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Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji dysertacja, Pani mgr Aleksandry Szabelak obejmuje cykl
publikacji opatrzony wspolnym tytutem .., Zastosowanie L-proliny w lagodzeniu stresu
termicznego u bezkregowca Daphnia magna oraz w erytrocytach kury domowej (Gallus
gallus domesticus)”. W przestawionym cyklu artykuléw znajduja sie trzy oryginalne prace
opublikowane w recenzowanych czasopismach indeksowanych na liscie JCR, w tym dwie
prace w Journal of Thermal Biology (IF 2,361 roku publikacji 2019) oraz jedna w
Biotechnic & Histochemistry (IF 1.834 rok publikacji 2021). Doktorantka jest pierwszym
autorem w dwoch oraz drugim w jednej z publikacji. Wkiad autorki w opracowaniu wynosi

od 45% do 50% co zostalo udokumentowane stosownymi o$wiadczeniami.

Zalgczony do wykazu publikacji autoreferat obejmuje streszczenie w jezyku polskim
oraz angielskim; Wstep: Cel i hipotezy badawcze; Material i metody; Wyniki i dyskusja;

Podsumowanie i wnioski; PiSmiennictwo.

Ocena merytoryczna
1. Tematyka badaii i ich znaczenie

Wiodacy nurt badan rozprawy doktorskiej dotyczy stresu cieplnego i jego
oddzialywania na organizm zwierzgt w oparciu o modelowe badania wykorzystujace
skorupiaki Daphnia magna oraz erytrocyty kury domowej. Charakterystyka zmian
zachodzacych w organizmie zwierzat pod wplywem stresu cieplnego wcigz nie jest w petni
poznana i opisana, mimo licznych badaf naukowych na calym $wiecie. Wiadomym jest, ze
zwierzeta roznych gatunkéw charakteryzujg si¢ réznymi zdolnosciami adaptacyjnymi do

warunkow srodowiskowych, w tym temperatury otoczenia. W odniesieniu do tego czynnika,
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mozna zdefiniowa¢ specyficzng u réznych gatunkow tzw. strefe komfortu, okreslang tez strefa
termicznie neutralng, obejmujgca zakres temperaturowy, w ktérym zwierzeta czujg sie

komfortowo jak tez nie sa zaburzane podstawowe funkcje organizmu.

Stres cieplny zaczyna by¢ odczuwalny przez zwierzgta, gdy pojawiajg sie trudnosci z
osiagnigciem réwnowagi pomigdzy wytwarzaniem i odprowadzaniem ciepla przez organizm.
Taka rownowaga jest tez, wypadkowa dziatania naturalnego mechanizmu obronnego zwierzat
przed przegrzaniem oraz wplywu czynnikow srodowiskowych. Pojawienie si¢ i stopien stresu
cieplnego jest nie tylko $ci$le zwigzany ze sprawnoscia dzialania mechanizméw
termoregulacyjnych, ale tez czasu i stopnia oddziatywania czynnikéw $rodowiskowych,
takich jak temperatura, wilgotnos¢, przeptyw powietrza, i innych np.: ekspozycja na $wiatlo
stoneczne.

Stres termiczny jest identyfikowany niejednokrotnie jako powazny problemem w
hodowli zwierzgt. Dotyczy to réznych gatunkéow, w szczegdlnosci utrzymywanych w
warunkach intensywnej produkcji, w ktorych wystepuje duze zageszczenie zwierzat, na
przyklad w systemach wielko-fermowych w produkcji trzody chlewnej i drobiu, gdzie
problem narasta w sezonie letnim, wraz ze wzrostem temperatury otoczenia. Jednym, z
pierwszych objawow efektu stresu cieplnego jest obnizenie apetytu, prowadzace w
konsekwencji do zmniejszenia pobierania paszy a tym samym zmniejszenia przyrostow. W
skrajnych przypadkach moze prowadzi¢ do zwigkszonych upadkéw zwierzat. Stres cieplny
moze tez zaburza¢ gospodarke hormonalng prowadzac do obnizenia plodnosci, a nawet
skutkowa¢ tzw. okresowg nieptodnoscia. W niekorzystnych warunkach na poziomie
komorkowym pojawia sig stres oksydacyjny, wzrasta poziom reaktywnych form tlenu (ROS).
Wywolywany stres oksydacyjny moze wielokierunkowo zaburza¢ funkcje organizmu, co
moze by¢ identyfikowane na poziomie molekularnym 2z wykorzystaniem odpowiednio
wybranych poznanych i scharakteryzowanych tzw. markeréw stresu ktéeymi mog byé
specyficzne bialka i enzymy. Oceniajgc ich stezenie i aktywno$¢ mozemy dokladnie oceniaé
stopien niekorzystnego wplywy stresu cieplnego.

Niekorzystne efekty zdrowotne zaburzonego dobrostanu spowodowane stresem
cieplnym u zwierzat hodowlanych maja wymierny wplyw w produkcji zwierzecej na
obnizenie wynikow ekonomicznych. Przytoczone powyzej wybidrczo argumenty stanowig o
zasadnosci podjetego przez Doktorantke zadania badawczego, ktérego efektem jest niniejsza

rozprawa.
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2. Oryginalnos¢ tematyki i wartos¢ poznawcza pracy
Prezentowana praca podejmuje wazny temat zaréwno od strony badan podstawowych
jak i potencjalnych aplikacyjnych. O celowosci podjetych badan $wiadczy, wciaz brak
gruntownej  wiedzy dokladnie opisujagcych  wskazniki stresu cieplnego  oraz
charakteryzujgcych dokladnie substancje, ktore stres ten moga niwelowaé. Zostalo to
szczegolowo omoéwione i uzasadnione, oraz poparte cytowanym pi$miennictwem zawartym w
publikacjach.
3. Zdefiniowanie celow/ hipotez badawczych
Doktorantka wlasciwie zdefiniowata cele i szczegdlowo opisala metody badawcze
wykorzystane w  badaniach prezentowanych w zalaczonych publikacjach,
charakteryzujacych termoochronnego dziatania L- proliny.
Badania podjete przez Doktorantke mialy na celu weryfikacje nastepujacych hipotez
badawczych:
1. Ekspozycja Daphnia magna na L-PROL podczas stresu cieplnego wywotuje zahamowanie
lub ztagodzenie zmian parametréw behawioralnych.
2. Stres cieplny indukuje zmiang obrazu morfologicznego, oraz parametréw komorkowych
plasich erytrocytow w warunkach in vitro.
3. L-PROL hamuje lub lagodzi zmiany parametréw komdrkowych erytrocytéw kury w
warunkach stresu cieplnego.
Sformutowane powyzej hipotezy uwazam za poprawne, jednakze w odniesieniu do pierwszej
1 ostatniej sugerowalbym bardziej precyzyjne sformulowanie, ujmujace tez oddziatywanie
wiasciwej/optymalnej dawki L-proliny w niwelowaniu niekorzystnych zmian wywotanych
stresem cieplnym.
4. Zakres i metody badari
Zakres 1 metody badan réwniez nie budzg zastrzezen, sa adekwatne do podjetych
celow jak i weryfikacji zatozonych hipotez badawczych. Materialem do badan w pierwszej z
prezentowanych prac byly rozwielitki (Daphnia magna), ktore uzyskano w
partenogenetycznym cyklu rozmnazana. W tym doswiadczeniu, Doktorantka przeprowadzita
oceng wptywu dodatku L-PROL w trzech réznych st¢zeniach 10 mg/L, 20 mg/L i 50 mg/L do
pozywki, oraz stresu cieplnego w zakresie temp 35 i 38°C, na parametry behawioralne
charakteryzujgce ruchliwos¢ skorupiakéw po 2, 24 oraz 48 godz. inkubacji w roznej
temperaturze z roznym stezeniem L- proliny.
W drugiej i trzeciej pracy badania przeprowadzono z wykorzystaniem ptasich

erytrocytow, pozyskanych z krwi pobranej od kur rasy leghorn, zgodnie z zezwoleniem



wydanym przez Lokalng Komisj¢ Etyki w Lublinie (Polska) numer (96/2017). Z pobrane;j
krwi usunigto osocze i leukocyty, a uzyskang zawiesing erytrocytéw rozcieficzono w
odpowiednio przygotowanej pozywce, ktéra nastepnie poddano inkubacji w naturalnej i
podwyzszonej temperaturze wraz z réznym poziomem L-proliny. W dalszym etapie
oznaczano przezywalnos¢, morfologi¢, aktywno$¢ kaspazy 3/7, HSP70, oraz poziom
glutationu. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej z zastosowaniem adekwatnych
testow statystycznych, za pomoca pakietu Statistica™,

5. Wyniki zrealizowanych badan

Doktorantka szczegélowo opisuje uzyskane wyniki w sposob jasny i czytelny
odnoszgc si¢ do aktualnych danych literaturowych. Doktorantka potwierdzita zalozone
hipotezy. Wyniki analiz opartych o modelowe badania z wykorzystaniem Daphnia magna
wykazaly istotne zmiany behawioralne jako odpowiedz na podwyzszong temperaturg, oraz
korzystne oddziatywanie L- proliny na utrzymanie ruchliwosci skorupiakow.

Wyniki doswiadczen przeprowadzonych na erytrocytach kury domowej pozwolity
okresli¢ stopiefi ochronnego oddzialywania L-proliny na stabilizacje proceséw biologicznych,
ktore w konsekwencji decydowaly zmianach morfologicznych, stopniu hemolizy, oraz
zmiany zywotnosci komorek. Szczegélnie interesujace sa wyniki analiz wybranych
parametrow zwigzanych z aktywnoscig kaspazy 3/7 oraz bialka szoku termicznego.
Doktorantka stwierdzila, rowniez ze w zaleznosci od temperatury inkubowania zawiesiny
erytrocytow zmieniato si¢ stezenie glutationu, natomiast aktywnosé kaspazy zmieniata si¢
tylko w wyzszych zakresach podwyzszonej temperatury inkubacji. Natomiast dodatek -
proliny powodowal wyrazne zmiany parametréw w stosunku do kontroli, ktora byla tego
dodatku pozbawiona. Interesujacy wydaje sie tez specyficzny wzrost aktywnosci kaspazy
spowodowany dodatkiem L- Proliny, dla ktérego istotnym czynnikiem decydujacym o
redukcji stopnia zmian aktywnosci, byla warto$¢ temperatury inkubacji 45°C, ktéra wydaje
si¢ by¢ wartoscig graniczna. Efekt modulujacego oddzialywania L-proliny na stan
erytrocytow zostal tez odnotowany w poziomie glutationu, ktérego obnizony poziom
spowodowany temperatura, wzrastal po istotnym zwigkszeniu ekspozycji erytrocytow na L-
proling.

Biorge pod uwage znaczenie problemow zwigzane ze stresem cieplnym u zwierzat
hodowlanych nalezy uzna¢ podjete przez Doktorantke badania za wazne, a uzyskane wyniki
weryfikujgce wplyw L-proliny na efekty stresu termicznego jako cenne z punktu widzenia

poznawczego, jak i aplikacyjnego.



Uwagi i sugestie korekt

Niemniej jednak w analizie i opisie badan s3 pewne elementy, ktére wymagaja korekty

badz dodatkowego wyjasnienia:

i

Doprecyzowania wymaga w jakim zakresie stres cieplny wplywatl na aktywnosé bialek a
w jakim na ich stezenie. Czy mierzona zmiana aktywnos$ci nie jest pochodna zmiany
stezenia?

W odniesieniu do zmian poziomu glutationu rodzi si¢ pytanie, w jakim stopniu sa one
zwigzane z wystgpieniem stresu oksydacyjnego?

Wskazanym byloby szersze oméwienie co wg Doktorantki jaki jest mechanizm zmiany
aktywnosci kaspazy spowodowanej dodatkiem L-Proliny ?

Dla lepszego wyjasnienia zachodzacych procesow staratbym si¢ odpowiedzieé na pytanie,
w jakim zakresie dodatek L- proliny wplywajac na redukcje stresu oksydacyjnego moze
wplywaé na poziom glutationu?

Stwierdzenie, ze skorupiaki slodkowodne narazone na stres cieplny wykazuja zmiany
behawioru plywania, jest zbyt szerokie poniewaz badania dotyczyly tylko jednego
gatunku Daphnia magna.

W prezentacji wynikéw pojawiajg si¢ pewne trudnosci interpretacyjne w identyfikacji
roznic statystycznych wskazanych na rycinach, w szczegolnosci w odniesieniu wptywu L-
proliny i stresu cieplnego. Nalezatoby doprecyzowaé, ze rdznice istotne dotycza
poréwnania grup doswiadczalnych z grupg kontrolna.

Cennym uzupelnieniem bylyby tez analizy ekspresji genoéw, ktére moglyby szerzej
wyjasni¢ zagadnienia zwigzane z wplywem stresu cieplnego na poziomie molekularnym
zarowno u Daphni jak w erytrocytach ptakow. Czy Doktorantka podejmowata takie proby,
czy tez sa w planach dalszych badan?

Wymienione powyzej uwagi nie umniejszajg wysokiej wartosci rozprawy i

prezentowanych w niej wynikéw. Niniejsza rozprawe oceniam pozytywnie, zaréwno od

strony formalnej ale przede wszystkim merytorycznej.

Podsumowanie

Podsumowujgc recenzjg¢ stwierdzam, ze niniejsza praca doktorska spelnia wymogi

okreslone w art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i

tytule w zakresie sztuki, i moze by¢ podstawa do nadania stopnia naukowego doktora w

dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo, w postepowaniu

prowadzonym na podstawie Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule




naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.z2017 r. poz. 1789 ze zm.), w
zwigzku z art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. — przepisy wprowadzajace Ustawe
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm. w Dz. U. z 22
marca 2019 r. poz. 534) i wnosz¢ o dopuszczenie mgr Aleksandry Szabe.;!ak do dalszych
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etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr»hﬂ‘[fi?lﬁj_ysﬁighchala



