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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Buczynskiej pt. ,,Test hipotezy o
ograniczeniach w rozpraszaniu ciepta u myszy laboratoryjnych o réznym

tempie metabolizmu”

Rozprawa doktorska mgr Sylwii Buczyriskiej jest bardzo ciekawym opracowaniem
testujgcym zatozenia hipotezy o ograniczeniach w rozpraszaniu ciepta (HDL). Autorka
postawita sobie ambitny cel zbadania czy wystepujg kompromisy miedzy opiekg
rodzicielskg a odpowiedzig immunologiczng u myszy laboratoryjnych nalezacych do
dwaéch linii selekeyjnych réznigcych sie tempem metabolizmu podstawowego (BMR) i
poddanych podczas okresu laktacji temperaturze 30°C. Sprawdzata przy tym
przewidywania trzech hipotez. Pierwsza z nich zaktadata, Zze samice odpowiedzg na
ograniczenia w rozpraszaniu ciepta dajgc pierwszenstwo budowaniu reakcji
immunologicznej, mierzonej poziomem przeciwciat IgM wytworzonych w odpowiedzi
na podanie antygenu KLH, a stanie sig¢ to kosztem redukcji wysitku rodzicielskiego
oraz, ze redukcja wysitku rodzicielskiego bedzie rézna dla myszy z réznych linii
selekcyjnych. Druga hipoteza zaktadata, ze odpowiedzig na ograniczenia w
rozpraszaniu ciepta bedzie u laktujgcych samic ostabienie reakcji odpornosciowej w
sposdb zalezny od linii selekcyjnej. Natomiast trzecia hipoteza badawcza zakfadata,
ze samice z linii selekcyjnej charakteryzujgce sie wysokim tempem metabolizmu
podstawowego ograniczg swdj wysitek reprodukcyjny i nasilenie  reakc]i
odpornosciowej bardziej niz myszy z linii o niskim BMR.

Aby zweryfikowa¢ prawdziwo$¢ tych hipotez Doktorantka przeprowadzita trzy
eksperymenty, w ktérych kolejno sprawdzata: (1) jak w przypadku laktujgcych samic z
linii 0 wysokim (H-BMR) i niskim (L-BMR) BMR pozbawienie ich siersci (okoto 75 %
sieréci w 6 i 9 dniu laktacji), utatwiajgce rozpraszanie ciepta, wptynie na konsumpgje i
strawnosé pokarmu, temperature ciata i mase samic oraz wielko$¢ miotu w 2 réznych

temperaturach (23 i 30°C). W szczytowym punkcie laktacji badata takze ilosc
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asymilowanej przez matki energii (MEI), ich dzienne wydatki energetyczne (DEE) oraz
ilos¢ energii zawartej w mleku (MEO). W 14 dniu po porodzie zwierzeta byly
usmiercane a ich narzady wewnetrzne postuzyty do badan morfometrycznych, (2) jak
w przypadku laktujgcych niegolonych samic z linii H-BMR i L-BMR, przetrzymywanych
w temperaturze 23 lub 30°C, pobudzenie reakcji odpornosciowej poprzez podanie KLH
wplynie na wymienione powyzej parametry oraz na poziom przeciwciat IgM anty-KLH,
(3) jak na wymienione powyzej parametry wptynie podanie KLH i pozbawienie siersci
laktujgcych samic z linii H-BMR i L-BMR, przetrzymywanych w temperaturze 23 [ub
30°0.

W tym miejscu chciatabym podkreslic, ze wykonanie tych eksperymentéw i analiza
wszystkich danych byty na pewno niezwykle czasochtonne i wymagata od Doktorantki
ogromnego haktadu pracy.

W przypadku eksperymentu 1 za szczegolnie ciekawg uwazam obserwacije, ze w 23°C
przyrost masy miotow byt wiekszy u pozbawionych siersci matek z linii H-BMR, co
prawdopodobnie zwigzane jest z faktem ograniczenia wysitku rodzicielskiego myszy z
linii H-BMR w temperaturze 30°C. Co ciekawe w tej temperaturze szybciej przyrastaty
mioty matek z linii L-BMR, a nie mioty matek pozbawionych siersci z linii H-BMR.

Z racji mojej specjalnosci naukowej moje szczegdlne zainteresowanie wzbudzity
eksperymenty 2 i 3, w ktérych myszy mialy zostaé obcigzone dodatkowo
koniecznoscig budowania odpowiedzi immunologicznej na obcy antygen a nasilenie
tej odpowiedzi badano poprzez pomiar w surowicy poziomu przeciwciat anty-KLH oraz
zmiane wielkosci narzadow limfatycznych. W tym miejscu chciatabym prosic
Doktorantke o wyjasnienie dlaczego akurat ten antygen zostat wybrany do pobudzenia
odpowiedzi humoralnej myszy. Pytam o to w kontek$cie wynikéw zamieszczonych na
rycinach 22 i 36, z ktorych wynika, ze po immunizacji nie doszto u myszy do
zwiekszenia poziomu przeciwciat IgM anty-KLH. Immunizacja nie wptyneta takze
znaczgco na zmiane rozmiarow $ledziony. A jedynym obserwowanym jej efektem byto
zwiekszenie masy pachwinowych wezidéw chtonnych u samic z linii H-BMR. Czy zatem
immunizacja byla skuteczna? Dlaczego antygen podawano podskoérnie a nie
dootrzewnowo? Jaki jest poglad Doktorantki na temat wysokiego miana przeciwciat
anty-KLH u myszy, ktérym podano jedynie sél fizjologiczng? Czy wiadomo co$ na
temat poziomu w surowicy myszy neutralizujgcych przeciwciat (NAb) IgM wigzgcych
KLH?



Podczas publicznej obrony chetnie przedyskutuje z Doktorantkg zagadnienie wptywu,
obecnych w wysokim stezeniu u laktujacych samic, hormonéw na odpowiedz
humoralng.

Zastanawiam sig czy do zweryfikowania badanych hipotez nie bytoby lepsze wybranie
protokotu eksperymentalnego, w ktérym KLH podaje sie samicom dootrzewnowo
dwukrotnie (przed i po porodzie) i w ktérym bada si¢ wtérng odpowiedz humoralng
mierzong poziomem przeciwciat anty-KLH klasy IgG. Datoby to takze mozliwosé
dodatkowego sprawdzenia obecnosci przeciwciat anty-KLH w mleku laktujacych
samic, co prawdopodobnie moze mie¢ wptyw na jakosé/wielko$é miotu.

Przy obecnym uktadzie eksperymentalnym nie do konca jestem przekonana, ze myszy
rzeczywiscie odpowiedziaty na podany antygen a zatem czy byt to optymalny model
do testowania hipotez 2 i 3.

Zastanawia mnie takze réznica pomigdzy wynikami eksperymentéw 1 i 2 w przyroscie
masy miotu kontrolnych myszy H-BMR i L-BMR przetrzymywanych w temperaturze
30°C. W 1 eksperymencie, jak juz wczesniej wspomniatam, zaobserwowano wyrazne
réznice w przyroscie masy miotu pomiedzy niegolonymi samicami L-BMR i H-BMR. W
przypadku tej pierwszej linii selekcyjnej mioty przyrastaly lepiej niz mioty myszy z linii
H-BMR (rycina 10). W eksperymencie 2 (rycina 21) juz takiej prawidtowosci nie
zaobserwowano. W tym przypadku przyrost masy miotéw od myszy L-BMR i H-BMR
w temperaturze 30°C nie roznit sie¢ znaczgco. Czy mozliwe, ze byto to spowodowane
stresem zwierzat wynikajgcym z podania soli fizjologicznej (bo chyba tylko taka byta
réznica pomigdzy kontrolnymi zwierzetami w eksperymencie 1 i 2). Czy w surowicy
badanych myszy mierzono poziom kortykosteronu? Pomiar poziomu tego hormonu
stresu wydaje sig¢ tez zasadny w kontekscie wystawienia zwierzgt na dzialanie
temperatury 30°C, co zapewne byto dla zwierzat stresem. Oznaczenie u nich poziomu
kortykosteronu, ale takze estrogendw i prolaktyny, mogtoby rzucié dodatkowe $wiatto
na fizjologiczne mechanizmy regulujgce badane kompromisy.

Na stronie 79 Autorka pisze, ze ,Powiekszona masa $ledziony u matek z linii H-BMR
w 23°C moze swiadczy¢é o duzym zageszczeniu komorek immunokompetentnych,
niezbednych do budowania odpornosci”. Nalezy jednak pamietaé, ze w obrebie
§ledziony oprdcz miazgi biatej, zawierajgcej leukocyty, istnieje tez miazga czerwona

odpowiedzialna za magazynowanie krwi i wytapywanie starych erytrocytéw.



Catosé pracy liczy 144 strony i opatrzona jest bogatym spisem pismiennictwa, z
ktorego wiekszos$¢ stanowig prace z ostatnich lat. Praca sktada sig ze ciekawego i
zwiezZle napisanego wstepu, opisanych na 2 stronach celi pracy i hipotez badawczych.
Nastepnie w 3 obszernych rozdziatach znajdujemy krétkie wprowadzenie, opis
metodyki, wyniki oraz dyskusje kolejnych eksperymentéw. Pozwala to czytelnikowi
tatwiej przebrngé przez skomplikowang materie. Wolatabym jednak gdyby tabele i
ryciny byly umieszczone bezposrednio pod opisujgcym je tekstem a nie w odrgbnej
czesci kazdego rozdziatu.

Pod wzgledem edytorskim praca jest nieomal bez zarzutu. Znalaztam jedynie kilka
literowek/btedow stylistycznych oraz drobne btedy w rycinie 30B.

Z obowigzku recenzenta chcialam jednak zapyta¢, co Doktorantka rozumie pod
pojeciem ,stresu obronnego” (strona 21)?

W opisie metodyki pomiaru stezenia przeciwciat (strona 66) warto dodac, ze dotki

ptytek titracyjnych, w ktérych umieszczano badane probki, byty optaszczone.

Whioski koncowe

Rozprawe doktorskg Pani magister Sylwii Buczynskiej przeczytatam z duzym
zainteresowaniem i oceniam wysoko, a moje krytyczne uwagi w niczym nie obnizajg
jej dobrej oceny. W zwigzku z tym stwierdzam, ze rozprawa ta spetnia warunki
okreslone w artykule 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20.07.
2018 r. z pozniejszymi zmianami. Zwracam sie zatem z wnioskiem do Rady Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu w Biatymstoku o przyjecie rozprawy i dopuszczenie

Pani magister Sylwii Buczynskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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