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Recenzj¢ pracy doktorskiej wykonano w odpowiedzi na Pismo Pani dr. hab. inz
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Problem naukowy i znaczenie badan

W okreslaniu uzytkowosci rozrodezej knuréw kluczowa role odgrywa ocena jakosci
nasienia. Jakos¢ nasienia jest to termin okreslajacy prawdopodobiefistwo, ze plemniki
w ejakulacie beda funkcjonalne, czy to w przypadku uzycia ich w rozrodzie wspomaganym,
czy tez w przypadku wykorzystania samca do naturalnego krycia. Mimo zaawansowanych
badan nad opracowaniem skutecznej metody kriokonserwacji nasienia knura, w dalszym
ciggu powszechng metoda konserwacji jest przechowywanie w postaci ptynnej. Okoto 99%
zabiegébw  inseminacji jest wykonywane nasieniem plynnym, przechowywanym
w temperaturze od 15 do 17 °C. Warunkiem uzyskania satysfakcjonujagcych wynikéw
w inseminacji jest wykorzystanie wysokiej jakosci ejakulatow do produkcji dawek
inseminacyjnych, a nastgpnie utrzymanie wartosci biologicznej plemnikéw w trakcie ich
przechowywania. Plemniki knura, ze wzgledu na specyfike budowy blony komérkowej, sa
szczegolnie wrazliwe na zmiany temperatury. Dlatego tez nie jest mozliwe zastosowanie
kriokonserwacji w praktyce inseminacyjnej i moga wystepowaé ograniczenia skutecznego
przechowywania nasienia w stanie ptynnym. Duza zawarto$¢ wielonienasyconych kwaséw
tluszczowych oraz niski poziom cholesterolu w stosunku do fosfolipidow powoduja, ze btona
komérkowa plemnikéw knura jest bardziej podatna na uszkodzenia niz blona komoérkowa
plemnikéw samcow innych gatunkéw ssakow. Moze to bardzo r6znicowaé predyspozycije
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poszczegolnych osobnikéw do wykorzystania inseminacyjnego. Rutynowo przeprowadzana
ocena ejakulatu jest zwykle niewystarczajaca, aby przewidzie¢, czy nasienie w trakcie
konserwacji nie zmieni swoich parametrow. Dlatego tez waznym aspektem jest wlasciwa
ocena przechowywanego nasienia poprzez zastosowanie szerokiego spektrum analiz
laboratoryjnych. W ten nurt zagadniefi doskonale wpisuja si¢ badania podjete przez Panig mgr
inz. Pauling Stepkowska.

Uwazam, ze podjeta przez Doktorantke tematyka badawcza jest bardzo aktualna
i wazna dla rozwoju badan podstawowych, w zakresie poszerzenia wiedzy dotyczacej
udoskonalenia metod konserwacji nasienia knura, a przeprowadzone badania moga mie¢ duze

znaczenie aplikacyjne.

Ocena formalna i merytoryczna

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest napisana w jezyku polskim
1 zawiera 111 stron maszynopisu. Poszczegélne rozdzialy to: Wykaz skrotéw uzywanych
W pracy (str. 5-6), Streszczenie (str. 7-8), Abstract (str. 9-10), Wprowadzenie (str. 11-27), Cel
pracy i hipoteza badawcza (str. 28), Materiat i metodyka badan (str. 29-36), Wyniki badan
(str. 37-56), Dyskusja (str. 57-67), Stwierdzenia i wnioski (str. 68-69), Pimiennictwo (str. 70-
82), Spis tabel (str. 83-85) i Tabele (str. 86-111).

Praca doktorska ma posta¢ zwartego maszynopisu, tworzy ona sp6jng i logiczna catosé
i zawiera wszystkie niezbedne elementy charakteryzujace tego typu opracowania.

Tytut dysertacji jest sformutowany poprawnie i uwzglednia w pelni zawarte w niej
tresci. Prace rozpoczyna rozdziat ,,Wprowadzenie”, w ktorym Doktorantka, w pierwszej
czgsci, opisala metody konserwacji nasienia knura i scharakteryzowala rozcieficzalniki
stosowane do przechowywania nasienia w stanie plynnym, zwracajac przy tym uwage na
specyfike budowy blony komoérkowej plemnika knura. W kolejnym podrozdziale Autorka
skupila si¢ na reaktywnych formach tlenu (ROS) podajac ich zrédla w plemnikach knura
i okreslajac ich wplyw na funkcjonowanie plemnikéw. Nastepnie Pani Magister oméwita
system antyoksydacyjny w nasieniu, co uwazam za stuszne ze wzgledu na podjete przez
Doktorantke badania. Duzo uwagi poswigcilta przy tym enzymatycznym i nieenzymatycznym
komponentom systemu antyoksydacyjnego. W ostatnim podrozdziale Autorka przedstawila
metody monitorowania zmian zachodzgcych w konserwowanym nasieniu knura. Podkre$lita
tutaj znaczenie zastosowania systemu CASA do oceny ruchliwosci plemnikéw i barwnikow

floorescencyjnych do identyfikacji poszczegdlnych struktur komérkowych, a co za tym idzie
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do oceny jakosci nasienia. Zwrdcita takze uwage na aspekt monitorowania aktywnosci ROS
i stresu oksydacyjnego w trakcie przechowywania plynnego nasienia knura.

Rozdzial ten nalezy uznaé za dobre wprowadzenie do opisu i zrozumienia metodyki
przeprowadzonych badan. W oparciu o dobrze dobrane i aktualne pi$miennictwo Autorka
przedstawita w nim najwazniejsze zagadnienia zwiazane z problematyka podjetych badan.
Rozdzial ten ma przemyslany uklad tresci i dowodzi dobrej znajomosci problematyki, ktéra
Doktorantka zajmowata si¢ w swoich badaniach.

W kolejnym rozdziale dysertacji Doktorantka przedstawila cel pracy i hipoteze
badawczg. Glownym celem badawczym byla analiza funkcjonalno-strukturalnych zmian
zachodzacych w plemnikach podczas przechowywania nasienia knura w stanie plynnym
z uwzglednieniem oceny zaburzen oksydacyjnych plemnikéw oraz wplywu wybranych
antyoksydantéw w aspekcie doskonalenia metod przechowywania nasienia. Doktorantka cel
ten realizowata poprzez: analizg nasilenia uszkodzen oksydacyjnych plemnikéw oraz zmian
statusu oksydacyjnego w ich Srodowisku zewngtrzkomérkowym podczas dtugoterminowego
przechowywania nasienia w rozcienczalniku komercyjnym, weryfikacje wystepowania
zwigzku pomigdzy zaburzeniami oksydacyjnymi plemnikéw a ocenianymi wskaznikami
jakosci przechowywanego nasienia i okreSlenie wplywu dodatku do rozciehczalnika
enzymow — dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (CAT) na wskazniki jakosci
przechowywanego nasienia.

Pani mgr inz. Paulina Stgpkowska na podstawie dotychczasowej wiedzy zalozyla
hipotezg¢ badawcza cyt.: ,Nasilenie wewnatrz- i zewngtrzkomérkowych zaburzen
oksydacyjnych zwigzanych z funkcjonalno-strukturalnymi uszkodzeniami plemnikow
podczas dlugoterminowego przechowywania nasienia knura w stanie plynnym
(w rozcienczalniku komercyjnym, w temperaturze 16 °C) jest kompensowane przez dodatek
zwigzkow o dzialaniu antyoksydacyjnym do rozcienczalnika”. W mojej opinii cel badan
1 hipoteza badawcza zostaly sformulowane merytorycznie poprawnie i nie budzg zastrzezen.

Rozdzial ,,Material i metodyka badan” jest opracowany poprawnie i szczegélowo.
Autorka w sposob zrozumialy i whasciwy opisata zastosowane procedury badawcze oraz
material doswiadczalny, ktorym byly 72 ejakulaty pobrane od 52 knur6w rasy Duroc. Badania
zostaly przeprowadzone w dwodch etapach: w pierwszym etapie analizie poddano 60
ejakulatow, natomiast w drugim — 12 ejakulatéw. Ocen¢ funkcjonalno-stukturalnych zmian
zachodzacych w plemnikach przeprowadzono w 1, 3, 5 i 7 dniu przechowywania nasienia.

W ocenie tej Doktorantka uwzglednila nastgpujace analizy: ruchliwosé plemnikow
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(wykorzystujac system SCA), integralno$é¢ blony komérkowej plemnikow, aktywnogé
mitochondriéw, peroksydacje lipidow w plemnikach, wewngtrzkomorkowe wytwarzanie
H20 i catkowitg zdolnosé antyoksydacyjna.

Dobér materiatu badawczego i zastosowanych metod uznaé nalezy za adekwatny do
zalozen, jakie postawila sobie Doktorantka rozpoczynajac badania. Przeprowadzita je na
wystarczajaco licznym materiale, ktory poddata ocenie stosujgc zaawansowane techniki
diagnostyczne. Opracowanie statystyczne wynikéw réwniez nie budzi zastrzezefi. Znajac
specyfike i trudnosci w przeprowadzaniu tego typu badasn, w tym réwniez w zebraniu
odpowiedniego materialu badawczego, stwierdzié mozna, ze Doktorantka konsekwentnie
i W spos6b bardzo przemyslany zorganizowata i przeprowadzita zaplanowane analizy.

W kolejnym rozdziale ,,Wyniki badan™ Doktorantka dokonata opisu uzyskanych
wynikéw, dokumentujac je w 24 tabelach. W rozdziale tym, podzielonym na dwa glowne
podrozdziaty, Autorka szczegélowo opisala wyniki badan dotyczace zmian wskaznikéw
jakosci nasienia podczas przechowywania oraz wystepowania zaleznosci miedzy badanymi
parametrami, a takze wplywu dodatku enzymoéw antyoksydacyjnych do rozciefczalnika na
wskazniki jakosci przechowywanego nasienia. Na podstawie przeprowadzonych badan
Doktorantka stwierdzita, ze czas konserwacji nasienia miat istotny wplyw na ruchliwos¢,
integralno$¢ btony komérkowej i aktywnos$¢ mitochondrialng plemnikéw. Wykazata takze, ze
w trakcie konserwacji ptynnego nasienia knura w plemnikach nasila sie proces peroksydacji
lipidow blonowych oraz wewnatrzkomorkowego generowania H,O, przy spadku catkowitej
zdolnosci  antyoksydacyjnej w ich $rodowisku zewnatrzkomorkowym. Na podstawie
obliczonych wspélczynnikow korelacji rang Spearmana, Pani Magister stwierdzila
wystepowanie wspolzaleznosci pomiedzy zaburzeniami oksydacyjnymi plemnikow
a ocenianymi wskazZnikami jako$ci przechowywanego nasienia. W kolejnej czesci badan
Doktorantka okreslita wptyw dodatku réznych stezen SOD (dysmutazy ponadtlenkowej)
i CAT (katalazy) do rozcienczalnika na ruchliwo$¢, integralno$§¢ blony komorkowej
i aktywno$¢ mitochondrialng plemnikow, a takze stopien peroksydacji lipidéw blonowych
oraz wewnatrzkomérkowe wytwarzanie H,O» Wykazata, ze najlepsze wskazniki jakos$ciowe
nasienia wystepujg w ejakulatach rozcienczanych w rozcienczalniku z dodatkiem 25 IU/mL
SOD oraz 100 [U/mL 1 200 IU/mL CAT, co jest niezmiernie waznym aspektem praktycznym.

W rozdziale ,Dyskusja” Doktorantka dokonala omodwienia uzyskanych wynikéw
badan, odnoszgc je do badan innych autoréw. W pierwszej czesci rozdzialu odniosta si¢ do

analizy ruchliwosci plemnikow, ktora jest jednym 2z najwazniejszych parametrow
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okreslajgcych jakos¢ nasienia. Wykazala, ze wraz z uplywem czasu przechowywania
plynnego nasienia knura nastepuje spadek odsetka plemnikéw ruchliwych, co potwierdzono
takze w innych badaniach. Autorka, nawiazujac do spostrzezen innych autorow, zwrdcita
uwagg, ze na oceng ruchliwosci plemnikéw, moze wplywaé wiele czynnikéw, ktére moga
determinowa¢ otrzymane wyniki w oparciu o analize wspomagang komputerowo. W dalszej
czgsci dyskusji Doktorantka dokfadnie oméwila integralnosé blony komoérkowej plemnikow,
ktéra podobnie jak ruchliwo$¢ plemnikéw jest istotnym wskaznikiem w ocenie jakosci
i przydatnosci nasienia do inseminacji. Podkreslita, ze obok oceny ruchliwosci plemnikow
1 integralnosci blony komoérkowej, waznym aspektem w diagnostyce nasienia w trakcie
przechowywania jest monitorowanie aktywnosci mitochondriéw plemnikéw. Korespondujac
z badaniami innych autoréw Doktorantka stwierdzila, ze za spadek potencjatu blony
mitochondrialnej w trakcie przechowywania nasienia moga odpowiadaé ROS i nasilenie
peroksydacji lipidow. W kolejnej czgéci dyskusji Autorka odniosta si¢ do wplywu dodatku
antyoksydantow enzymatycznych do rozcieficzalnika na jako$¢ konserwowanego nasienia. Na
podstawie przeprowadzonych badan i danych z literatury Pani Magister stwierdzila, ze nie
mozna jednoznacznie okresli¢ wplywu antyoksydantéw na jako$é przechowywanego
nasienia. Dodatek antyoksydantéw do rozcienczalnika, z jednej strony moze poprawié
parametry nasienia poprzez wplyw na utrzymanie ruchliwosci i zywotnosci plemnikéw oraz
ograniczenie zaburzen oksydacyjnych na skutek neutralizacji nadmiernych ilosci ROS,
z drugiej strony ich wysokie st¢zenia mogg dziata¢ cytotoksycznie na plemniki. Doktorantka
w tej czgsci pracy wykazala si¢ dobrg znajomoscia cytowanej literatury, a takze umiejetnoscia
jej wykorzystania w zestawieniu z wynikami badaf wlasnych.

Podsumowaniem calej pracy jest sformulowanie przez Doktorantke 4 stwierdzen
i wnioskéw jako oddzielny rozdziat - ,,Stwierdzenia i wnioski”.

Rozdzial ,,PiSmiennictwo” obejmuje 156 pozycji utozonych alfabetycznie, w tym
wigkszo$¢ anglojezycznych. Pismiennictwo zostalo dobrze i prawidlowo wykorzystane
w rozdziatach ,,Wprowadzenie” i ,,Dyskusja”.

Zapoznajac si¢ ze szczegOlowa trescig rozprawy doktorskiej mam pewne uwagi,
komentarze i pytania, ktére z obowigzku recenzenta wymieniam ponizej:

Str. 3 — w spisie tresci podpunkt 1.4. brzmi: Metody monitorowania zmian zachodzacych
w konserwowanym nasieniu, natomiast w tekscie pracy: str. 24: Monitorowanie zmian

zachodzgcych w konserwowanym nasieniu.



Str. 29 — rozdziat ,,Material i metodyka badai” — Doktorantka badania przeprowadzila na 72
ejakulatach pobranych od 52 knuréw. Mysle, ze nalezatoby uscisli¢, ile ejakulatéw pobrano
od kazdego knura, w kazdym z etapéw badan. Ponadto nie jest jasne, w jaki sposéb
wybierano ejakulaty do badaf. Doktorantka do badah wybrata dosé liczng grupe knuréw, w
zwigzku z tym nasuwa mi si¢ pytanie: czy w badaniach uwzgledniono efekt knura?
Wiadomym jest, ze czynnik osobniczy moze wplywaé na przydatno$¢ knuréw do celow
reprodukeyjnych, co jest istotne i to zagadnienie nalezatoby rozwinaé w pracy.

Str. 35 — stwierdzenie ,,wykonano standardowe preparaty mikroskopowe” podane w rozdziale
»Materiat i metodyka badan” jest mato precyzyjne (nie wiadomo, o jakie preparaty chodzi, jak
je przygotowywano).

Str. 37-56 — rozdziat ,,Wyniki badan” — Doktorantka opisujac wyniki badan dosy¢ czesto
cytuje dane, ktére s3 przedstawione w tabelach. Dla zwiekszenia przejrzystosci
interpretowanych danych, mozna by byto skupi¢ si¢ tylko na wartosciach $rednich, badz
przedstawieniu tendencji zmian, natomiast zrezygnowa¢ z cytowania np. wartosci odchylen
standardowych i mediany.

Str. 47 — w opisie wynik6w obserwuje si¢ pewne uogélnienia i malo precyzyjne
sformutowania, np. ,,Zaobserwowane na poczgtku przechowywania nasienia tendencje roznic
w udziale plemnikéw zywych pomigdzy grupami SOD; i SOD; utrzymywaly si¢ przez caly
okres konserwacji”.

Str. 68 — w rozdziale ,,Stwierdzenia i wnioski” w punkcie 1 Autorka podaje: cyt. ,,W celu
efektywniejszego wykorzystania potencjatu biologicznego nasienia przechowywanego w
rozcienczalniku Vitasem LD zalecaé mozna zatem konieczno$¢ minimalizowania okresu
przechowywania dawek inseminacyjnych przed wykonaniem zabiegu”. Doktorantka sktonita
si¢ tylko do podania bardzo ogdlnego sformulowania, a przeciez wykonywala konkretne
badania. Dobrze by bylo zatem wskazaé¢ chociazby przyblizony okres czasu przechowywania
nasienia (wynikajgcy z przeprowadzonych badan) najbardziej korzystny dla praktyki
inseminacyjnej. Ponadto Doktorantka przy formulowaniu wnioskow pomineta bardzo wazny
aspekt dotyczacy rasy knura (prowadzila badania na ejakulatach knuréw rasy Duroc).
Rozwazytabym polaczenie punktow 3 i 4.

Ponadto w tekscie pracy dostrzega si¢ drobne bledy jezykowe i edytorskie (np. bledy literowe
w nazwiskach autoréw, takie jak: Weberski zamiast Waberski (str. 11), Hennih zamiast
Henning (str. 12), Hennig zamiast Henning (str. 12, 74), Romanska zamiast Roman (str. 81),

Nizaski zamiast Nizanski (str. 74)).



Podsumowujgc, wyrazone powyzej uwagi oraz sugestie wynikajace z obowigzku
recenzenta, majg charakter uwag korekcyjnych i nie umniejszaja w zaden sposéb wartosci
merytorycznej dysertacji doktorskiej. Praca stanowi wartodciowe opracowanie naukowe,
ktore w catosci oceniam pozytywnie. Swiadezy o dobrym przygotowaniu praktycznym
i naukowym Autorki, a takze 0 opanowaniu umiejetnosci opracowania i redagowania pracy
naukowej. Wysoko oceniam szeroki zakres analiz laboratoryjnych, ktére Doktorantka
wykonata, wymagajacych zaangazowania i precyzji, a takze umiejetnosci wykorzystania
nowoczesnych technik badawczych.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Pracg doktorska pt. “Ocena zmian funkcjonalno-strukturalnych plemnikow
z uwzglednieniem zaburzen réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej nasienia knuréw w aspekcie
doskonalenia metod jego konserwacji” autorstwa Pani mgr inz Pauliny Stepkowskiej
oceniam pozytywnie. Stanowi ona oryginalny i wartosciowy dokument naukowy. Wykonanie
badan wymagato duzego zaangazowania i wkiadu pracy. Uzyskane wyniki badan moga
przyczyni¢ si¢ do znacznego postgpu w diagnostyce nasienia knura. Badania te maja
znaczenie zar6wno poznawcze jak i aplikacyjne.

Stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny rozprawa naukowa spelnia wymogi
stawiane pracom doktorskim okre§lone w art. 13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (t.j. Dz.
U. z 2017 r., poz. 1789 ze zm.). W zwigzku z powyzszym przedktadam Wysokiej Radzie
Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego
w Szczecinie wniosek o przyjgcie pracy i dopuszczenie Pani mgr inz. Pauliny Stepkowskiej

do dalszych etapé6w przewodu doktorskiego.
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