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Kontrola 1 monitorowanie rozrodu zwierzat jest warunkiem racjonalnej ich hodowli.
Wdrazanie technik wspomagania rozrodu przyspiesza postep hodowlany, ogranicza ryzyko
szerzenia si¢ chorob zakaznych, wad wrodzonych oraz daje sposobnos¢ reprodukcji zwierzat
o pozadanych cechach fenotypu, produkcyjnosci oraz innych walorach, przy réwnoczesnym
monitorowaniu genetycznym populacji oraz redukcji liczebnosci linii wsobnych. Praktyczne
zastosowanie zaawansowanych technik wspomagania rozrodu przydatne jest ponadto w
programach zwigkszania bioréznorodnosci genetycznej populacji i w ratowaniu ginacych
gatunkoéw zwierzat.

Jednym z podstawowych narzedzi biotechnicznych stosowanych od lat w rozrodzie
zwierzat jest sztuczna inseminacja. Sztuczna inseminacja nie moglaby zosta¢ wprowadzona
do praktyki hodowlanej i weterynaryjnej, gdyby nie doszlo réwnoczesnie do wdrozenia
technik konserwacji nasienia. Utrwalenie na dluzszy okres czasu zdolnosci zapladniajgcej
meskich gamet umozliwia bowiem ciaglo$¢ uzyskiwania i wykorzystywania w praktyce
dawek inseminacyjnych. Jedng z najczesciej stosowanych metod konserwacji nasienia jest
jego mrozenie w niskich temperaturach, zwykle w temperaturze cieklego azotu (-196°C).

Optymalizacja technik kriokoserwacji jest swoistym wyzwaniem. Od wielu lat
prowadzone sg konsekwentne badania majace na celu stworzenie metod konserwacji
umozliwiajacych uzyskiwanie po rozmrozeniu mozliwie najwiekszej populacji Zywych gamet
posiadajgcych zdolnos¢ zapladniajacg. Poczatkowo prace nad tym zagadnieniem byly
empiryczne i czgsto prowadzono je na zasadzie ,,prob i bledow”. W pdZniejszym okresie,
zwlaszcza po sformulowaniu fizykochemicznych podstaw kriobiologii — w tym po

opublikowaniu bazy teoretycznej tj. dwuczynnikowej teorii kriouszkodzen Petera Mazura -
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przybraly charakter konsekwentnych i logicznych badafi. W kolejnych latach testowano rézne
komponenty rozrzdzalnikéw, substancje krioochronne tj. ograniczajgce tworzenie sie
wewngtrzkomorkowych  krysztatéw lodu (“intracellular crystallization’) czy wplywu
rosngcych stezen roztworow (‘solution effects’), substancje ograniczajgce tzw. szok chtodowy
w temperaturze powyzej 0°C, antyoksydanty, zwiazki stymulujace metabolizm, ruchliwogé
plemnikéw i inne. Wszystkie te dzialania gwarantujg ciggly postep w obszarze jakosci
porozmrozeniowej dawek inseminacyjnych oraz pozwalajag na uzyskiwanie coraz lepszych
wskaznikéw plodnosci i plennosci samic poddanych zabiegom sztucznej inseminacji.

Rola tego rodzaju badan jest niebagatelna. Posiadaja one bowiem znacznie w rozwoju
wspolczesnej hodowli, w poprawie waloréw genetycznych stad, w podnoszeniu produkcji
zwierzecej, a to z kolei powigzane jest z aspektami ekonomicznymi prowadzenia hodowli
zwierzat. Z drugiej strony nalezy dostrzega¢ walory poznawcze prac prowadzonych na
zwierzgtach w obszarze poznania zjawisk kriobiologicznych zachodzacych w trakcie
mrozenia i rozmrazania materialu biologicznego. I wlasnie w ten ostatni watek wpisuje sie
praca Doktorantki. Podjgcie badan w tym zakresie jest uzasadnione, bowiem obszar ten
znajduje si¢ w polu zainteresowania srodowiska naukowego i praktykéw weterynaryjnych.
Zatem praca, oprocz oczywiste] warto$ci poznawczej, posiada niezwykle duzy potencjat
aplikacyjny. Z uwagi na duze zapotrzebowanie na tego rodzaju badania, jej potencjat

publikacyjny jest rOwniez duzy.

Zalozeniem pracy bylo wprowadzenie rozrzedzalnika tj. medium do kriokonserwacji
nasienia, opartego na wodzie deklastrowanej (tzw. nanowoda) - specjalnie spreparowanej za
pomocg oddzialywania na nig lamp plazmowych. Zadaniem Doktorantki byta weryfikacja,
czy wprowadzenie nanowody do rozrzedzalnika dla nasienia tryka pozwoli uzyskaé lepsze
wyniki w zakresie wartosci biologicznej plemnikow po rozmrozeniu. Przestankami, aby
poczyni¢ takie zalozenie byt fakt, iz ten specyficzny rodzaj wody posiada, wg cytowanych
przez Autorke prac, specyficzne cechy fizyko-chemiczne, w tym zmieniony punkt
zamarzania, wrzenia oraz posiada wilasno$¢ lepszego przenikania przez blony. Autorka
logicznie weryfikuje tez¢ o potencjalnym wplywie nanowody na wlasciwosci plemnikow i
kontroluje jak zmieniaja si¢ si¢ one w probkach poddanych oddziatywaniu badanej substancji,
z wiaczeniem réznego czasu oddzialywania lamp plazmowych w zestawieniu z prébkami
kontrolnymi. Wyniki badan sg bardzo obiecujgce i wskazujg, iz zaréwno wilasciwosci

plemnikéw in vitro, jak i in vivo tzn. ocenione za pomocg préb inseminacji samic z



zastosowaniem plemnikéw traktowanych badanym medium sg korzystne w poroéwnaniu do

wynikéw uzyskanych w probach kontrolnych.

Podstawg formalng do wykonania recenzji pracy doktorskiej mgr Joanny
Szymanowicz (Grygier) jest uchwata Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UJ podjeta
na posiedzeniu w dniu 30 czerwca 2015.

Przedstawiona rozprawa doktorska jest monografig i liczy 84 strony. Zostala
napisana w jezyku angielskim. Zostala zrealizowana na Uniwersytecie Rolniczym w
Krakowie oraz czeSciowo na Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie i Unversity of
Guelph (Canada) z funduszy NCBR “Badania mtodych™ oraz funduszy przeznaczonych na
realizacj¢ badan statutowych uczelni. Przewod doktorski wszczeto na Uniwersytecie
Jagiellonskim.

Praca sklada si¢ ze spisu tresci, wykazu skrotow, wstepu i przegladu pismiennictwa,
celu badan, materialu i metod, oméwienia uzyskanych wynikow, dyskusji, wykazu
pismiennictwa, streszczenia, tabel i rycin.

Znajdujace sie na koncu pracy streszczenia w jezyku polsim i angielskim sg
szerokim opisem pracy. W obu przypadkach streszczenia napisane sg poprawnym
jezykiem. Zwraca uwage dojrzaly, profesjonalny jezyk naukowy w obu wersjach.

We Wstepie pracy i Przegladzie pismiennictwa Doktorantka wprowadza czytelnika
w zagadnienia dotyczace historii i ogélnych podstaw sztucznej inseminacji, kriobiologii
oraz podstaw konserwacji nasienia. Pisze ciekawie na temat zasad i celdw bankowania
nasienia. Przedstawia interesujgco zagadnienia dotyczace badan nad skladem i
komponentami rorzedzalnikow stuzacych konserwacji nasienia. Opisuje ponadto
implikacje zmian wlasciwosci plemnikéw w wyniku procesu mrozenia i rozmrazania.
Interesujaco przedstawia wplyw kriokonserwacji na strukture i funkcje plemnikéw oraz na
role plazmy nasienia w aspekcie powodzenia procesu kriokonserwacji i zabiegu
unasienniania. Autorka opisuje réwniez role czynnikéw krioochronnych i innych
skladowych mediow do konserwacji nasienia. Pisze réwniez o zmianach
fizykochemicznych wody do ktérych dochodzi pod wplywem oddziatywania lamp
plazmowych.

Wstep i Przeglad pismienictwa pracy sg ciekawym, calosciowym opracowaniem
stanu wiedzy na temat podstaw kriobiologicznych konserwacji plemnikéw tryka,
bankowania nasienia i sztucznej inseminacji. Autorka opisuje celowo$é prowadzenia
biotechnik rozrodu u zwierzat, opisuje rys historyczny w tym zakresie, nawigzuje do badan
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prowadzonych u r6znych gatunkéw zwierzat. Skupia sie takze na pochodzeniu uszkodzen
plemnikéw wynikajacych z obnizania temperatury w zakresie powyzej 0°C oraz z procesu
mroZzenia i rozmrazania. Opisuje tez istote dzialania substancji krioochronnych. Przeglad
piSmiennictwa jest ciekawym opracowaniem. Sugeruje opublikowaé go w formie pracy
przegladowej. Przed tym jednak nalezaloby go nieco skrécié oraz uczynié tekst bardziej
ukierunkowanym na zagadnienia zwigzane z opisywanym gatunkiem. Wydaje mi si¢ tez, ze
fragmenty traktujace o historii sztucznej inseminacji sg ogélnie dostepne i nie dodaja
cennych informacji dla przedtozonego opracowania. Sugeruje ponadto w tekscie wyrazne
rozdzielenie logiczne zjawisk udaru (szoku) chtodowego (>0°C) i zjawisk zwigzanych z
kriouszkodzeniami zachodzacymi ponizej 0°C.

Pod koniec rozdzialu “Przeglad pi$miennictwa” Autorka opisuje unikatowe cechy
fizyko-chemiczne nanowody zastosowanej jako medium, w ktorym rozpuszczano
komponenty rozrzedzalnika do nasienia tryka. Jak wspomniano nanowoda otrzymywana
Jest poprzez traktowanie wody zimng plazma, co powoduje wg autoréw cytowanego przez
Autorke pismiennictwa, zjawisko przearanzowania klastrow jej czasteczek. Klastry wody
sktadajgce si¢ z okoto 1000 czgsteczkek zostaja rozbite na mniejsze jednostki. Nanowoda
wg. cytowanych prac zwigksza rozpuszczalno$é wielu gazéw (np. tlenu) i substacji
organicznych. Woda pozbawiona klastrow jest wg cytowanych prac dobrym nosnikiem
substacji odzywczych. Ponadto jej ggstosé moze byé modulowana przez stopien rozbicia
klastrow. Niektore cytowane prace sugeruja wg Autorki, ze woda deklastrowana moze
przyczynia¢ si¢ do przyspieszenia aktywnego przebiegu reakcji chemicznych. Istniejg
zatem przestanki, aby sprawdzi¢ jej oddziatywanie na efektywnos¢ procesu
kriokonserwacji komoérek zywych.

Celem pracy byla ocena: 1a) whasciwosci plemnikéw tryka i ich krioopornosci przy
zastosowaniu mediow opartych na nanowodzie w poréwnaniu do kontroli, gdzie
wykorzystano wode dejonizowang; 1b) ocena korelacji pomigdzy wymiarami gléwki
plemnika tryka i innymi wlasciwosciami meskich gamet po rozmrozeniu; 2) ocena wptywu
genotypu tryka i typu rozrzedzalnika, poddanego dziataniu lamp plazmowych przez rdzny
okres czasu na wlasciwosci nasienia rozmrozonego; 3) ocena wplywu nanowody
dodawanej do rozrzedzalnikéw zawierajgcych 3 i 7% stezenie glicerolu na wiasciwosci
mrozonego-rozmrozonego nasienia tryka. Cele prace zatem sg przejrzyste. Sugeruje przed
opracowaniem przysztych publikacji potaczy¢ dla przejrzystosci cel 1a i 1b, jako ze cel 1b

Jest de facto jedynie uszczegblowieniem celu 1a.
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Badania przeprowadzono na nasieniu pochodzagcym od 16 klinicznie zdrowych
trykach — 4 rasy polskiej nizinnej (PON), 4 rasy olkuskiej, 5 linii BCP (Berrichon du Cher
X Charolais x PON/Polski Merynos) i 3 linii SCP (Suffolk x Charolais x PON/Polski
Merynos) w wieku 4-12 lat utrzymywanych w Lublinie i w Krakowie. Test ptodnosci in
vivo drogg inseminacji zostal przeprowadzony na 128 owcach wielorédkach BCP
utrzymywanych w stacji Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Owce zywione byty w
znormalizowany sposéb zapewniajacy uzyskanie rzetelnych i miarodajnych wynikéw.

Nie znalazlem w tekscie informacji na temat plodnoéci samcéw. Do badan
whaczono tylko ejekulaty o prawidtowych cechach mikro- (ruchliwo$é >70%) i
makroskopowych. W czesci 1a i 1 b eksperymentu uzyto rozrzedzalnika komercyjnego
Triladyl. W czgsci 3 zastosowano rorzedzalnik fruktoza-mleko-zottko z 3 i 7% stezeniem
glicerolu przygotowany wg metodyki Karety. Doktorantka opisuje czasy oddzialywania
lampy plazmowej na wode wykorzystang do sporzadzenia wspomnianego rozrzedzalnika.
Autorka opisuje rowniez metode mrozenia nasienia. Aspirowano je najpierw do stomek o
objgtosci 0.25 ml i mrozono w parach azotu przez 10 min w temperaturze -120°C, a
rozmrazano w fazni wodnej w temperaturze 37°C przez 60 sekund.

Samice byly poddane zabiegom sztucznej inseminacji metodg laparoskopowa.
Autorka podaje pelne dane dotyczace procedury inseminacji wraz z metoda synchronizacii
rui i zastosowanym znieczuleniem. Rozdzial “Materiat i metody” zawiera tez opis technik
oceny nasienia, w tym szczegoty oceny mikroskopwej ruchliwosci plemnikéw oraz oceny
morfologii plemnikéw i morfometrii przy uzyciu oprogramowania komputerowego. Oceng
ruchliwosci plemnikéw prowadzono w systemie CASA za pomocg aparatu Sperm Class
Analyser. Wykorzystano tez pomiary aktywnosci enzymatycznej AspAT i AIAT oraz ALP
-fosfatazy alkalicznej. Zastosowano ponadto fluorochromy skoniugowane z Anneksyng V
w celu oceny na cytometrze przeptywowoym wezesnej i p6znej apoptozy.

Analiza statystyczna zostata poparta analizg wariancji w testach parametrycznych i
testem chi kwadrat jako testem nieparametrycznym. Metodyka eksperymentu jest
zaprojektowana poprawnie. Autorka podaje niezwykle duza liczbe szczegéléw badar.
Badania obejmujg testy oceny jakosci nasienia in vitro oraz co wazne, uwzgledniaja prébe
biologiczng in vivo.

Na stronie 16 wkradl si¢ blad, gdy Autorka pisze o ocenie makroskopowej
ruchliwosci nasienia. Przy opisie oceny morfologii plemnikéw nie podano pigmiennictwa

dotyczacego metody tej oceny i klasyfikacji wad plemnik6éw. Sugeruje podaé prace prof. E.




Bloma traktujgce o morfologii i podziale wad plemnikéw. Opisujac rozmazy nasienia
niewlasciwie uzyto terminu “histological smears’ zamiast ‘cytological’. Sugeruje, aby
jasniej opisaé sposob przygotowania rorzedzalnika na stronie 17. Podano np. proporcje
1:3:1 i do konca nie jest jasne czy dotyczy to wody djonizowanej, nanowody i zéttka jaja
kurzego?

Na str. 17 w opisie przygotowania rozredzalnikow napisano, ze bylo ich 8, a
ponizej, ze opis dotyczy jednak nie o$miu a szeSciu ich typéw. W opisie metody
zamrazania nasienia na stronach 21-22 uzyto terminu “ekwilibracja” do opisu zamrazania
stomek w parach azotu. Nie znalaztem na str. 23 opisu liczebnosci grup samic poddanych
sztucznej inseminacji pordwnywanymi rorzedzalnikami. Na str. 24 podano dhugi opis
szczegOtowy oceny koncentracji plemnikéw. Jest to nieporzebne. To nalezy do kanonu
podstaw bazowych andrologii. Na str. 25 nie podano pismiennictwa w stosunku do metody
oceny morfologii plemnikéw. Na str. 26 nie zauwazylem opisu zastosowanych parametrow
CASA, ani danych definiujagcych nastawy i kalibracje systemu CASA. Podanie takich
danych jest wazne, bowiem wyniki ruchliwo$ci mierzonej systemem CASA uzaleznione sa
od nastawow wstepnych urzadzenia. Przy opisie oceny aktywnosci enzymatycznej na str.
26-27 nie znalaztem informacji, gdzie bedzie oceniana aktywnosc enzymoéw: w przedziale
wewnatrzkomorkowym czy zewnatrzkomorkowym? Na str. 28 nie znalaztem informaciji o
rodzaju uzytych detektoréw widma fluorescencji cytometru przeptywowowgo - dlugodci
emisji 1 detekcji widma fluorescencyjnego oraz o sposobie bramkowania zdarzen.

Powyzsze uwagi odnosza si¢ do szczegbtéw technicznych i moga zostaé
poprawione w przysziosci przed oddaniem do druku publikacji. Nie wydaja sie zatem
wplywa¢ na warto$¢ pracy. Wykorzystany materiat i zastosowane metody badawcze uznaje
generalnie za trafne. Na podkreslenie zasluguje ogromna liczba ocenianych parametréw
okreslajacych strukture i funkcje plemnikow.

Omowienie wynikow zostato przeprowadzone przez Autorke bardzo skrupulatnie.
W rozdziale “Wyniki” znajdujemy opis zmian wlasciwosci plemnikéw w kolejnych etapach
doswiadczenia. Znajdujemy tu tez omdéwienie wynikéw unasienniania samic, w dwdch
grupach - kazdej liczacej po 60 samic. Zaréwno wyniki badan in vitro, jak i test in vivo
wskazujg, ze lepsze wyniki uzyskano z zastosowaniem nanowowdy. Wyniki przemawiaja
réwniez za tym, ze traktowanie wody oddziatywaniem plazmy przez 15-60 minut pozwala
na uzyskiwanie najkorzystniejzych wynikéw jakoéci nasienia po rozmrozeniu. Rozdzial
napisany jest czytelnie. Wyniki zilustrowane sg 21 tabelami opisujagcymi wyniki oznaczen
wszystkich ocenianych parametréw nasienia oraz 5 rycinami. Rodzial zostal podzielony
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wg. opisanych celéw pracy na trzy czesci. Kolejno$é prezentowanych wynikéw jest
przejrzysta i zrozumiata. Tabele s3 dobrze opracowane. Roznice statystyczne
przedstawiono jasno i czytelnie. Nalezy jedynie wyjasnié réznice pomiedzy liczba samic
poddanych inseminacji opsywang w rozdziale ,,Material i metody” (n=128) oraz liczba
inseminowanych (n=120) samic opisywanych w rozdziale ,, Wyniki”.

W rozdziale ,.Dyskusja” Doktorantka poglebia opis wynikéw oraz komentuje je.
Ttumaczy uzyskane wyniki, zaleznodci i konfrontuje z rezultatami uzyskanymi przez innych
autor6w. Ten rozdzial oceniam pozytywnie. Jest napisany w taki sposéb, ze widoczne jest, ze
Autorka porusza si¢ swobodnie w omawianych zagadnieniach i posiada na tym polu duzg
wiedzg. Brakuje mi jednak w rozdziale rozwazaf na temat potencjalnego wplywu tryka na
uzyskane wyniki badan, cho¢ zagadnienia te poruszane s3 na poczatku rozprawy. Na koficu
rozdziatu ,,Dyskusja” Autorka formuluje syntetycznie podsumowanie badan. Uzycie
nanowody w skladzie rozrzedzalanika do nasienia tryka pozwolito uzyska¢ istotng poprawe
biologicznej wartos$ci mrozonego-rozmrozonego nasienia tryka. Nanowoda nie tylko wplywa
pozytywnie na wlasciwosci strukturalne plemnikéw po rozmrozeniu, ale tez redukuje
‘wyciek’ enzyméw, poprawia ruchliwo$é plemnikéw i ich przezywalno$é oraz redukuje
poziom apoptozy notowany po rozmrozeniu. Poprawia ponadto wyniki unasienniania
laparoskopowego nasieniem poddanym kriokonseracji. Autorka konkluduje, ze pomimo iz
nanowoda poprawia jako$¢ dawek inseminacyjnych po rozmrozeniu, to istota i mechanizm
tego oddziatywania pozostaje niejasny i wymaga dalszych badan. Dalej zaznacza, ze wyniki
badan wskazujg, iz dodawanie do rozrzedzalnika tego skladnika powinno by¢
rekomendowane w praktyce. Poprawa jakosci dawek inseminacyjnych moze skutkowaé
bowiem mozliwoscig redukcji liczby plemnikéw niezbednych do zdeponowania do narzadu
plciowego samicy podczas zabiegu sztucznej inseminacji. Badania wskazujg takze, ze czas
oddziatywania lamp plazmowych wywiera istotny wplyw na wiasciwosci plemnikow.
Najlepsze wyniki udato si¢ uzyskac¢ podczas oddziatywania trwajacego 15-30 minut. Autorka
kunkluduje wreszcie, ze nanowowda wplywa na liczbe formujacych si¢ wolnych rodnik6éw i

na integralnos¢ struktury DNA plemnikéw.

Spis pismiennictwa zawiera 96 pozycji, gtéwnie opublikowanych w liczacych sie
czasopismach z listy JCR. Jak wspomniano, praca uzupetniona jest rycinami, tabelami oraz

streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

Do szczegolnych waloréw przedtozonej pracy zaliczam:




I. Ciekawsq tematyk¢ badan, aktualna, z duzym potencjatem aplikacyjnym i
wdrozeniowym

2. Bogata, zaawansowang metodyke¢ dopelniajacych si¢ wzajemnie badan
laboratoryjnych stuzgcych ocenie wiasciwosci plemnikéw uzupetionych o probe
biologiczng

3. Ogrom pracy, jaka nalezato wykona¢ dla realizacji tak ambitnego i kompleksowego
planu oznaczen duzej liczby parameréw

4. Dobrze napisany tekst pracy w jezyku angielskim, swobodne postugiwanie si¢

jezykiem naukowym pomimo tego, iz jest to jezyk obcy.

Na rozwazenie natomiast zastuguja nastepujace zagadnienia:

1. Drobne bledy edycyjne tekstu wspomniane wczesniej w recenzji.

2. W pracy nalezy dokona¢ uscislen i poprawek w rozdziale ,,Materiat i metody”.

Powyzsze uwagi sa forma konstruktywnych sugestii wyrazonych z obowigzku
recenzenta. Catos¢ pracy oceniam bardzo dobrze Wyrazone drobne uwagi i sugestie nie
wplywajg na warto$¢ merytoryczng pracy, sa formg konstruktywnych uwag i komentarzy przy
dostrzeganiu wartosci pracy.

Podsumowujge, prace doktorska mgr Joanny Szymanowicz oceniam pozytywnie. Praca
zostala dobrze zaplanowana, rzetelnie zrealizowana i wnosi nowe dane dziedzinie nauk
biologicznych, w dyscypline ‘biologia’. Praca posiada nie tylko warto$é poznawczg, ale i
duzy potencjat aplikacyjny. Doktorantka posiada duze umiejetnosci w postugiwaniu sie
warsztatem naukowym.

Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr Joanna Szymanowicz odpowiada w pelni
wymogom stawianym dysertacjom na stopien naukowy doktora, okreslonym w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U.z 2003 nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz.
1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011r. Nr 84, poz 455).

W oparciu o przedlozong ocene przedktadam wniosek Radzie Wydzialu Biologii i
Nauk o Ziemi UJ o dopuszczenie mgr Joanny Szymanowicz do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. / i

Prof. dr hab. W:b}é’iéch Nizatiski




