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Recenzja pracy doktorskiej mgr Joanny Szymanowicz
pt. ” The impact of nanowater on sperm surival and its biological potential after
cryopreservation process” przygotowanej pod kierunkiem
dr hab. Macieja Murawskiego (promotor) i
dr inz. Tomasza Szwarza (promotor pomocniczy)
Uwagi ogolne

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Joanny Szymanowicz napisana jest
w jezyku angielskim i ma typowy uktad monografii naukowej. Praca poswigcona jest analizie
szerokiego spektrum parametrow jako$ciowych plemnikow tryka owcy domowej (Ovis aries)
poddawanych standardowej procedurze mrozenia w obecno$ci tzw nanowody (NW), ktora
uzyskuje si¢ po poddaniu wody dziataniu zimnej, niskoci$nieniowej plazmy w reaktorze
proézniowym.

Autorka wyznaczyta 3 cele doswiadczalne:

1) ocena wplywu NW na parametry jakosciowe plemnikéw (w tym cechy
morfometryczne gtowki oraz wyniki rozrodu) poddanych mrozeniu w standardowym
rozrzedzalniku (Trilladyl) oraz ocena wielko$ci powstajacych krysztatow wody (SEM);

2) ocena czynnika rasowego dawcy plemnikéw (4 rasy) oraz czasu deklasteryzacji
(declusterization) wody w réznym przedziatach czasowych (od 15 do 90 minut) w procesie
mrozenia plemnikow (spektrum parametrow jakosciowych)

3) identyfikacja optymalnej kombinacji dwoch czynnikow - czasu deklasteryzacji oraz
udziatu glicerolu - w zmodyfikowanym rozrzedzalniku wg Kareta do zastosowania w
procedurze mrozenia nasienia tryka.

Uwazam, ze zakres wykonanych doswiadczen (liczba zwierzat: 16 samcow, 128
samic) i wykorzystanych procedur laboratoryjnych sa bardzo bogate: podstawowe procedury
oceny jakosci plemnikow — ruch postepowy, % wad morfologicznych; mikroskopia
skaningowa SEM - wielko$¢ krysztalow wody; wspomagana komputerowo analiza
plemnikéw CASA — ruchliwos$¢; cytometria przeptywowa - % plemnikow apoptotycznych 1
martwych; analiza biochemiczna test UV - poziom enzyméw akrosomu - ALP, ALT, AspAT.
Imponujaca jest takze liczba grup plemnikow w dos§wiadczeniach: np. do§wiadczenie nr 2 —
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21 grup (4 rasy/linie owiec x 5 czasow deklasteryzacji + grupa kontrolna); doswiadczenie nr 3
- 5 grup (1 rasa x 2 czasy deklasteryzacji x 2 stgzenia glicerolu + grupa kontrolna). Nalezy
podkresli¢, ze pozyskane ejakulaty byly dzielone na czg¢sci w liczbie odpowiadajacej liczbie
grup w doswiadczeniu. Dzigki temu uniknig¢to dodatkowej zmienno$ci wynikajacej z efektu
ejakulatu. Na podstawie przegladu baz literatury pragn¢ nadmienié, ze aktualny stan wiedzy
na temat interakcji nanowody z zywymi tkankami/komorkami jest bardzo skromny. Jedyna
dostepna publikacja autorstwa promotora niniejszej rozprawy dotyczy bardzo zblizonej
tematyki (Murawski i wsp 2015 The utility of nanowater for ram semen cryopresenation.
Experimental Biology and Medicine 240(5):611-617). Wyniki niniejszej pracy doktorskiej po
raz pierwszy dokumentuja w tak szerokim zakresie wplyw nanowody na procesy zachodzace
w plemnikach tryka owcy domowej poddawanych mrozeniu w kontek§cie mozliwosci jej
wykorzystania w standardowej procedurze. Za oryginalny wklad ocenianej rozprawy
uwazam kompleksowa analize jako$ci plemnikéw tryka w ukladzie doswiadczalnym
obejmujacym rézne czasy deklasteryzacji wody oraz stezenia glicerolu. Wykazano
jednoznaczny, pozytywny wplyw NW na jako$¢ plemnikow po rozmrozeniu oraz na
skuteczno$¢ rozrodu (% cigz).

Pragne zwrdcic¢ szczegdlna uwage na nastepujace osiagniecia niniejszej pracy:

1. Wykazanie pozytywnego wptywu stosowania nanowody podczas mrozenia na jako$¢
plemnikow tryka po rozmrozeniu i na efektywnosc¢ rozrodu.

2. Stwierdzenie istotnych roznic wielkos$ci pozakomodrkowych krysztatow powstajacych
podczas mrozenia w $rodowisku wody dejonizowanej ($rednia powierzchnia 0,33
um2) i nanowody (powierzchnia 0,94 um?2).

3. Wykazanie zwigzku czasu deklasteryzacji z aktywnoscig biologiczng nanowody
(najlepsze efekty dla 15 min i 30 min). Odkrycie to wymaga jednak dalszych badan w
celu wykazania stosownego mechanizmu.

Uwagi szczegolowe

Zdaje sobie sprawe, ze wyniki niniejszej pracy doktorskiej beda publikowane w
uznanych czasopismach, jednak jako Recenzent mam obowigzek oceni¢ przedstawiong do
recenzji monografi¢. Rozprawa doktorska mgr Joanny Szymanowicz napisana jest w jezyku
angielskim 1 ma typowy uktad monografii naukowej. Liczy 84 strony z podzialem na: spis
streSci, wykaz skrotow, wstep (1-14), cele pracy (15), materiat i metody (16-28), wyniki (29-
34), dyskusje (35-41), spis literatury (43-53) 85 pozycji oraz streszczenia w j. angielskim (54-
57) i j. polskim (58-61). Praca jest ilustrowana tabelami (21), wykresami (2) oraz rycinami
(3), w tym zdjeciami mikroskopowym (SEM Fig.1) oraz barwienia plemnikow (Fig.2).
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Wykaz uwag:

1. W rozdziale Wstgp brakuje w mojej opinii kilku waznych informacji:

e krotkiego podsumowania aktualnej wiedzy na temat oddziatywania nanowody na
zywe komorki/tkanki. Nalezalo koniecznie przedstawi¢ wyniki doswiadczenia
Murawski i wsp 2015 Experimental Biology and Medicine

e informacji na temat wyzszej jakosci plemnikéw tryka posiadajacych gtowke o
wydtuzonym (elongated) ksztalcie, tym bardziej, ze waznym elementem
doswiadczenia nr 1 byta morfometria gtowki

e danych na temat parametrow standardowego procesu deklasteryzacji wody,
szczegoOlnie czasu, skoro testowanie NW uzyskanej w rdéznych czasach bylo
podstawa doswiadczenia nr 2. Dane te s3 niezbedne do wlasciwego
przedyskutowania wynikoéw

e krotkiej charakterystyki jakosci plemnikéw 4 ras owiec wykorzystywanych w
doswiadczeniu uzasadniajgcej ich wybor

e informacji na temat czasu, w ktorym NW zachowuje wlasciwosci uzyskane
podczas deklasteryzacji. Jest to bardzo wazne skoro rézne czynniki (w tym ruch)
sprzyjaja odtwarzaniu wigzan wodorowych miedzy czasteczkami wody i jej
powrotu do formy zagregowanej. Nie mozna wykluczy¢, ze czas deklasteryzacji
(15,30,45,60 i 90 min) moze rowniez wplywaé na trwato$¢ stanu NW i wyniki
doswiadczenia (nNp. powstaja krysztaty 0 r6znej wielkosci)

e informacja na temat temperatury zamarzania NW na str. 14 powinna by¢
uzupehiona o stowo ,,minus”

2. W ocenianej rozprawie nie wyodrebniono hipotezy badawcze;.

3. Pomimo, ze rozdzial Materiat i Metody (M&M) jest bardzo szczegdtowy, sposob jego
prezentacji wymaga od czytelnika duzego skupienia 1 znajomo$ci uktadu
do$wiadczalnego. Mam nastepujace uwagi do tego rozdziatu:

e brakuje danych o liczbie przebadanych ejakulatow

e brakuje informacji o rasach trykow w doswiadczeniu nr 1. Mozna si¢ domysla¢, ze sa
to 4 rasy z doswiadczenia nr 2, ale nie mam pewnosci

4. Rozdzial Wyniki przedstawia wyniki poszczegélnych doswiadczen z uwzglgdnieniem
poszczego6lnych analiz/parametrow. Moje uwagi s3 nastepujace:

e Autorka stwierdza na str 31, “Finally, the incidence of proximal cytoplasmic droplet
in group NW30’ (0.2 + 0.09%) was greater compared with those in groups NW60’ and
NW90’ in which no proximal droplets were detected”. Poniewaz zdanie dotyczy
analizy plemnikéw po mrozeniu, a w kazdej grupie doswiadczalnej byty plemniki z


mailto:dorota.cieslak@up.poznan.pl

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Wydziat Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach

Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
http://merlin.up.poznan.pl/GENETYKA/

Prof. dr hab. Dorota Cieslak email dorota.cieslak@up.poznan.pl tel 61 846 6117

tego samego ejakulatu danego tryka, czy to oznacza, ze Autorka dopuszcza mozliwos$é,

aby zmiana ta (proksymalna kropla cytoplazmatyczna) mogta powstaé¢ podczas mrozenia?

Prosz¢ o wyjasnienie.

e Jak wytlumaczy¢ wyzszy udzial apoptotycznych plemnikow w grupie NW30" w
porownaniu do grup NW15" (krotszy czas deklasteryzacji) i NW60™ (dtuzszy czas)?

e Ocena ruchu postepowego plemnikéw w roznych czasach po rozmrozeniu przyniosta
w moim odczuciu niejednoznaczne wyniki (str 32). Jak wytlumaczy¢ tak duza
zmienno$¢ punktu czasowego, w ktorym odnotowano istotny spadek ruchliwosci w
zaleznosci od czasu deklasteryzacji?

e Na str 33 Autorka stwierdza, ze ,,only the significant differences between treatment
groups and their respective controls were indicated in this section of the thesis”.
Pragne nadmieni¢, ze w dyskusji naukowej pod uwage bierze si¢ jedynie zaleznosci
istotne statystycznie

e utrudnieniem podczas analizy wynikéw byl fakt umieszczenia tabel i zdj¢¢ na koncu
rozprawy

o fotografia SEM (Fig.1) przedstawiajaca pozakomorkowe krysztaly wody i
plemniki zostala opublikowana w publikacji Murawski i wsp 2015 The utility of
nanowater for ram semen cryopresenation. Experimental Biology and Medicine
240(5):611-617. Sposob jej prezentacji w ocenianej rozprawie stwarza wrazenie,
jakby stanowila oryginalna jej cze$é, co nie jest zgodne ze stanem faktycznym.
Prosze o wyjasnienie tej sytuacji

e W mojej opinii dokumentacja fotograficzna pracy jest bardzo skromna (2 fotografie).
Fotografie prezentujgce np. ré6zne wady morfologiczne plemnikow, sposéb pomiarow
glowki etc doskonale uzupeliatyby opisy. Szkoda, Zze Autorka nie wykonata
stosownych zdje¢ SEM prob plemnikéw mrozonych z uzyciem NW poddanej
deklasteryzacji w roznym czasie.

e Zamiast ,,genotyp” sugeruj¢ stosowac pojecie ,,rasa/linia” tryka

5. W rozdziale Dyskusja Autorka omawia najwazniejsze wyniki swojej pracy na tle
literatury z zakresu parametréw/cech plemnikéw oraz ich mrozenia, jednak niewiele
jest odniesien do znanych wiasciwosci fizycznych NW np. znacznie nizsza
temperatura zamrazania NW (-67°C w poréwnaniu z wodg), bardzo niska gestosc,
znacznie wyzsza rozpuszczalno$¢ substancji (30-40% wyzsza niz wody), zdolno$¢ do
rozpuszczania niepolarnych czasteczek np. lipidow. Chociaz w niniejszej pracy nie
stwierdzono wptywu badanych czynnikow na morfometri¢ glowki, zastanawia mnie
jednak znaczenie wydtuzonego ksztattu glowki plemnika tryka jako cechy o
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pozytywnym wplywie na wyniki rozrodcze tego gatunku. Bardzo ciekawy watek
dyskusji dotyczy wczesnej zamieralno$ci zarodkow, ktora byla znacznie nizsza w
grupie owiec inseminowanych nasieniem mrozonym w rozrzedzalniku z nanowoda w
porownaniu do grupy kontrolnej (woda). Wiadomo, ze podczas mrozenia dochodzi do
uszkodzen (pgknigc) nici DNA i obnizenia jego integralnosci. Ponadto wykazano, ze
plemniki cztowieka z uszkodzonym DNA mogg zachowaé zdolno$¢ zaptadniajaca,
jednak ma to zdecydowanie negatywny wpltyw na przezywalnos$¢ zarodkéw. Uwazam,
ze ten watek badawczy jest bardzo interesujacy i warty uwzglednienia w przysztych
badaniach NW.

6. W ocenianej rozprawie nie wyodrgbniono rozdziatu Wnioski. W tym rozdziale
Autorka moglaby si¢ pokusi¢ 0 przedstawienie optymalnego wariantu procedury
mrozenia plemnikéw (czas deklasteryzacji oraz % glicerolu) z uzasadnieniem wyboru
bazujacego na wynikach doswiadczenia.

7. Abstract przedstawia bardziej zestawienie niz podsumowanie wynikow (3,5 strony
tekstu). W pracy znalaztam np. merytoryczne uzasadnienie wyboru 2 czasow
deklasteryzacji (15 i 30 min) do doswiadczenia nr 3 (na str 37 omawiano nizszy
poziom enzymu ALP w plemnikach mrozonych z NW15" i 30%). Te informacje
powinny si¢ tez znalezé w abstrakcie. Brakuje tez jednoznacznego przestania dla
czytelnika, ktéry wariant jest najlepszy i dlaczego.

8. Streszczenie w j. polskim w przypadku tej pracy mogtoby by¢ znacznie obszerniejsze
niz Abstract, gdyz powinno przyblizy¢ czytelnikowi obcojezycznemu istote
przeprowadzonych doswiadczen, takze ich uktadu oraz wynikow i wnioskow.

W podsumowaniu pragng podkresli¢, ze przedstawiona praca doktorska mgr Joanny
Szymanowicz zawiera elementy w istotny sposob poszerzajace dotychczasowy stan wiedzy
na temat wpltywu nanowody na jako$¢ plemnikéw tryka owcy domowej 1 wyniki w
rozrodzie. Szerokie spektrum badanych parametréw, zaawansowane procedury badawcze
oraz uzyskane wyniki sprawiaja, ze powinny by¢ opublikowane w indeksowanym
czasopi$mie. Pragne zwrdci¢ uwage na konieczno$¢ zastosowania w przygotowywanym
manuskrypcie bardziej kompleksowej argumentacji i odniesienia si¢ do znanych wiasciwosci
fizycznych NW. Pomimo w/w krytycznych uwag, uwazam, ze przedstawiona do recenzji
praca prezentuje wartosciowe Wyniki i spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim, a
wskazane niedociggniecia bedg zweryfikowane w procesie publikacji.
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Bioragc powyzsze pod uwage stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska
spetnia warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz.595;
z 2005 r. Nr 164, poz. 1365; z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182 , poz. 1228; z 2011 r. Nr 84,
poz. 455) i wnioskuj¢ do Rady Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr Joanny Szymanowicz do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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