowanie i praktyczne zastosowanie rutynowych testéw do monitoringu w oparciu

0 komérki immunokompetentne nieinwazyjnie pobrane z celomy dzdzownic.

Badania mialy na celu opracowanie zaréwno metodyki badan, jak rowniez wykazania
potencjalnego znaczenia dzdzownic w biomonitoringu skazen srodowiska. Wykazano miedzy
innymi, zaleznos¢ pomigdzy biodostgpnoscia metali cig¢zkich i ich akumulacji w organizmie
dzdzownic a rodzajem gleby, w tym skladem mechanicznym (frakcje ziarniste, pylowe oraz
itowe), jej pH oraz zawartoscig materii organicznej. Stwierdzono, ze im nizsze pH i bardziej
uboga gleba tym wigksza biodostgpnos¢ 1 toksycznosé metali cigzkich. Natomiast obecna w
glebie materia organiczna zmniejszata ich dostepno$¢, obnizajac toksyczno$é skazen.

Analizujac liczne parametry, w tym $miertelnos¢, mase ciala osobnikdw, produkcje kokonow

oraz liczbe pozyskiwanych celomocytow, wykazano, iz osobniki narazone na silne skazenie

przeznaczaly cala energie na przetrwanie. rezygnujac z Kosztownego energetycznie

rozmnazania, natomiast liczba komodrek immunokompetentnych, u tych osobnikéw, ktore

przezyly eksperyment byla podobna do osobnikéw kontrolnych i dawala potencjalnie

mozliwos$¢ walki tych osobnikdéw z patogenami.

Wyniki powyze] omoéwionych badan, laczacych eksperymenty zwigzane z
opracowaniem technik i zastosowaniem dzdzownic w biomonitoringu skazen metalami
cigzkimi opublikowane zostaly w 5 pracach oryginalnych oraz w opracowaniach zbiorczych,
wydanych, jako 2 rozdzialy oraz ksigzka, a dotyczacych zastosowania dzdzownic w

biomonitoringu zanieczyszczen gleby.

Homa J., Niklinska M., Plytycz B., 2003. Effects of heavy metals on coelomocytes of the
earthworm Allobophora chlorotica, Pedobiologia 47:640-645. IFys= 0,711; MNiSW=25

Homa J., Olchawa E., Stiirzenbaum S.R., Morgan A.J., Plytycz B., 2005. Early-phase
immunodetection of metallothionein and heat shock proteins in extruded earthworm
coelomocytes after dermal exposure to metal ions. Environ Pollut.135:275-280. IF,y= 2,451;
MNiSW=40.

Homa J., Stlirzenbaum S.R., Morgan A.J.,, Plytycz B., 2007. Disrupted homeostasis in
coelomocytes of Eisenia fetida and Allolobophora chlorotica exposed dermally to heavy
metals. Europ J Soil Biol. 43:273-280. IF;4;=0,5; MNiSW=30
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Kurek A., Homa J., Plytycz B., 2002. Earthworm coelomocytes: convenient model for basic
and applied sciences. In: A new model for analyzing antimicrobial peptides with biomedical
applications, (eds E.L. Cooper, A. Beschin, M. Bilej), IOS Press, Ohmsha, pp. 38-46.

Plytycz B., Homa J., Azwady nor Aziz, Molnar L., Kille P., Morgan A.J., 2007. Earthworms
for monitoring metal montamination: from cells to molecules. In: Environmental Pollution,
New Research, (ed. R.H. Plattenberg), Nova Science Publishers, New York, pp. 47-98.
Plytycz B., Homa J., nor Aziz A., Molnar L., Kille P., Morgan A.J., 2009. Earthworms for
monitoring metal contamination. Nova Science Publishers, Inc., New York.

Plytycz B., Klimek M., Homa J., Mazur A.L, Kruk J., Morgan A.J., 2011. Species-specific
sensitivity of earthworm coelomocytes to dermal metal (Cd, Cu, Ni, Pb, Zn) exposures:
Methodological approach. Pedobiologia, 54S: 5203-5210. IF;q;;=1,816; MNiSW=25

Piytycz B., Klimek M., Homa J., Tylko G., Kolaczkowska E., 2007. Flow cytometric
measurement of neutral red accumulation in earthworm coelomocytes. Europ J Soil Biol.
43:116-120. IF;00,=0,5; MNiSW=30

W latach 2001 i 2002 odbylam dwa staze w ramach stypendium German Academic
Exchange Service (DAAD) na Uniwersytecie Ernst-Moritz-Arndt Greisfwald (Niemcy). W
trakcie pobytu wiaczytam si¢ do badan dotyczacych komoérek immunokompetentnych
dzdzownic gatunku 4. chlorotica. W literaturze gatunek ten nie zostal opisany wczesniej, a
stanowil bardzo ciekawy przyktad dzdzownic edogenicznych, zyjacych w naturalnym
Srodowisku. Charakterystyka uktadu odpornosciowego tego gatunku zostata opublikowana w
artykule Kurek 1 wsp. (2007), w ktérej jestem wspotautorem:

Kurek A., Homa J., Plytycz B., 2007. Characteristics of coelomocytes of the stubby
earthworm, Allolobophora chlorotica (Sav.). Europ J Soil Biol. 43:121-126. IF;,=0,5;
MNiSW=30

Wryniki wykazaly obecno$¢ w celomie tych dzdzownic trzech typow komoérek, w tym

amebocytdw hialinowych i granularnych oraz komdrek chloragogenowych/eleocytow, jak

réwniez zdolnos¢ tych ostatnich do autofluorescencji, pochodzacej z magazynowanej w

chloragosomach ryboflawiny. Charakterystyki poszezegélnych populacji komérek dokonano

przy pomocy mikroskopii S$wietlnej, transmisyjnej (TEM) oraz skaningowej (SEM)
mikroskopii elektronowej, jak réwniez przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego i
cytometrii przeptywowej. Wyniki badan wpisuja si¢ w stosunkowo nieliczne prace dotyczace
komorek immunokompetentnych dzdzownic.

Uczestniczylam takze w badaniach dotyczacych, wspomnianej wczesniej,
autofluorescencji komorek chloragogenowych/eleocytéw dzdzownic. Badania te prowadzone
byty na celomocytach kilku gatunkow dzdzownic (Eisenia andrei, Allolobophora chlorotica,

Aporectodea caliginosa Dendrobaena veneta, Lumbricus terrestris, Lumbricus castaneus,
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Lumbricus rubellus, Octolasion sp.), u ktérych wykazali$my réznice zar6wno w skladzie
pozyskiwanych komoérek, jak réwniez zmiennosci w obrebie eleocytéw i ich zdolnosei do
autofluorescencji. W badaniach stwierdzono ponadto, ze za autofluorescencje, w glownej
mierze odpowiada, magazynowana w ziarnisto$ciach eleocytéw ryboflawina (witamina B2)
(np. Cholewa i wsp. 2006; Plytycz i wsp. 2006). Wyniki uzyskane w trakcie badan wykazaty
zmiennos¢ migdzygatunkowa zwigzang z obecnoscia w celomie eleocytéw. Stwierdzono, ze
komorki te, wywodzace si¢ z tkanki chloragogenowej, wystepuja w plynie celomatycznym
tylko u niektérych gatunkéw (np. E. andrei, A. chlorotica), podczas gdy u innych sg $cisle
zwigzane z jelitem lub wystepuja w celomie jako niewielki procent wszystkich celomocytow
(np. L. terrestris).

Wiyniki te opublikowano w pracy:

Plytycz B., Homa J., Koziol B., Rozanowska M., Morgan A.J., 2006. Riboflavin content in
autofluorescent earthworm coelomocytes is species-specific. Folia Histochem Cytobiol.
44:65-71. IF;00,=0.897; MNiSW=15.

Inny nurt badan dotyczacy odpornosci dzdzownic, ktére realizowatam, to badania
tempa odbudowy puli celomocytéw gatunku Dendrobaena veneta. W badaniach tych
wykazano zdolno$¢ dzdzownic do odbudowy puli celomocytow po wezeéniejszym usunieciu
komorek z organizmu poprzez wielokrotng izolacje. Stwierdzono, ze szybciej dochodzi do
odbudowy w celomie puli amebocytow, natomiast komdrki tkanki chloragogenowej, eleocyty
regenerujg si¢ znacznie wolniej. Opublikowane wyniki byly jednymi z pierwszych
dostepnych analiz proliferacji komoérek bezkregowcéw badanych metoda cystometrii
przeptywowej oraz przy uzyciu przeciwcial klasycznie stosowanych do oceny proliferacji

komorek ssaczych tj. skierowanych przeciwko antygenowi Ki-67 (Homa 1 wsp. 2008).

Homa J., Bzowska M., Klimek M., Plytycz B., 2008. Flow cytometric quantification of
proliferating coelomocytes non-invasively retrieved from the earthworm, Dendrobaena
veneta. Dev Comp Immunol. 32:9-14. IF;0s=2,833; MNiSW=40

Od 2014 roku rozpoczelam rowniez wspolpracg z dr hab. Grazyng Wilczek (Katedra
Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii, Uniwersytet Slaski). Zainteresowania odpornoscia
bezkregowcéw pozwolily doda¢ do moich badan kolejng grupe bezkrggowcow, jakimi sg
pajgki. W $wiatowej literaturze praktycznie brak jest publikacji opisujacych komorki

immunokompetentne tych organizméw. W ramach wspomnianej wspolpracy realizowane sa
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analizy dotyczace hemocytdw dwoéch gatunkow pajakéw (Xerolycosa nemoralis i Steatoda
grossa). Prowadzone prace pozwolily na scharakteryzowanie elementéw komérkowych
hemolimfy oraz na zbadanie aktywnosci hemocytéw. W obrgbie populacji hemocytow
wykazatySmy cztery glowne subpopulacje tych komérek, w tym plazmatocyty, prohemocyty,
granulocyty oraz cyjanocyty. Co ciekawe, wykazaliSmy roznice w skiadzie hemocytow w
zaleznosci od plci oraz wigkszg wrazliwos¢ komoérek immunokompetentnych samcow
poddanych glodzeniu lub karmionych skazonym pokarmem. Wyniki uzyskane na hemocytach

X. nemoralis zostaly juz opublikowane:

Stalmach M., Wilczek G., Homa J., Szulinska E., 2015. Antioxidative and immunological
responses in the haemolymph of wolf spider Xerolycosa nemoralis (Lycosidae) exposed to
starvation and dimethoate. Environ Pollut. 206:551-559. 1F;,s=4,839; MNiSW=40.

Natomiast, kolejny artykul dotyczacy drugiego badanego gatunku S. grossa jest obecnie
przygotowywany do druku.

W ostatnich latach (od 2014 roku) wspétpracuje takze z Dr hab. Pauling Kramarz
(Zespot Ekologii Fizjologicznej i Ewolucyjnej Bezkregowcdw, Instytut Nauk o Srodowisku
Uniwersytet Jagiellonski). W ramach tych badan prowadzimy oznaczenia parametréw
immunologicznych u owaddw (Tribolium castaneum) i mieczakéw (drion vulgaris). W
efekcie wspélpracy dopracowane zostaly metody zwiazane z okresleniem aktywnosci uktadu
odpornosciowego badanych organizméw w tym testy badajace aktywno$é lizozymu, oraz
uktadu profenoloksydazy (pro-PO). W prowadzonych doswiadczeniach wykazalismy miedzy
innymi réznice w odpowiedzi immunologicznej w odpowiedzi na zakazenie nicieniami
Steinernema feltiae (Rhabditida: Steinernematidae) w zaleznosci od statusu reprodukcyjnego
owadow na przykladzie Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae). Wykazalismy
wplyw statusu reprodukcyjnego na aktywnos¢ fenoloksydazy (PO), w przypadku, ktérej
aktywnos¢ u zakazonych nicieniami osobnikéw dziewiczych byta wyzsza niz u osobnikéw
rozmnazajacych si¢. Wyniki korelowaly réwniez z zwigkszona $miertelnodcia zakazonych
osobnikéw z nizszym poziomem odpowiedzi uktadu PO. Nasze wyniki wskazuja, ze koszty
reprodukcji ostabiajg ukiad odpornosciowy T. castaneum, a obniZenie aktywnosci PO jest
niezalezne od plci.

Kolejne badania, w ktorych aktywnie uczestnicze, dotycza mieczakow, na przykladzie

slimakoéw gatunku Arion vulgaris. Immunologia slimakow jest stabiej poznana w stosunku do
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owaddéw 1 stanowi ciekawe zagadnienie badawcze. W dotychczasowych badaniach wykazano
wplyw temperatury otoczenia na wzrost aktywnosci systemu proPO, natomiast nie wykazano
wplywu stosowanego réznego rodzaju pokarmu. W dalszych badaniach chcemy skupié sie na
doktadniejszej analizie komoérek immunokompetentnych, hemocytéw oraz komérkowe;
odpowiedzi immunologicznej. W ramach tych badan jestem réwniez wykonawca w projekcie

Polish-Norwegian Research Programme nr Pol - Nor/201888/77.

Uzyskane w efekcie wspolpracy wyniki zostaly zaprezentowane, jako doniesienia
konferencyjne (Zatgcznik 3 pkt IIIB poz. 46, 48, 50) i opublikowane w postaci oryginalne;
pracy naukowo-badwcze;j:

Kramarz P., Matek M., Gawet M., Drobniak S.M., Homa J., 2016. Reproductive status of
Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) affects response to infection by
Steinernema feltiae (Rhabditida: Steinernematidae). Eur J Entomol. 113:309-314. IF;05=0,954;
MNiSW=25,

Kolejne dwie prace dotyczace tych zagadnien przygotowywane sg do wyslania do

czasopism.

W trakcie badan odpornosci pierscienic zajgtam si¢ rdwniez interesujgca tematyka
zwigzang z wladciwosciami czgsteczek biologicznie aktywnych pochodzacych z plynu
celomatycznego. Zainicjowanie badain w tym kierunku wynikato z faktu, ze coraz czesciej w
badaniach nad nowotworami 1 zmianami powstajacymi w organizmach wywolanymi réznymi
czynnikami wykorzystuje si¢ wiedzg uzyskang z badaf nad organizmami bezkregowymi. W
tkankach i ptynach organizméw dzdzownic rowniez wystepuja biatka, ktére wykazuja
wiasciwosci przeciwnowotworowe. Sg to bialka majace wlasciwosci bakteriostatyczne,
antykoagulacyjne, fibrynolityczne, proteolityczne, cytolityczne czy antyoksydacyjne (GrdiZa i
Hrzenjak 2007). Bialka pozyskane z organizméw dzdzownic mogg takze stymulowaé
czynniki wzrostu 1 pomaga¢ w regeneracji ran, stymulowaé proliferacje fibroblastow i
komoérek nablonkowych oraz ich réznicowanie. Badania innych zespoléw wykazaty réwniez
dzialanie proapoptotyczne czynnikéw obecnych w plynie celomatycznym dzdzownic na
komorki linii nowotworowej raka szyjki macicy, HeLa (Yangin et al. 2007) oraz na komdrki
raka watroby (Chen et al. 2007). W wyniku zainteresowan zwigzanych z wilasciwosciami
przeciwnowotworowymi bialek dzdzownic, w latach 2010 — 2012 prowadzilam badania
dotyczace efektu apoptotycznego pltynow celomatycznych dzdzownic na komérki czerniaka

pochodzacych z trzech linii komorkowych: i) linii IGR-39 - komérek czerniaka skérnego
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pochodzacg z fazy pierwotnej RGP, ii) linii 92-1 - komorek pierwotnego czerniaka ciata
rzgskowego oraz iii) metastatycznych komorkach czerniaka linii A375. Badania prowadzitam
we wspolpracy z dr hab. Ewg Poche¢ z Zaktadu Biochemii Glikokonjugatéw IZ UJ. Badania
zaowocowaly powstaniem dwodch prac magisterskich, jednej pod moim kierunkiem i drugiej
pod kierunkiem dr hab. Ewy Poche¢. Wstepne wyniki zostaly pokazane takze jako
doniesienie konferencyjne (Zalacznik 3 pkt IIIB poz. 44). Badania wykazaly podatnosé
komoérek czerniaka na apoptoze indukowang czynnikami obecnymi w plynach
celomatycznych dzdzownic. Obserwowany efekt proapoptotyczny zalezat zaréwno od skladu
plynu celomatycznego danego gatunku dzdzownicy i sezonu, w ktérym gromadzono plyny
(wiosenno-letni vs. jesienno-zimowy), jak réwniez od etapu rozwoju czerniaka wybranych
linii komorkowych. Publikacja przegladowa z tej tematyki zawierajgca wstepne wyniki

przeprowadzonych badan zostata opublikowana w 2016 w czasopismie Kosmos:

Matejko S., Poche¢ E., Homa J., 2016. Dzdzownice jako zrédlo biologicznie
aktywnych czgsteczek — wlasciwosci przeciwnowotworowe bialek dzdzownic. Kosmos,
65:23-32. MNiSW=12

Ze wzgledu na weczesniejsza wspolprace i badania prowadzone na komérkach linii
nowotworowych z dr hab. Ewg Poche¢, w 2015 roku dolgczylam z kolei do jej badan, w
ktorych badalam zmiany ekspresji integryny avp3 (receptor witronektyny) w obecnosci
swainsoniny i w komdrkach transfekowanych c¢DNA dla MGAT-5, komérkach
metastatycznych czerniaka skory linii WM266-4 i A375. Wykazano, ze ekspresja integryny
avf3 nie ulegala zmianie ani w obecnosci swainsoniny, ani w komérkach transfekowanych
cDNA dla MGAT-5, a obserwowane zmiany poziomu fosforylacji kinazy ognisk przylegania

(FAK) sg efektem zmian w glikozylacji receptora witronektyny. Wyniki opublikowano w
pracy:
Poche¢ E., Zabczynska M., Bubka M., Homa J., Lityriska A., 2016. B1,6-branched

complex-type N-glycans affect FAK signaling in metastatic melanoma cells (LCNV-2015-
0113). Cancer Investigation. 34:45-56. IFys 2,231; MNiSW=20.

Do innego nurtu badan, w ktérych bratam udziat naleza prace badawcze na rybach. Ze
wzgledu na prowadzone przeze mnie badania, zwigzane z apoptoza komérek, w roku 2013
wiaczytam si¢ do prowadzonych w naszym Zaktadzie doswiadczen dotyczacych apoptozy

leukocytow karpia (Cyprinus carpio L.). Badania pokazaly, Zze apoptoza neutrofili jest
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Wykonawca w ramach grantu kierowanego przez Dr Krzysztofa Pawlaka z Uniwersytetu
Rolniczego; N N311 536340: ,,Zarodek kurzy, jako model w badaniach nad wptywem pdl

elektromagnetycznych o czgstotliwosciach radiowych na proces embriogenezy” (2011-2015).

Wykonawca w ramach grantu kierowanego przez Dr Agnieszke Mazur-Biaty, Wydziat Nauk
o Zdrowiu Collegium Medicum UJ; UMO-2011/01/D/NZ6/02704: "Ryboflawina jako
immunomodulator — wplyw niedoboru i wzbogacenia ryboflawina na wczesne rozpoznanie

patogen6w 1 rozwoj reakcji zapalnej (badania in vitro 1 in vivo)" (2011-2014).

Wykonawca w projekeie kierowanym przez Dr hab. Pauling Kramarz z Instytutu Nauk o
Srodowisku UJ; Polish-Norwegian Research Programme nr Pol - Nor/201888/77: “Impact of
climate change on biodiversity and spread of invasive species - A study on Arion slugs”

(2013-2016).
6.2.Wspolpraca naukowa

Wspdtpracowalam i nadal aktywnie wspélpracuj¢ z nastgpujacymi osrodkami badawczymi:
Laboratoire de Génie Civil et géoEnvironnement, LGCgE, EA4515 Equipe Ecologie
Numérique et Ecotoxicologie, UFR de Biologie, Université de Lille 1, Francja (Profesor

Franck Vandenbulcke)

Analytical & Environmental Sciences Division, King's College, Londyn Wielka Brytania
(Profesor Stephen R. Stiirzenbaum)

Katedra Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii, Uniwersytet Slaski (Dr hab. Grazyna Wilczek)

Zespot Ekologii Fizjologicznej i Ewolucyjnej Bezkregowcow, Instytut Nauk o Srodowisku

Uniwersytet Jagiellonski (Dr hab. Paulina Kramarz)

Zaktad Weterynarii, Rozrodu i Dobrostanu Zwierzat, Instytut Nauk Weterynaryjnych,
Wydziat Hodowli 1 Biologii Zwierzat Uniwersytet Rolniczy w Krakowie (Dr hab. Marcin Lis)

Zaktad Weterynarii, Rozrodu i Dobrostanu Zwierzat, Instytut Nauk Weterynaryjnych,
Wydzial Hodowli i Biologii Zwierzat Uniwersytet Rolniczy w Krakowie (Dr hab. Krzysztof
Pawlak)

Zaklad Biochemii Glikokonjugatéw, Instytut Zoologii Uniwersytet Jagiellofiski (Dr hab. Ewa
Pochec¢)
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waznym procesem zachodzacym podczas immunostymulacji zymosanem i PMA, zaréwno w
warunkach in vivo jak 1 in vitro. Wykazalismy miedzy innymi, ze, apoptoza wywolana przez
PMA jest zalezna od kinaz natomiast nie zalezy od aktywnosci oksydazy NADPH, podczas

gdy apoptoza zaindukowana przez zymosan zalezna jest od ROS.

Kepka M, Verburg-van Kemenade BML, Homa J, Chadzinska M, 2014. Mechanisms
involved in apoptosis of carp leukocytes upon in vitro and in vivo immunostimulation. Fish &
Shellfish Immunology 39: 386-395. IF;,,=3,034; MNiSW=40,

M¢j dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje 20 publikacji anglojezycznych, 2
publikacje popularnonaukowe, 2 rozdziaty oraz wspotautorstwo w 1 ksigzce. Sumaryczny IF
moich publikacji wg bazy JCR zgodnie z rokiem ukazania si¢ publikacji wynosi 38.219, suma
punktow wg wykazu czasopism naukowych MNiSW z grudnia 2015 wynosi 604, a indeks
Hirscha wg Web of Science 7 (dane z 28.06.2016). Prace wchodzace w sktad mojego dorobku
cytowane byly lacznie 214 razy, w tym 191 razy nie wliczajge autocytowan (dane z
28.06.2016).

6. Udzial w projektach badawczych i wspélpraca naukowa

6.1. Projekty naukowe

W trakcie zatrudnienia w Zakladzie Immunologii Ewolucyjnej bytam kierownikiem
pigeiu projektow finansowanych ze srodkéw statutowych Instytutu Zoologii UJ (BW/IZ/33,
BW/1Z/20a, BW/1Z/18a/2007, BW/11/1Z/2010, BW/IZ/15) oraz bralam udzial w realizacji

pigciu projektow badawczych.

Giéwny wykonawca w ramach grantu kierowanego przez Prof. dr hab. Barbare Plytycz,

Instytut Zoologii UJ; N304 088 32/3502: “Zastosowanie celomocytéw dzdzownic jako
bioindykatoréw skazenia gleby, opracowanie i praktyczne zastosowanie rutynowych testow
do monitoringu w oparciu o komérki immunokompetentne nieinwazyjnie pobrane z celomy

dzdzownic”. (2007-2010).

Wykonawca w ramach grantu kierowanego przez Dr Marcina Lisa z Uniwersytetu
Rolniczego; N311 1351 33: "Wplyw kwasu askorbinowego na przebieg embriogenezy,
odpowiedz immunologiczng oraz wyniki produkcyjne, z uwzglgdnieniem reakcji na

hipertermig klujnikowa kurczat brojlerow" (2007 -2011).
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7. Dzialalnosé organizacyjna i popularyzatorska

W ramach dziatalnosci organizacyjnej angazowatam si¢ w liczne aktywnosci zwigzane

z pracami w Instytucie Zoologii UJ jak rowniez poza uczelnia.
7.1. Dziatalnosé w towarzystwach naukowych

Od 2006 roku jestem czlonkiem Polskiego Towarzystwa Biologii Komoérki. W latach
2006-2009 bylam sekretarzem Zarzadu Gléwnego tego towarzystwa oraz zajmowalam sig
administracja nowopowstatej strony internetowe] towarzystwa. Bylam réwniez redaktorem

technicznym drugiego wydania Stownika Biologii Komdrki (2008).

W latach 2008-2012 bylam wiceprezesem Nowodworskiego Towarzystwa Miodych

Biologow.
7.2. Organizacja konferencji naukowych

W 2006 roku bylam czlonkiem komitetu organizacyjnego 8th International Symposium on

Earthworm Ecology, 4-9 wrzesnia 2006, Krakow.

7.3. Recenzje

Bylam recenzentem 8§ prac w czasopismach z Listy Filadelfijskiej (Water, Air & Soil
Pollution, Ecotoxicology, International Journal of Biological Sciences, Invertebrate Survival
Journal, Science of the Total Environment, Experimental and Molecular Pathology) oraz

jednej pracy w Zeszytach Naukowych Towarzystwa Doktorantow UJ.

W 2007 roku bylam recenzentem prac uczniéw bioracych udziat w ,,Konkursie wiedzy
immunologicznej” organizowanym w ramach II Nowodworskiej Konferencji Miodych

Biologdw.
7.4. Promocja wiedzy

Od 2013 roku zaangazowalam si¢ w dzialalno$¢ organizacyjng na rzecz promocji
Wydzialu Biologii 1 Nauk o Ziemi (BiNoZ), peliac funkcje koordynatora wydziatowego ds.
promocji. Do moich obowigzkéw nalezalo koordynowanie prac pigciu Instytutow
wchodzacych w sklad Wydzialu BiNoZ w dzialalnosci zwigzanej z promocja uczelni.

Zajmowalam si¢ miedzy innymi pomocg w organizowaniu Dnia Otwartego UJ jak i
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organizacja wydarzen zwigzanych z promowaniem uczelni w ramach wydarzen
zewnetrznych. Duza czg$¢ mojej dziatalnosci organizacyjnej (od roku 2013) stanowily
przygotowania kolejnych trzech edycji Nocy Biologéw. Réwnocze$nie w 2014 roku bytam
koordynatorem instytutowym organizujac IV Matopolska Noc Naukowcow. W 2015 roku
koordynowatam prace zwigzane z realizacja filmu promujacego Wydzial BiNoZ,

powstajacego w ramach promocji Uniwersytetu Jagielloniskiego.

W  ramach dzialalnosci organizacyjnej od 2014 roku, jako przedstawiciel
niesamodzielnych pracownikéw naukowo-dydaktycznych jestem czlonkiem Rady Wydziatu

Biologii i Nauk o Ziemi.
8. Dzialalnosé dydaktyczna

W okresie zatrudnienia na stanowisku asystenta (2004-2007) i adiunkta (2007-2016)
prowadzitam zajgcia dydaktyczne w pelnym wymiarze godzinowym (210 godzin pensum)
oraz dodatkowo pelnitam opieke nad licencjatami i magistrantami. W trakcie mojej pracy na
etacie adiunkta bylam promotorem 8 prac licencjackich oraz 10 prac magisterskich. W tym
roku mam pod opiekg jedng osob¢ na trzecim roku, wykonujaca licencjat, oraz dwoje
magistrantéw. Chcialabym réwniez zaznaczy¢, ze wielu wypadkach moi magistranci sg

wspolautorami publikowanych przeze mnie prac naukowych.

Ponadto, w 2014 roku pomagalam w wykonaniu czgéci badan do pracy magisterskiej Pana
Jakuba Trzeciaka z kierunku Biotechnologia Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie,
prowadzonej przez dr hab. Marcina Lisa, ,, Wplyw zakazenia wybranymi szczepami bakterii z
rodzaju Staphylococcus na poziom biatka stresu cieplnego HSP70 w tkankach zarodkow
kurzych”, do ktérej oznaczenia biatek HSP zostaly wykonane pod moim kierunkiem.
Prowadzitam réwniez kilkudniowe szkolenia z zakresu technik immunobiologicznych dla
doktorantki Pani dr hab. Grazyny Wilczek, mgr Moniki Stalmach (5 dni w 2014 i 5 dni w
2015 roku).

W ramach dzialalno$ci dydaktycznej jestem obecnie réwniez doradcg studentow

pierwszego i drugiego roku (2014 do teraz).

W zwigzku z dziatalnoscig na rzecz Nowodworskiego Towarzystwa Milodych

Biologéw, w 2008 roku prowadzitam seri¢ zajeé i warsztatdéw z Immunologii w Zakladzie
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Immunologii Ewolucyjnej Instytutu Zoologii dla osob z I Liceum Ogélnoksztatcacego im. B,

Nowodworskiego.

Informacje o  pozostalych  osiggnigciach  naukowych i  dydaktycznych
nieuwzglednionych powyzej przedstawiono w ,,Wykazie opublikowanych prac naukowych
oraz informacji o osiagnigciach dydaktycznych, wspoétpracy naukowe;j i popularyzacji nauki”

(zatacznik nr. 3).
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