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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Stanistawa Burego pt.
‘Energy expenditure, oxidative stress and DNA damage in response to seasonality of
thermal environment in natricine snakes’
przygotowanej pod kierunkiem prof. dr hab. Mariusza Cichonia i dr Edyty Sadowskiej w
Instytucie Nauk o Srodowisku Uniwersytetu Jagiellofiskiego

Tematem rozprawy doktorskiej mgr Stanistawa Burego sa zagadnienia z pogranicza ekologii
fizjologicznej i ewolucyjnej. Mozna powiedzie¢ ze gtdwnym problemem badawczym jest tu
fizjologiczne i molekularne podtoze zmiennosci cech historii zycia, czyli bardzo wazne — i wcigz
niewystarczajaco poznane zagadnienie. Praca dotyka tematow pozornie dos¢ odleghych od siebie
jak wielkos¢ erytrocytdw i stres oksydacyjny, jednak wszystkie wigza si¢ ze zmiennoscia tempa
metabolizmu u ektoterméw (zardwno zmiennoscia migdzyosobnicza, jak i powodowana
zmianami temperatury otoczenia). Zostato to dobrze podkreslone przez doktoranta w ‘General
introduction’. 7, drugiej strony, wymyslenie jednego tytulu ktdry trafnie streszczalby wszystkie
problemy poruszane w rozprawie na pewno nie byto tatwym zadaniem. Mam kilka uwag do
obecnego tytutu: pomija on zagadnienia omawiane w pierwszym artykule (‘energy expenditure’
to jednak nie rozmiary erytrocytow); by¢ moze za bardzo podkresla sezonowos¢ (nie wiadomo na
ile badania w ogdle dotyczg sezonowosci, patrz uwagi nizej); okreslenie obiektu badan jako
‘natricine snakes’ sugeruje raczej porownanie roznych gatunkdw zaskroncowatych. Przyznaje
jednak ze nie wiem czy potrafitbym zaproponowac lepszy tytut — z zachowaniem jego rozsadnej
diugosci.

Rozprawa sktada si¢ z trzech artykutéw, opublikowanych w recenzowanych czasopismach
naukowych, z dodatkiem przygotowanych przez doktoranta krétkiego wprowadzenia oraz
koncowej dyskusji. W streszczeniu rozprawy trudno zrozumie¢ wnioski wynikajace z artykutu
numer 3. Autor uzywa tu chyba zbyt duzych skrétéw myslowych i nie zrozumiatem tej czgsci
streszczenia dopoki nie przeczytatem samego artykuhu. W calej rozprawie — moze gdzies na
poczatku? — bardzo brakuje mi krétkiego opisu badanego gatunku, przede wszystkim



uzasadnienia wybranych temperatur w artykutach 113 (18 °C i 32 °C). W opisie metod w
pierwszym artykule mozna przeczytac: ‘Both temperatures lie within the thermal activity range
for grass snake (Eckstein 1993) which is considered the range of temperatures that snakes
choose in nature and can perform normally’. Stowo ‘choose’ sugeruje ze zaskronce aktywnie
wybierajg miejsca o takiej temperaturze, a jest to dziwne w przypadku ektoterma i dwoch
temperatur réznigeych sig az o 14 °C (i rzeczywiscie ostatni artykut powtarza t¢ informacjg ale
dodaje ze zaskronce preferujg temperatury 24-27 °C). By¢ moze chodzi tu o to jak nalezy
rozumieé stowo ‘choose’, ale caty problem jest bardzo wazny dla interpretacji wynikow
opisanych eksperymentow, a niestety cytowana praca Ecksteina jest w jezyku niemieckim co
ogranicza mozliwos¢ samodzielnego poszukania tych materiatow. Najwazniejsze jest jednak to
ze nigdzie nie jest wyjasnione jak wybor tych dwoch temperatur ma si¢ do ‘sezonowosci’ ktdra
zostala podkreslona juz w tytule rozprawy, a ktéra kojarzy si¢ raczej ze zmiennoscia temperatury
otoczenia w ciggu roku niz z zakresem tolerowanych temperatur otoczenia.

Ponizej bede pisal w liczbie mnogiej o ‘autorach’ poszczegdlnych prac, ale juz tutaj zaznaczam
ze pomyst badan, a przede wszystkim interpretacja wynikow byly przede wszystkim dzietem
doktoranta.

Przez cala rozprawe przewija si¢ réznica we wplywie temperatury otoczenia na tempo
metabolizmu u endotermdw i ektotermow — kiedy temperatura otoczenia spada, tempo
metabolizmu rosnie w pierwszej grupie i maleje w drugiej. Poniewaz tempo metabolizmu zalezy
od ilosci tlenu dostarczanego do tkanek, mozna spodziewaé si¢ podobnych réznic we wplywie
temperatury otoczenia na zdolnos¢ krwi do przenoszenia tlenu. Tak jest w przypadku ssakéw i
ryb, natomiast dostepne (nieliczne) dane sugerujg ze u zauropsydow sytuacja jest doktadnie
odwrotna: wartosci parametrow opisujgcych zdolnosé krwi do przenoszenia tlenu malejg w
zimnie u endotermdw i rosng u ektotermow. Ten nieoczekiwany wniosek jest jednak oparty na
dostownie pojedynczych obserwacjach, i celem pierwszego artykutu bylo doktadne zbadanie
wplywu temperatury otoczenia na parametry zwigzane ze zdolno$cig krwi do transportu tlenu u
ektotermicznego zauropsyda - zaskronca. Weze aklimowane do 32 °C miaty nizszy hematokryt
niz aklimowane do 18 °C, a takze mniej hemoglobiny oraz mniej erytrocytéw o mniejszych
rozmiarach. Ta ostatnia obserwacja jest najwazniejszym, nowym odkryciem dla nauki - wediug
autoréw mniejsza ilo$é hemoglobiny w wyzszej temperaturze otoczenia jest rekompensowana
przez mniejsze rozmiary erytrocytow co z jednej strony ulatwia dyfuzje tlenu, a z drugiej
zmniejsza lepkos¢ krwi co jest szczegdlnie wazne gdyz wysoka temperatura zwigksza tempo
krazenia krwi. Kiedy temperatura otoczenia spada, zmniejsza si¢ takze intensywno$¢ krazenia
krwi co wymaga wigkszej liczby erytrocytow aby dostarczy¢ tlen do komorek. Z kolei wigksze
rozmiary erytrocytow nie stanowia duzego problemu w nizszej temperaturze i mogg by¢
optacalne choéby z powodu nizszych kosztéw energetycznych (‘lower self-maintenance’).
Wydaje sie wigc ze zauropsydy paradoksalnie obnizajg parametry zwigzane ze zdolnoscig
przenoszenia tlenu przez krew w sytuacji wzrostu zapotrzebowania na tlen — ektotermy (weze) w



wysokiej, endotermy (ptaki) w niskiej temperaturze otoczenia. Autorzy sugeruja ze jest to
spowodowane posiadaniem jadrzastych erytrocytoéw, ktore nie dopasowuja si¢ dobrze do
wielkosci naczyn kapilarnych przy wyzszym tempie krazenia krwi. To ‘dopasowanie’ wielkosci
erytrocytow do tempa krazenia krwi jest ciekawg obserwacja ktora jest wazna dla poznania
mozliwych przyczyn powstania erytrocytéw bez jader u ssakdw.

Mogg napisac ze jest to méj ulubiony artykul z catej rozprawy. Pokazuje on ze nawet bardzo
prosty eksperyment, z niewielka proba i stosunkowo prostymi metodami moze przynies¢ ciekawe
i wazne wyniki. Jedyng mojg uwaga moze by¢ bardzo dtugi czas aklimacji — az 6 miesiecy. Z
jednej strony moze to by¢ konieczne u ektotermow z tak szczegdlng fizjologia zerowania (bardzo
rzadkie positki), gdyz sama czestotliwos¢ pobierania pokarmu moze mie¢ istotny wplyw na
zmiany parametrow fizjologicznych (co zauwazono w artykule 3). Z drugiej strony oznacza to ze
wilasciwe badania wypadty w zimie, kiedy zaskronce hibernujg. Czy weze te nie majg jakiego$
‘zegara wewngtrznego’ ktory mogt wplyngé na uzyskane wyniki?

Kolejne dwa artykuty dotyczg zwigzku miedzy poziomem metabolizmu i stresem oksydacyjnym
(dalej OS). W drugim artykule autorzy zbadali zwiazek migdzy poziomem metabolizmu
standardowego SMR u zaskroncow aklimowanych do 26 °C i szeregiem parametrow krwi
zwigzanych ze stresem oksydacyjnym. Indeks poziomu wtasciwosci antyoksydacyjnych osocza
krwi (OXY) nie zmieniat si¢ wraz z poziomem SMR. Wedtug autordw jest to powdd
jednoczesnej pozytywnej korelacji migdzy SMR a poziomem uszkodzen powodowanych OS
(indeks dROM), gdyz prawdopodobny wzrost produkcji wolnych rodnikdw nie byt rownowazony
zmianami zdolnosci do ich neutralizacji. Z kolei poziom uszkodzen DNA w erytrocytach nie
zmieniat si¢ wraz ze wzrostem poziomu SMR pomimo spadku poziomu wlasciwosci
antyoksydacyjnych erytrocytow. Wedlug autordw jest to spowodowane wigkszym tempem
wymiany erytrocytéw (istotna korelacja z SMR), co powoduje usuwanie uszkodzonego DNA.

Interpretacja wynikéw badan zwigzanych ze stresem oksydacyjnym jest nietatwa gdyz jego
poziom zalezy od szeregu czynnikow, a ich jednoczesne zbadanie jest praktycznie niemozliwe
dla ekologdow ewolucyjnych. Autorzy dobrze wybrneli z tego zadania. Gtéwnym wnioskiem
artykutu jest to ze zamiast mechanizmow ktore maja neutralizowa¢ wolne rodniki wazniejsze
mogg by¢ mechanizmy naprawcze (‘repair and removal’) zwigzane np. z szybszg wymiang
‘uszkodzonych’ komorek. Troche dziwne jest ze autorzy nie zastanowili si¢ nad pytaniem czy
szybsza wymiana komorek jest energetycznie tansza niz mechanizmy antyoksydacyjne. Z drugiej
strony, autorzy zauwazajg stusznie ze gtowng zaletg usuwania uszkodzen moze byé jego wyzsza
skuteczno$¢ niz neutralizacja wolnych rodnikow .



Mam kilka uwag do tego artykutu. Poréwnanie wynikéw analiz pokazanych na rysunkach lai lc
(SMR nie wplywa na obrong bo P=0.081 ale wplywa na uszkodzenia bo P=0.024) przywodzi na
mys$l obecne dyskusje o ‘tyranii wartosci P” w interpretacji wynikow eksperymentow (choé
osobiscie bronig tej tyranii). Trzeba jednak przyzna¢ ze jesli poziom uszkodzen rosnie POMIMO
jednoczesnego prawie-wzrostu poziomu obrony to taki wynik tylko jeszcze mocniej podkresla
pozytywny zwigzek migdzy SMR a poziomem uszkodzen. Autorzy pisza ‘No study to date has
assessed maintenance metabolism (standard metabolic rate [SMR]) in relationship to damage
and defense against damage accumulation’. Domyslam si¢ chodzi tu takze o ‘metaboliczne
koszty utrzymania’ u endoterméw (powyzej cytowane sg badania na ssakach i ptakach), a prace o
OS zostaty juz opublikowane dla myszy selekcjonowanych na wysoki i niski poziom BMR...
Autorzy zaznaczajg takze na poczatku opisu metod Ze do eksperymentu zostaty wybrane tylko te
samice ktore w danym roku nie przystgpity do rozrodu. Czy nie oznacza to ze badane zwierzgta
to przede wszystkim nielosowa préba samic bedacych w gorszej kondycji? (samice stanowia
prawie 2/3 badanych zwierzat). Az si¢ prosi o poszerzenie eksperymentu o kolejny czynnik:
samice po rozrodzie i bez rozrodu!

Ostatni artykut dotyczy pordwnania parametrow zwigzanych ze stresem oksydacyjnym u
zaskroncow aklimowanych do 18 °C and 32 °C (te same osobniki ktore zostaly juz opisane w
artykule 1). Zwierzeta aklimowane do 32 °C miaty 7 krotnie wigkszy poziom SMR, miaty one
jednak nizszy poziom uszkodzen powodowanych przez OS, pomimo tego samego poziomu
wilasciwosei antyoksydacyjnych osocza krwi. Autorzy podaja kilka mozliwych wyjasnien tak
dziwnego wyniku, z czego jedna to wigkszy poziom napraw uszkodzen (analogicznie do sytuacji
znalezionej w poprzednim artykule). Ciekawa konkluzjg jest to ze jesli nizsza temperatura
powoduje wzrost OS, to moze to by¢ jedna z przyczyn negatywnego wplywu nizszej temperatury
otoczenia na dostosowanie ektotermdéw (bo jednoczesnie powoduje ona nizszy poziom
metabolizmu i wyzszy poziom OS). Weze w 32 °C mialy wigksza konsumpcj¢ pokarmu, co z
jednej strony mogto powodowac wzrost poziomu OS (jak zauwazajg autorzy), jednak z drugiej
strony moglo zapewni¢ wieksze inwestycje w mechanizmy zmniejszajace poziom OS (inne niz to
co mierzy indeks OXY). Dlatego nie wiem czy mozna jednoznacznie napisac ze ‘high SMR may
allow snakes to better cope with oxidative stress’ gdyz nie mozna stwierdzi¢ jednoznacznie czy
powodem byt ‘high SMR’ czy ‘high food intake’ (nawet jesli wynika on z wyzszego SMR to
Jednak nie jest to ten sam czynnik).

Ostatni rozdziat rozprawy to ‘General discussion’. Wydaje mi sie ze celem doktoranta byto tutaj
nie tylko podsumowanie uzyskanych wynikdw, ale takze proba znalezienia ich implikacji dla
nauki, innych niz te omowione juz w samych artykutach. Mam jednak wrazenie ze wszystkie
oczywiste i dajace si¢ dobrze uzasadni¢ wnioski jakie mozna wyciggna¢ z uzyskanych wynikéw
znalazty si¢ juz w dyskusjach opublikowanych artykutéw. Na pewno takie og6lne podsumowanie
nie jest tatwe w przypadku cechy tak plastycznej i zaleznej od tak wielu czynnikdw jak stres



oksydacyjny. Na poczatku uderzyt mnie kontrast migdzy podsumowaniem jednej z cz¢sci
dyskusji: ‘the oxidative stress may not necessarily be involved in a history trade-offs, at least in
ectotherm’, 1 ostatnimi stowami artykutu 3: ‘Our study suggests oxidative stress is an additional
negative effect of low temperatures for ectotherm life histories’. Chodzi tu zapewne o to ze
zmiany tempa metabolizmu i temperatury otoczenia moga miec¢ inny wptyw na uszkodzenia
DNA niz majg na inne zwigzki. Troche trudniej jest mi zrozumie¢ stwierdzenie ‘high
temperature seems to override the positive impact of high metabolic rate on the oxidative damage
load and results in lower amounts of damage’ — nie wiem czy nie jest to zbyt duzy skrot
myslowy. Nie jestem do konca przekonany teorig ze endotermia u ssakow powstata jako sposob
na obnizenie OS powodowanego niskg temperaturg otoczenia z jednoczesnym zastosowaniem
biatek rozprzggajacych UCP w celu uniknigcia kosztéw zwiekszonego OS spowodowanego
wyzszym tempem metabolizmu niezbednym dla endotermii (trochg skomplikowane ale mam
nadzieje ze dobrze zrozumiatem). Zaproponowanie bardziej doktadnego scenariusza zmian stresu
oksydacyjnego podczas ewolucji endotermii bytoby zdecydowanie bardziej przekonujgce niz
obecne proste stwierdzenie. Nie wiem tez czy nie nalezalo sig tu raczej zastanowi¢ nad
znaczeniem uzyskanych wynikéw dla powstaniu endotermii u ptakow (blizszych krewnych
zaskronca), nie u ssakow. Ostatni rozdzial dotyczy zmian klimatycznych. Doktorant w swojej
rozprawie opisal plastycznos¢ fizjologii zaskroncéw w odpowiedzi na zmiany temperatury
otoczenia, ale nie rozumiem jak to sie¢ wigze z problemem ‘global warming’ — byto juz wiadomo
ze zaskronce dajg sobie rad¢ w obu temperaturach, teraz wiemy tez jakie mechanizmy
fizjologiczne sa za to odpowiedzialne. Szczegdlnie w tym momencie brakuje mi jednak
informacji o ekologii badanego gatunku w naturze, srednich temperaturach w areale jego
wystepowania w roznych porach roku itp. Mdwigc inaczej — samo zbadanie reakcji zwierzat w
dwoch réznych temperaturach nie wiaze si¢ w jasny sposob ani z ‘sezonowoscig’ z tytutu
rozprawy, ani z globalnym ociepleniem. Lepsze bytoby moze nawet poréwnanie w jednym
eksperymencie reakcji zaskroncow na temperatury tolerowane (18 °C i 32 °C) z parametrami
fizjologicznymi w temperaturze preferowanej (ok. 26 °C). Niestety, zaden z eksperymentow nie
obejmowatl wszystkich tych trzech temperature jednoczesnie. To ze ektotermy zwigkszaja
konsumpcje pokarmu w wyzszej temperaturze otoczenia jest tak oczywistym wynikiem Zze nie
umieszczatbym tego w ogole w podsumowaniu. Znowu najbardziej podoba mi si¢ dyskusja
dotyczgca znaczenia wielkosci erytrocytow. Cheg tylko dodaé ze wyniki pierwszego artykutu
moglyby by¢ punktem wyijscia do dyskusji jak opisana zmienno$¢ parametrow zwigzanych z
transportem tlenu ma si¢ do zatozen ‘metabolic theory of ecology’.

Pomimo kilku krytycznych uwag o ostatnim rozdziale ogdlna ocena rozprawy jest na pewno
pozytywna. O jej jakosci zresztg najlepiej $wiadczy fakt Ze zostata ona juz podobnie oceniona
przez recenzentow trzech opublikowanych artykutéow. Oswiadczenia wspotautoréw wskazujg ze
doktorant mial najwiekszy wktad w przygotowanie kazdego z nich, a takze sam zdobyt srodki
finansowe na przeprowadzenie badan. Uzyskane wyniki moga by¢ dobrze cytowane, w
szczegolnoscei te dotyczace wpltywu temperatury otoczenia na zmiany wielkosci erytrocytow oraz



potencjalnie duzej roli usuwania skutkow OS (nawet poprzez szybsza wymiang komorek)
zamiast inwestycji w zwalczanie wolnych rodnikéw. Warto zauwazyc¢ ze wigkszos¢ cytowanej
literatury to pozycje z ostatniej dekady, co pokazuje ze rozprawa dotyczy aktualnych problemow
badawczych (a jednoczesnie okazato sie ze pewien wazny problem nie byt badany od 1975 roku).
Trzeba wreszcie wspomnieé ze trzy prace jakie wchodzg w zakres rozprawy nie sa jedynymi

publikacjami doktoranta.

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w artykule 13 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 z pdzniejszymi
zmianami) i zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne UJ o dopuszczenie Pana mgr
Stanistawa Burego do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage ze wszystkie
prace wchodzace z zakres rozprawy zostaly juz opublikowane, wnioskuje takze o wyrdznienie
recenzowanej pracy.
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