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Zwierzeta jadowite, ze zrozumiatych wzgledéw, od pradziejow interesowaty ludzi. Co ciekawe, juz
w starozytnosci uwazano, ze $lina wszystkich ryjowek jest toksyczna, co na dtugo przysporzyto im
zlej stawy. Poznanie naukowe zwierzat jadowitych datuje si¢ jednak od stosunkowo niedawna.
Dopiero intensywny rozwdj biochemicznych metod umozliwiajacych szybka ekstrakeje
i identyfikacje skiadnikéw jadu dalo mocny impuls do badan nad jadami zwierzecymi, co
wzmacniane bylo mozliwoscia zastosowania wyekstrahowanych substancji w farmakologii.

Dotychczasowe poznanie zwierzat jadowitych w sposob dosy¢ wybiérezy objelo rézne taksony,
z naciskiem na jady owadéw, pajeczakow, gadow i plazéw. Bardzo niewiele wiadomo np.
o jadowitych ssakach. Rozprawa doktorska mgr. Krzysztofa Kowalskiego przedstawia nowe
i bardzo interesujace wyniki badaf nad jadowitymi zwierzetami: ryjéwkami i ropuchami. Rozprawa
sklada sie z pieciu opublikowanych prac, z ktérych trzy dotycza ryjowek, a dwie — ropuch. Wspolny
zwiezly wstep pozwala szybko zorientowa¢ si¢ w zawartosci rozprawy i zawiera wszystkie hipotezy
testowane w opublikowanych pracach. Mgr. Kowalski jest pierwszym autorem wszystkich pigciu
prac, autorem korespondencyjnym czterech z nich, a jego deklarowany wklad w poszczegolne
publikacje wynosi migdzy 65% a 70%.

Wstepem do prac o jadowitych ssakach jest szczegétowy przeglad literatury na ten temat,
opublikowany w czasopi$mie ,,Kosmos”. Przeglad ten podaje ciekawe informacje, ze do jadowitych
gatunkéw naleza nie tylko niektére ryjowkowate oraz dziobak, ale ,rozluznione” kryteria
jadowitoéci spelniajg takze trzy gatunki wampirow i matpiatki lori. Szczegélnie cickawe jest
zwrécenie uwagi na niezwykla réznorodnosé funkcji jadow produkowanych przez ssaki. Wazna
czescia tego przegladu jest rozdzial, ktory opisuje istniejace juz zastosowania jadow ssakow w
farmakologii i medycynie. Nie sposéb nie zauwazy¢, ze bardzo podobny przeglad pt. .,Venomous
mammals: A review” zostal opublikowany szes¢ lat temu (Ligaube-Braun et al., Toxicon 59: 680-
695). Nie zmienia to jednak faktu, ze polskojezyczny przeglad ssakéw jadowitych, ciekawie
napisany, z pewnoscia spopularyzuje opisywane zagadnienia wsréd krajowych czytelnikow.

Dwie kolejne prace mgr. Krzysztofa Kowalskiego dotycza ssakow, a konkretnie ryjowek i maja
charakter eksperymentalny. Fakt, ze niektére ryjowki sa jadowite, zostal naukowo dowiedziony juz
w latach 40. — 50. zeszlego wieku. Michalina Pucek odkryta wowczas, ze Slina rzgsorka rzeczka ma
dziatanie toksyczne. Od tego czasu poznanie jadowitych wlasciwosci ryjowek, w tym rzgsorka,
niewiele sie¢ posuneto naprzod. Dopiero prace mgr. Krzysztofa Kowalskiego definitywnie wyjasnity
te wlasciwosci.

W pracy opublikowanej w bardzo dobrym czasopi$mie ,,Frontiers in Zoology” mgr Kowalski opisat
toksyczne dziatanie jadu obecnego w $linie rzgsorka rzeczka i po raz pierwszy scharakteryzowat
sktadniki jadu o toksycznych wlasciwosciach. W eksperymentach in vitro Autor wykazal, ze jad
zawarty w §linie rzesorka powoduje spadek szybkosci przewodzenia impulséw nerwowych oraz
sity skurczu mig$nia tydkowego zaby. Z drugiej strony, jad ten miat bardzo niewielki wptyw na
czestotliwosé skurczy serca, czy to chrzgszezy macznikow, czy zab. Autor wykazal w ten sposob,
ze jad rzgsorka ma whasciwoscei paralityczne, ale nie kardioinhibicyjne, co potwierdzilo hipoteze, iz
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jad stuzy u tego gatunku nie do usmiercania ofiar, a do ich obezwladniania. Co ciekawe,
przeprowadzone przez Autora identyczne eksperymenty przeprowadzone na ryjéwce zwyczajnej
nie wykazaly obecnosci jadu w jej $linie. Stad wazny wniosek, ze nie wszystkie ryjowki sa
jadowite. Warto tu wspomnie¢, iz facifiska nazwa ryjowki aksamitnej, Sorex araneus, sugeruje, ze
jadowicie kasa, podobnie jak pajgk (arameus po lacinie oznacza pajgka). Taki poglad byl
przedstawiony w dziele ,,Historia czworonogéw” Edwarda Topsella wydanej w roku 1607. Mozna
wiec (z pewnym przymruzeniem oka) stwierdzi¢, ze mgr. Krzysztof Kowalski w sposéb naukowy
obalit pradawny mit na temat jadowitosci tego gatunku. Co jednak najwazniejsze, Autor rozdzielit
chromatograficznie liczne frakcje biatkowe $liny obu gatunkéw ryjowek, sprawdzit ich toksyczne
dzialanie i zidentyfikowal wiele substancji bialkowych. Byla to pierwsza analiza skladu $liny
rzesorka 1 ryjowki aksamitnej. Podobne badania przeprowadzono u ryjowkowatych tylko
u wspomnianej ryjowki krotkoogonowej. Jedyny minus, jaki znajduj¢ w tej bardzo dobrej pracy, to
uzycie w eksperymentach zab trawnych i zab z kompleksu zab zielonych, o bardzo odmiennych
wymaganiach $rodowiskowych, a wiec mozliwe, ze i fizjologii, bez informacji, czy wyniki
uzyskane z tych zab r6znily si¢.

Logicznym rozwinigciem opisanych badan — stwierdzenia paralizujacego, lecz nie zabijajacego
dziatania jadu rzesorka, byto sprawdzenie, czy ryjéwki te uzywaja jadu do unieruchomienia duzych
ofiar takich jak dzdzownice i zaby (co opisano w pracy opublikowanej w ,Journal of
Mammalogy™). Autor przewidywal, ze male ofiary beda od razu zjadane, a wigksze, dzieki
unieruchomieniu moglyby by¢ gromadzone w postaci zapaséw. Gromadzenie takich zapaséw ofiar
obserwowano uprzednio u tego gatunku. W ten sposéb wiasciwosci jadu rzgsorkow bylyby
wykorzystane do zapewnienia sobie magazynu niepsujgcego si¢ pokarmu. Takie ujecie tematu jest
efektownym testem teorii optymalnego zerowania, wedtug ktorej drapieznik maksymalizujacy zysk
z zerowania, powinien wybieraé ofiary o duzej zawartosci energii (a wigc raczej duze), przy
minimalizowaniu czasu potrzebnego na obezwladnienie ofiary. Rzgsorek, z mozliwoscig
paralizowania duzych ofiar, wydawalby si¢ wiec idealnym obiektem do testowania teorii
optymalnego zerowania, zwlaszcza, ze podobnie jak i inne ryjowki, charakteryzuje si¢ on wysokim
tempem metabolizmu (duzym zapotrzebowaniem na pokarm) i niewielkimi mozliwosciami
odkladania rezerw thuszczu. W przeprowadzonym eksperymencie Autor umozliwil rzgsorkom
(i ryjowkom aksamitnym jako kontroli) polowanie i gromadzenie ofiar matych (maczniki), Sredniej
wielkosci (dzdzownice) i duzych (zaby i ropuchy). Zgodnie z przewidywaniami, male ofiary byly
od razu zjadane przez oba gatunki, a ofiary sredniej wielkosci byly unieruchamiane i gromadzone.
Rzesorki zuzywaly jednak mniej czasu niz ryjowki aksamitne na obezwladnienie ofiary o podobnej
masie proporcjonalnie do masy ciata ryjowek i roznica ta rosta wraz ze wzrostem rozmiaréw ofiar.
Autor wyciagnatl z tego wniosek, ze za roznice t¢ odpowiada jad rzgsorkow. Co ciekawe, cho¢ zaby
byly czesto atakowane i kgsane przez rzesorki, nie obserwowano by ktéras z nich przejawiala
symptomy dziatania jadu. Autor probujac zinterpretowaé ten wynik po$wigca mu ponad trzy
kolumny drobnego druku w dyskusji pracy, by w koncu wyjawi¢, ze krggowce (wige i zaby) rzadko
pojawiaja sie w diecie rzesorka i zywi sie on przede wszystkim mniejszymi bezkregowcami.
Wydaje mi sie, ze moze to definitywnie wyjasnié rozwazana kwestig. W tej szczegdtowej dyskusji
Autor zwraca uwage na rozmaito$¢ w sposobie kgsania ofiar obserwowanej w tej i innych pracach.
Nie rozwaza jednak mozliwosci, ze rzesorek umieszczony na otwartej arenie po 5 minutach
aklimacji moze by¢ na tyle zestresowany, Ze jego sposob kasania duzej ofiary jest nieefektywny.
Pomijajac jednak niejednoznaczng kwesti¢ duzych ofiar, wyniki uzyskane przez Autora w tej pracy
sg efektownym testem teorii optymalnego zerowania, potwierdzajagcym ja w zakresie ofiar matych
i $redniej wielkosci.

W przeciwienstwie do jadow ssakow, wiele uwagi poswigcono dotychczas jadom plazéw, zab
i ropuch. W wydzielinie gruczoléw przyusznych (parotydéw) ropuchy szarej rozpoznano dotad
szereg substancji aktywnych. Bardzo niewiele wiadomo jednak o biatkach w tej wydzielinie, ktére
teoretycznie mogg wpltywaé na dziatanie innych, znanych juz substancji. Tak wigc kolejna praca
mgr. Krzysztofa Kowalskiego (Comp. Biochem. Physiol. C), w ktorej przedstawil wyniki badan

2



nad tymi biatkami i ich wlasciwosciami otwiera, podobnie jak w wypadku jadu rzgsorka, nowe,
nieeksplorowane pole. Poniewaz jad ropuchy ma znaczenie obronne, Autor postawil hipoteze, ze
toksyny ropuchy powinny trwale uszkadzaé¢ tkanki drapieznika (co mogloby prowadzi¢ do jego
smierci), a nie chwilowo go paralizowa¢. Ekstrakt z gruczolow powodowal istotny wzrost
czestotliwosei skurczéw serca macznikow, obnizal czestotliwos$¢ skurczéw u zaby, co prowadzito
do zatrzymania pracy serca. Wyniki te potwierdzily wigc postawiong hipotezg. Podobnie jak
w pracy o rzgsorkach, tak i1 tu rozdzielono chromatograficznie biatkowe frakcje wydzieliny,
zidentyfikowano niektore substancje i wykazano toksyczne dziatanie niektorych frakeji, co jest
najcenniejsza czgscig tej publikacji.

Logicznym rozwinieciem tej pracy jest badanie nad behawiorem obronnym ropuchy przed
drapieznikiem i rolg jadu w tej obronie (praca w czasopismie ,,Copeia”). Ropuchy i zaby byly
konfrontowane z drapieznikami — jezami, i z krolikami jako zwierzg¢tami kontrolnymi. Autor
testowal hipoteze, ze ropuchy, ktére sg nieruchliwe i maja mniejsze mozliwosci ucieczki przed
drapieznikiem niz zaby, powinny wykazaly znacznie wigkszy repertuar zachowan obronnych.
Autorowi udato si¢ potwierdzi¢ t¢ hipoteze. Nie zwrocil on jednak uwagi na ciekawy fakt w swoich
wynikach. Uzyl dwoch gatunkéw Zab: trawng 1 wodng. Trawna zyje w wilgotnych srodowiskach
ladowych i ma mniejsze mozliwo$ci ucieczki przed drapieznikiem niz zaba wodna, ktéra zyje
w zbiornikach wodnych i nurkuje. Zaba trawna wykazywala 6 rodzajow zachowan w obecnosci
drapieznika (w tym 3 odstraszajace), podczas gdy zaba wodna — tylko 3 (i brak zachowan
odstraszajacych). Potwierdza to dobitnie hipotez¢ Autora, ze zachowanie plazow w obecnosci
drapiezcy jest $cisle skorelowane z ich ruchliwoscig i mozliwosciami ucieczki.

W pracy tej Autor testowat tez hipotezg¢ optymalizacji uzycia jadu. Poniewaz, jak zalozyl, produkcja
jadu jest kosztowna, wigc ropucha powinna najpierw wykorzystywa¢ w obronie rézne formy
zachowania, a w ostatniej kolejnosci uwalnia¢ jad z parotydow. Okazalo sig¢, ze ropuchy uzywaty
jadu bardzo rzadko, dopiero gdy drapieznik $ciskat parotydy. Fakt, ze do uwolnienia jadu ropuchy
potrzebny jest fizyczny kontakt, jest od dawna znany. Hipoteza optymalizacji uzycia jadu Wiggera
dotyczy oszczednego uzycia jadu w zaleznosci od sytuacji, gdzie wazone sg koszt i zyski. Wydaje
sie, ze ropuchy nie sg najlepszym obiektem do testowania tej hipotezy, zwlaszcza, ze fizyczny
kontakt z drapieznikiem to ostatni etap interakcji. Wczesniejsze wydzielenie jadu bytoby catkowicie
bezskuteczne.

W opublikowanych pracach, ktére przeszly przez sito recenzji, trudno jest znalez¢é wiele potknigc.
Niektére uwagi krytyczne podalem juz powyzej. W takiej sytuacji zwykle do krytykowania
pozostaje statystyka. W pracy z ,JJournal of Mammalogy” dla testowania réznicy miedzy dwoma
gatunkami ryjowek w zaleznosci miedzy czasem potrzebnym na obezwladnienie ofiary a masa
ofiary zastosowano GLM (ogo6lny model liniowy). Dla wykluczenia wplywu masy ciala ryjowek
uzyto stosunku masy ofiary do masy ryjowki i stosunek ten zlogarytmowano. Nie jest jasne, jak
uzyto modelu liniowego, skoro zalezno$¢ migdzy czasem a zlogarytmowanym stosunkiem nie jest
liniowa (Fig. 5 w tej pracy). Kontrolowanie wplywu masy ciala poprzez policzenie proporcji nie
jest szczesliwym pomystem, gdyz proporcje z reguty nie maja rozkladu normalnego, o czym jest
duza literatura w czasopismach biologicznych. Nalezaloby raczej potraktowac¢ masg¢ ryjowek jako
zmienng wspottowarzyszaca w analizie kowariancji. Podoba mi si¢ natomiast potraktowanie
rodzaju ofiar w tej analizie jako czynnika losowego, gdyz Autora nie interesuje gatunek ofiary,
a tylko jego masa (wybor ten nie jest bynajmniej sprawg trywialng).

Wyjasnienia w trakcie obrony wymaga takze fakt istnienia dwoch prac magisterskich
przygotowanych na Wydziale Biologii UAM w roku 2011 [1. Grudzien J., 2011. ,,Wstepne badania
nad skfadem jadow ropuchy szarej (Bufo bufo) i rzgsorka rzeczka (Neomys fodiens)”; 2. Kubczak
M., 2011. ,Roéznice we wlasciwosciach kardioaktywnych jadéw ropuchy szarej (Bufo bufo)
i rzgsorka rzeczka (Neomys fodiens)”]. Zakladam, ze Autor rozprawy nie korzystat z tych wynikow,
ale powinny by¢ cytowane w publikacjach, by bylo jasne, co juz bylo wiadomo, gdy Autor
przystepowal do swych eksperymentéw i analiz.



Na pierwszy rzut oka rozprawa dotyczy bardzo odleglych zagadnien, powiazanych tylko hastem
.Jjady”. Obiektem badan sa przeciez dwa bardzo odlegle filogenetycznie taksony, z ktérych ropuchy
mogg by¢ tylko obiadem (ofiarg) drapiezcy, a wiec straci¢ zycie, a rzesorki (drapiezniki) moga co
najwyzej straci¢ obiad. Lektura rozprawy przekonuje jednak, ze stanowi ona bardzo spdjny zestaw
prac. Publikacje dotyczace rzesorkow i ropuch sg w pewnym sensie symetryczne. W dwoch pracach
Autor badal toksyczne dzialanie bialek i peptydow w jadach obu gatunkéw. W obu pracach
zbadano in vitro kardio-, myo- i neurotropowy efekt jadow i niektorych ich frakcji otrzymanych na
drodze chromatografii, na te same modelowe organizmy: maczniki i zaby. Zidentyfikowano tez
niektore z tych frakcji. Te dwie prace, biochemiczno-fizjologiczne, w ktérych bardzo jasno
sprecyzowano hipotezy, daly ,niesymetryczne” wyniki. Autor wykazal, ze jad rzgsorka ma
dzialanie paralizujace, ale nie zabijajace, a jad ropuchy — odwrotnie: nie paralizujace, a zabijajace.
Takie zestawienie ma duzy walor poznawczy. Dwie pozostale prace, jedna o rzgsorkach, druga
o ropuchach, sg logicznym rozwinigciem tych pierwszych i eksploruja behawioralne aspekty
odmiennej jadowitosci. Ta spdjnos¢ jest pierwszym walorem rozprawy, na ktéry chciatbym zwroci¢
uwage.

Drugim i znacznie wazniejszym walorem rozprawy jest jej nowatorstwo. Jak wspomniatem, jady
ssakow sg bardzo malo poznane. Autor po raz pierwszy zbadat sklad, a szczegélowo takze dzialanie
jadu rzesorka i ryjowki aksamitnej. U ryjowkowatych podobne analizy przeprowadzono tylko
u amerykanskiej ryjowki krotkoogonowej. Autor udowodnit na przyktadzie ryjowki aksamitnej, ze
jadowitos¢ nie jest cechg wszystkich ryjowek. Nowe informacje wnosi tez rozpoznanie biatkowych
komponentéw jadu ropuchy, ktérym poswigcono dotad niewiele uwagi. Nalezy tez podkresli¢, ze w
przeciwienstwie do wielu poprzednich autoréw, Autor rozprawy nie badal wplyw jadéw i ich
frakcji na caly organizm. a na konkretne narzady czy tkanki, co umozliwilo lepsze poznanie
wiasciwosci komponentéw jadow. Znaczgce merytorycznie sg takze dwie prace o charakterze
behawioralnym. Szczegélnie interesujgca jest praca o ryjowkach, ktéra przedstawia test waznej
w biologii teorii optymalnego zerowania i potwierdza jg w przedziale rozmiaréw ofiar od matych
do $rednich. Jak szczegdlowo uzasadnitem powyzej, ryjowki sg idealnym modelem do testowania
tej teorii.

Kolejnym istotnym walorem uzyskanych przez Autora wynikéw jest potencjalna mozliwos¢
zastosowania stwierdzonych w jadach bialkowych 1 polipeptydowych komponentow
w farmakologii i medycynie. Cho¢, jak Autor podkresla, obecne rozpoznanie tych zwigzkéw ma
charakter wstepny i dalsze badania powinny i§¢ w kierunku dobrego oczyszczenia uzyskanych
zwigzkoéw, to juz na obecnym etapie byt w stanie wskazaé, ze moga by¢ one wykorzystane jako
blokery nerwowomigsniowe i pracy serca. Trudno sobie wyobrazi¢ pozyskanie tych substancji
z $liny i wydzieliny rzadko wystepujgcych chronionych gatunkoéw (rzgsorki przy tym jest trudno
rozmnazac), ale prawdopodobnie mozna by je otrzymywa¢ syntetycznie.

Oceniajgc rozprawe nalezy tez zwrdci¢ uwage na ré6znorodno$é technik opanowanych przez Autora,
poczagwszy od metod terenowych i rygorystycznie prowadzonych obserwacji behawioralnych, do
metod zaawansowanej chromatografii i mikrodensytometrycznych pomiaréw zmian czgstotliwosci
skurczow serca na pol-izolowanych sercach macznikow. W opisanych w publikacjach metodach
widoczna jest dbalo$¢ o wysokie standardy pracy.

Na koniec warto podkresli¢, ze czg$¢ badan, ta dotyczaca ryjowek, byla finansowana ze zdobytego
przez Autora rozprawy grantu ,,Preludium”.

Biorac to wszystko pod uwage, oceniam prace mgr. Krzysztofa Kowalskiego pt. ,Different
functions and properties of venoms of the water shrew Neomys fodiens and the common toad Bufo
bufo” jako spelniajacg wymogi stawiane rozprawom doktorskim, w tym wymienione w Ustawie
z 14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 22017 r. poz. 1789). Z pelnym przekonaniem prosz¢ Rade Wydzialu Biologii Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Autora rozprawy do dalszych etapow
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przewodu doktorskiego, w tym do publicznej obrony rozprawy. Ponadto, doceniajac oryginalnosé
1 wysoki poziom naukowy rozprawy, wnoszg¢ do Wysokiej Rady Wydziatu o jej wyrdznienie.

Biatystok, dnia 11 maja 2018.

(prof. dr hab. Jan R.E. Taylor)





