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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Pauliny Stepkowskiej pt.: ,,Ocena zmian funkcjonalno-
strukturalnych plemnikéw z uwzglednieniem zaburzen rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej
nasienia knuréw w aspekcie doskonalenia metod jego konserwacji ” wykonanej w Katedrze
Biotechnologii Rozrodu Zwierzat i Higieny Srodowiska Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego (ZUT) w Szczecinie pod kierunkiem dr hab. Dariusza Gaczarzewicza, prof.
ZUT

Stres oksydacyjny w uktadzie ptciowym meskim, w tym w nasieniu — begdacy efektem braku
rownowagi miedzy procesami pro- i antyoksydacyjnymi z przewagg tych pierwszych — to jeden z
istotnych czynnikéw ryzyka uszkodzenia meskich komorek rozrodczych, w ktorych nieodwracalnie
dochodzi do zmiany struktury molekularnej lipidow, biatek i DNA budujacych struktury/organella
komoérkowe. W konsekwencji ma miejsce upoosledzenie funkcji biologicznej tych gamet, w tym ich
ruchliwosci i zdolnosci do interakcji z oocytem, niezaleznie czy dochodzi do naturalnej koncepcji, czy
tez wspomaganej. Patomechanizm tych zmian wigze si¢ przewaznie z uruchomieniem szlakow
skroconej programowanej $mierci komorkowej, do ktorej plemniki w niekorzystnych warunkach sa
szczegblnie predysponowane, np. ze wzgledu na zwickszajacy si¢ deficyt czynnikow przezycia.
Zaréwno w warunkach in vivo, jak i in vitro plemniki ludzkie i zwierzece moga by¢ narazone na
patologiczne ilosci reaktywnych form tlenu (RFT), a systemy antyoksydacyjne nie zawsze beda
efektywne.

W przypadku zwierzat hodowlanych, w tym trzody chlewnej problem ten pozostaje wciaz
aktualny, bowiem jedna z najwazniejszych 1 najpowszechniej wykorzystywanych metod
biotechnologicznych w hodowli tych zwierzat jest inseminacja, ktéra w przypadku knura wymaga
konserwacji rozcienczonego nasienia w stanie ptynnym w odpowiedniej temperaturze (15-17°C).
Stosowane rozcienczalniki maja zapewni¢ optymalne §rodowisko dla przezycia plemnikow, utrzymac
stabilno$¢ ich blony komorkowej i potencjat energetyczny a przez to ich zywotnos$¢ i prawidtows
kinetyke. Nie ulega watpliwosci, ze sam proces i czas przechowywania nasienia knura majg
niebagatelne znaczenie dla kompetencji plemnikow, ktorych homeostaza biologiczna moze by¢
naruszona migdzy innymi przez pojawiajacy si¢ stres oksydacyjny w  $rodowisku
zewnatrzkomorkowym, zwlaszcza, gdy czas przechowywania przedtuza sig.

Problem doskonalenia technologii konserwacji nasienia knura pozostaje wcigz kwestig otwartg
i niewatpliwie wymaga wielu badan, ktore monitorowaty zmiany megskich gamet zarowno na poziomie
ich funkcji, jak i struktury, i wniostyby praktyczne przestanki jak zapobiec obnizeniu si¢ jakosci
plemnikéw. W tym aspekcie przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska prezentuje temat
jak najbardziej aktualny, bowiem Doktorantka podejmuje prébe szerokiej oceny jakoSci
nasienia knura konserwowanego, co wiecej wzbogaca sklad rozcienczalnika o antyoksydanty i
monitoruje ich efekty, aby wyciagnaé praktyczne wnioski. Sam temat wzbudza ciekawos¢ i
zacheca do oceny.

Praca doktorska obejmuje 111 stron, w ramach ktorych umieszczono 24 tabele. Wyrézniono 9
rozdziatéw, zgodnie z wymogami tego typu prac, w kolejnosci: Wprowadzenie, Cel pracy i hipoteza
badawcza, Material i metodyka badan, Wyniki badan, Dyskusja, Stwierdzenia i wnioski,
Pismiennictwo, Spis tabel, Tabele. Wymienione rozdziaty poprzedzone sa Wykazem skrotow
uzywanych w pracy oraz Streszczeniem w jezyku polskim i angielskim.

Pismiennictwo obejmuje 156 pozycji, wsérod ktorych zamieszczone sa m.in. oryginalne i
pogladowe publikacje polskie i anglojezyczne zgodnie z tematyka badawcza prezentowana w
rozprawie doktorskiej. Przewazaja artykuly anglojezyczne. Pozycje piSmiennictwa pochodza z lat
1999-2023. Przy czym z 1999 r. cytowana byta tylko jedna publikacja, z kolei z ostatnich pieciu lat 50
publikacji, w tym 10 z 2019 r., 7 z 2020 r., 18 z 2021 r., 6 z 2022 r. i 9 z 2023 r. Proporcje
objetosciowe poszczegodlnych rozdziatow nie budza zastrzezen.



We Wprowadzeniu Doktorantka w sposéb wyeczerpujacy, kondensacyjny i dydaktyczny,
zawarta informacje $ciS§le zwigzane z tematyka dysertacji. Sg one niezbedne do uzasadnienia
podjetych badan, zrozumienia uzyskanych danych eksperymentalnych, ich interpretacji, a takze
wyrazenia wlasnych komentarzy, opinii i sugestii. Kolejno$¢ poszczegolnych podrozdziatow jest
logiczna i merytorycznie poprawna. W pierwszym podrozdziale Pani mgr Paulina Stepkowska
wprowadza czytelnika w kluczowe aspekty konserwacji nasienia ze wzgledu na metode inseminacji
wykorzystywang w przypadku hodowli trzody chlewnej. Zwraca uwagg¢ zaréwno na uzywane do
konserwacji nasienia knura w stanie ptynnym rozcienczalniki, jak i temperatur¢ przechowywania
nasienia, uwzgledniajac biologi¢ plemnika, w tym jego strukture molekularna.

Dalsze podrozdziaty poswigcone sg reaktywnym formom tlenu. Doktorantka definiuje pojecie
RFT, podaje wewnatrzkomérkowe/plemnikowe zrodta ich powstania, a takze skupia si¢ na
fizjologicznej i patologicznej ich roli w stosunku do meskich komorek rozrodezych, podajac
molekularne mechanizmy odpowiedzialne za korzystne i niekorzystne skutki ich dziatania. Nastgpnie
przechodzi do opisu nieenzymatycznych i enzymatycznych procesow antyoksydacyjnych w nasieniu,
kluczowych w utrzymaniu réwnowagi migdzy procesami utleniania i redukcji warunkujacej
prawidtowa funkcje meskich komodrek rozrodczych i w konsekwencji ich zdolno$¢ do zaptodnienia.

Ostatnie dwa podrozdzialy dotycza waznych probleméw zwigzanych z systemem
antyoksydacyjnym nasienia knura w kontekscie jego konserwacji oraz monitorowania zmian
zachodzacych w konserwowanym nasieniu. Pani mgr Paulina Stepkowska, opierajac si¢ na danych z
pis$miennictwa, stusznie podkre$la, Zze procedura konserwacji nasienia knura narusza aktywno$é
endogennych antyoksydantéw, co prowadzi do niekorzystnych zmian w strukturze i funkcji
plemnikéw. Stad tez, celowe monitorowanie tych nieprawidlowosci i ocena catkowitej zdolnosci
antyoksydacyjnej nasienia moze przyczyni¢ si¢ do udoskonalenia metod konserwacji nasienia knura i
wydluzenia czasu jego przechowywania. Autorka, na podstawie cytowanych doniesien, zwraca uwage,
ze dodatek antyoksydantow do konserwowanego nasienia, zwlaszcza w przypadku jego
dlugoterminowego przechowywania moze korzystnie wplynaé na jako$¢ nasienia wielu gatunkow
zwierzat. Zatem uzasadnia realizacj¢ badan autorskich, w ktérych jasno sformulowala cel i
postawila hipoteze badawcza.

Pani mgr Paulina Stepkowska zatozyta, ze ,,Nasilenie wewnatrz- i zewnatrzkomorkowych
zaburzen oksydacyjnych zwigzanych z funkcjonalno-strukturalnymi uszkodzeniami plemnikéw
podczas dlugoterminowego przechowywania nasienia knura w stanie ptynnym (w rozcienczalniku
komercyjnym, w temperaturze 16°C) jest kompensowane przez dodatek zwigzkow o dziataniu
antyoksydacyjnym do rozcienczalnia.” Stad tez, sformulowata adekwatny do postawionej
hipotezy cel badan: ,,Celem badan byta analiza funkcjonalno-strukturalnych zmian zachodzacych
w plemnikach podczas przechowywania nasienia knura w stanie ptynnym z uwzglednieniem
oceny zaburzen oksydacyjnych plemnikow oraz wptywu wybranych antyoksydantow w aspekcie
doskonalenia metod przechowywania nasienia.”

Doktorantka w pierwszym etapie badan, wykorzystujac 60 ejakulatow pozyskanych od 52
knurow (rasa duroc, wiek 18-24 miesigce, uzytkowane rozplodowo w stacji unasienienia loch
znajdujacej si¢ na terenie wojewodztwa zachodniopomorskiego) dokonata wnikliwej oceny
funkcjonalno-strukturalnej plemnikéw podczas dtugoterminowego przechowywania nasienia knura w
stanie ptynnym (czas przechowywania 7 dni, komercyjny rozcienczalnik Vitasem LD, temperatura
16°C). Zgodnie z dostepnym pismiennictwem trafnie wybrata do oceny te parametry plemnika, ktore
podczas konserwacji nasienia moga ulec niekorzystnej zmianie, ze wzgledu na czas przechowywania i
potencjalny stres oksydacyjny w nasieniu, a ktore decyduja o zdolnosci plemnikow do zaptodnienia
(ruchliwo$¢, integralnos¢, funkcjonalno$¢ blony komorkowej, aktywno$¢ mitochondridow,
peroksydacja lipidow, wewnatrzkomorkowe wytwarzanie H»0,). Ponadto, Doktorantka ocenita
catkowitg zdolno$¢ antyoksydacyjng nasienia, czyli zweryfikowata status oksydacyjny w srodowisku
zewnatrzkomoérkowym plemnikow. Parametry oceniane byty w 1., 3., 5. i 7. dniu przechowywania
nasienia. Zarowno wybor wielu ocenianych parametrow, jak i dobor roézmorodnych, wzajemnie
uzupekniajacych si¢, komplementarnych metod (komputerowa ocena ruchliwoséci plemnikow —
CASA, wykorzystanie sond fluorescencyjnych i mikroskopii fluorescencyjnej oraz spektrofotometria)
pozwolito Doktorantce w pelni zrealizowaé pierwsza cze$¢ celu badan: ,,...analiza funkcjonalno-



strukturalnych zmian zachodzacych w plemnikach podczas przechowywania nasienia knura w stanie
pltynnym z uwzgl¢dnieniem oceny zaburzen oksydacyjnych plemnikow...”.

Z kolei w drugim etapie badan, przeprowadzonych na 12 ejakulatach knuréw, Pani mgr
Paulina Stgpkowska dokonata takze analizy funkcjonalno-strukturalnych zmian zachodzacych w
plemnikach podczas dlugoterminowego przechowywania nasienia knura w stanie ptynnym, ale w
przypadku, gdy do rozcienczalnika dodala w roznych stezeniach antyoksydanty enzymatyczne
(dysmutaza ponadtlenkowa — SOD lub katalaza — CAT). Wybor tych wiasnie enzymoéw jest jak
najbardziej uzasadniony, bowiem sg one pierwsza linig obrony przed RFT. Autorka, opierajac si¢ na
danych z piSmiennictwa, zastosowala trzy warianty stezenia SOD (25, 50, 75 IU/mL) i trzy CAT (100,
200 i 300 IU/mL), co $wiadczy o przemyslanym zaplanowaniu tej czes$ci badan, ktorej otrzymane
wyniki miatyby pomoc w wyborze najbardziej optymalnego Srodowiska dla przechowywania
nasienia knura/doskonalenie metod przechowywania nasienia. W ten sposob mogla oceni¢
zar6wno wplyw czasu przechowywania, jak i wplyw antyoksydantow na jako$¢ nasienia i tym samym
zrealizowa¢ druga cze$¢ celu badan, ktory dotyczyl potencjalnej protekcyjnej roli wybranych
enzymow antyoksydacyjnych wobec meskich komorek rozrodczych.

Pragn¢ podkresli¢, ze opis materiatu badawczego i metod zostal poprawnie i wyczerpujaco
zredagowany, zwilaszcza w zakresie szczegotowej charakterystyki kinetyki plemnikow i kategorii
tych komorek barwionych réznymi fluorochromami. Pozwolito to na poprawng ocene uzyskanych
danych, ktore zostaly poddane analizie statystycznej. Liczba wykorzystanych ejakulatow byta
wystarczajaca do oceny statystycznej. Zastosowane w tej ocenie testy (test Shapiro-Wilka, ANOVA,
Kruskala-Wallisa) nie budza zastrzezen recenzenta. Nalezy wspomnie¢, ze Doktorantka zbadata takze
wzajemne asocjacje mi¢dzy badanymi parametrami dla nasienia przechowywanego przez 7 dni,
obliczajac wspoétczynnik korelacji rang Spearmana (rs). Wyczerpujaca analiza statystyczna
zastuguje na uznanie. Byla ona rzetelna podstawa stwierdzen i wnioskéw zamieszczonych w
dysertacji.

Podsumowujac t¢ czgs¢ rozprawy doktorskiej uwazam, ze badania zostaly zaplanowane i
przeprowadzone w sposob merytorycznie poprawny. Sg oparte na danych z piSmiennictwa
naukowego szeroko opisanych we Wprowadzeniu. Swiadcza o dojrzalosci naukowej Doktorantki i
jej talencie warsztatowym. W kontekscie weryfikacji wplywu antyoksydantéw na jakos¢
przechowywanego nasienia niewatpliwie sa nowatorskie. Nie moge poming¢ faktu, ze byt to takze
efekt wieloletniego dos$wiadczenia, cenionego dydaktyka i pracownika naukowego profesora
Dariusza Gaczarzewicza, pod ktorego kierunkiem badania zostaly wykonane. Z kolei Jednostka,
w ktorej realizowano badania Katedra Biotechnologii Rozrodu Zwierzat i Higieny Srodowiska
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie szczyci si¢ dluga i chlubna
tradycja w zakresie aplikacji najnowszych technik monitorujgcych warto$¢ biologiczng
konserwowanego nasienia samcow.

Przechodzac do Wynikow badan, pragne zaznaczy¢, ze zostaly one logicznie, w sposob
chronologicznie poprawny, zgodnie z Kolejnoscia wykonywanych analiz, wyczerpujaco i
czytelnie opisane w poszczegodlnych podrozdziatach i przedstawione w postaci 24 tabel. W przypadku
analiz porownawczych wyniki wyrazono w postaci $rednich, median, zakresow oraz dolnego i
gornego kwartyla z uwzglednieniem istotno$ci r6znic porownywanych zmiennych. Z kolei zaleznosci
miedzy badanymi parametrami przedstawiono za pomocg warto$ci wspotczynnika rang Spearmana
wraz z istotnoscia statystyczng. Opis tabel nie budzi zastrzezen recenzenta. Natomiast podziw budzi
dojrzalo$¢ redakcyjna Doktorantki, jej umiejetnos¢ kompilowania i wlasciwej interpretacji
uzyskanych wielu danych. Nie mozna zapomnie¢, Zze Pani mgr Paulina Stepkowska w swoich
badaniach analizowala az 6 zasadniczych parametréw plemnikow/nasienia w kontekscie dwoch
zmiennych: czas przechowywania nasienia i steZenie antyoksydantéw. Wykazala sie talentem ich
przedstawienia i opisu.

Pierwsza cze$¢ opisu wynikdw dotyczy oceny wpltywu czasu przechowywania rozcienczonego
nasienia knura na badane parametry meskich komorek rozrodczych i1 calkowita zdolno$é
antyoksydacyjna nasienia. Ponadto Doktorantka odniosta si¢ do uzyskanych korelacji rang Spearmana.
Ta czg$¢ wynikow zilustrowana jest za pomocg tabeli 1, 2 1 3. Na podstawie analizy statystycznej,
Pani mgr Paulina Stgpkowska ujawnita istotny statystycznie spadek ruchliwosci plemnikow, w tym
odsetka plemnikow z ruchem postgpowym. Po 7. dniach przechowywania nasienia spadek wynosit
okoto 32%. Na uwage zasluguje fakt, ze Doktorantka z sukcesem przeanalizowala szczegétowe
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parametry kinetyczne plemnika wykazane za pomoca komputerowej analizy. Udowodnila, istotne
oddzialywanie czasu konserwacji nasienia na pr¢dko$¢ krzywoliniowg, liniowa oraz usredniong
(odpowiednio VCL, VSL, VAP) i na parametry charakteryzujace trajektori¢ ruchu plemnika (LIN,
STR, WOB, ALH, BCF). Pierwsze trzy parametry mialy tendencj¢ spadkowa, zwlaszcza predkosé
krzywoliniowa i usredniona. Z kolei jedne parametry opisujace trajektori¢ ruchu ulegaly wzrostowi
(LIN, STR, WOB, BCF), inne (ALH) obnizeniu (Tabela 1).

Pani mgr Paulina Stgpkowska wykazata takze, ze inne istotne parametry ocenianych gamet
odzwierciedlajagce zywotno$¢ plemnikoéw i ich potencjat energetyczny réwniez ulegaty obnizeniu w
miare czasu konserwacji nasienia. Zywotno$¢ meskich komorek rozrodczych, co zashuguje na uwage,
badana za pomoca dwoch niezaleznych, ale komplementarnych testéw (SYBR-14/PI oceniajacy
integralnos¢ blony komorkowej gtéwki, HOS-test weryfikujacy integralno$¢ blony komorkowej witki)
ulegata obnizeniu o okoto 23-24% po 7. dniach przechowywania. Co wiccej, Doktorantka
zaobserwowata zwigkszenie si¢ uszkodzen btony komorkowej po kazdym dniu konserwacji nasienia.
Nic wigc dziwnego, ze wobec takich uszkodzen, co jest logicznym ich nastgpstwem, potencjat
wewnetrzne] btony mitochondrialnej/mitochondrialny potencjat transblonowy (AWm) ulegat
obnizeniu, czego wyrazem byt spadek odsetka plemnikow z aktywnymi mitochondriami i wysokim
badZ obnizajacym si¢ A¥m, ale nie niskim. Konsekwentnie wzrastal odsetek plemnikéw z niska
aktywnos$cig i niskim A¥m. Spadek aktywno$ci mitochondriéw byt znaczny, bowiem mediana
plemnikow z aktywnymi mitochondriami w 1. dniu konserwacji wynosita 88%, a w 7. tylko 55%
(Tabela 2).

Weryfikacja nastgpnych dwéch — parametrow — (peroksydacji  lipidow  blonowych,
wewnatrzkomorkowe wytwarzania H»O>) jest jak najbardziej merytorycznie uzasadniona, wobec
zatozenia Doktorantki, ze w trakcie konserwacji nasienia dochodzi do stresu oksydacyjnego. Zgodnie
z oczekiwaniem nastgpowatl istotny wzrost gamet z peroksydacja lipidow (BODIPY-pozytywnych),
zaro6wno zywych, jak i martwych. Odsetek plemnikéw BODIPY-pozytywnych w 1. dniu w stosunku
do 7. dnia przechowywania nasienia zwigkszatl si¢ $rednio o okoto 6%. Podobny wzrost Autorka
wykazata w przypadku odsetka komorek wytwarzajacych wewnatrzkoméorkowo H0. (komorki
DCFH-DA — pozytywne). Nie ulega watpliwosci, ze trafnym uzupelnieniem powyzszych wynikow
byta ocena catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej nasienia, ktora w miare czasu jego przechowywania
zmniejszala si¢ (mediana w 1 dniu = 0,89 mmol, w 7 dniu = 0,69 mmol), co byto zgodne ze zmianami
w peroksydacji lipidow blonowych i generowaniem H;O,. Nalezy zwrdci¢é uwage, ze nie byly to
jednak zmiany drastyczne, biorgc pod uwage zmiany we wczesniej opisanych parametrach (Tabela 2).
Jak mozna thumaczy¢ takie wyniki?

Dalsza poprawna analiza statystyczna dotyczyla ujawnienia zalezno$ci miedzy badanymi
parametrami gamet meskich przechowywanych przez 7 dni. (Tabela 3). Doktorantka wykazata, ze
ruchliwo$¢ plemnikéw korelowata dodatnio z integralnos$cia ich blony komorkowej badz aktywnoscia
ich mitochondriow. Wartos¢ wspotczynnikow korelacji wskazywata na silng lub bardzo silng asocjacje
migdzy tymi parametrami (rs > 0,7-0,9 i > 0,9). Z kolei ujemne korelacje Doktorantka stwierdzita
migdzy oksydacyjnym uszkodzeniem meskich gamet a ruchliwoscig plemnikow, integralno$cia ich
btony komorkowej i aktywnoscia ich mitochondriéw. Sita zwigzku byta umiarkowana (rs > -0,4—0,7).
Ostatnia analizowana zalezno$¢ dotyczyta catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej nasienia, ktora
korelowata dodatnio z wymienionymi parametrami plemnikow (sita asocjacji byta staba — rs > 0,2—
0,4), natomiast ujemnie z oksydacyjnym uszkodzeniem plemnikéw (sita asocjacji byta umiarkowana).
Uzyskane wyniki wyraznie wskazywaly, ze ruchliwo$¢ gamet meskich zalezna jest od jakoSci
blony komoérkowej i mitochondriow a wzrost oksydacyjnego uszkodzenie plemnikow i obnizenie
zdolnosci antyoksydacyjnej nasienia moze by¢ czynnikiem ryzyka nieprawidlowosci
strukturalno-funkcjonalnych plemnikéw. Uzyskane zaleznosci uzupelnialy analize poréwnawcza
danych parametréw. Ze wzgledu na warto$¢ wspotczynnikéw korelacji, ktére moéwia o natezeniu
asocjacji migdzy danymi parametrami, recenzent proponuje uzupelni¢ w podrozdziale Analiza
statystyczna Iub pod Tabela 3 jakie wartosci rs odpowiadaja danej sile zwigzku.

Obszerna cze$¢ wynikow, zgodnie z wspomnianym juz zatozeniem, ze podczas
dlugoterminowego przechowywania nasienia moze doj$s¢ do ewentualnego uposledzenia zdolno$ci
antyoksydacyjnej nasienia, poswigcona jest wptywowi enzymatycznych antyoksydantéw dodawanych
do rozcienczalnika, na analizowane juz wcze$niej parametry plemnikow. Doktorantka wyniki zawarta



w 21 tabelach (Tabela 4-24) i z sukcesem przeanalizowala cytoprotekcyjna role SOD i CAT w
zalezno$ci od ich dawek i czasu przechowywania nasienia.

Ujawnita, migdzy innymi, ze po 7. dniach konserwacji nasienia, najnizsza tendencja spadkowa
ruchliwosci plemnikow (o okoto 31%) miala miejsce w przypadku najnizszego st¢zenia SOD,
natomiast najwyzsza (42%) w przypadku najwyzszego, co zgodne bylo z oceng ruchu postgpowego, w
tym szybkiego i niektorymi szczegétowymi parametrami kinetyki plemnikow wykazywanych za
pomocag CASA. Wyniki te sugeruja, ze zwiekszenie dawki SOD niekorzystnie wplywalo na
ruchliwos¢ plemnikéw. Niemniej jednak zaskakujacy byl fakt, ze pomimo spadku ruchliwosci
plemnikéw liniowo$¢ 1 prosto§¢ ruchu tych komoérek wzrastala podczas calego okresu
przechowywania nasienia niezaleznie od wariantu SOD. W przypadku integralnosci btony
komorkowej plemnikéw Doktorantka nie stwierdzita rdéznic istotnych migdzy grupa kontrolng a
poszczegbdlnymi wariantami SOD, natomiast wykazala je w przypadku oceny A¥m. Istotnie wiecej
meskich gamet z aktywnymi mitochondriami zaobserwowala przy najnizszym wariancie SOD w
odniesieniu do wariantu z najwyzsza dawka SOD i grupy kontrolnej. Podobnie, jak w przypadku
ruchliwosci plemnikow wydaje sie, Ze wysoka dawka SOD niekorzystnie wplywala na aktywnos¢
mitochondriéw. Bioragc pod uwage peroksydacje lipidow plemnika i generowanie przez te komorki
H,O; Pani mgr Paulina Stepkowska ujawnita korzystny wplyw SOD na status blony komorkowej
plemnikow. Najnizszy odsetek meskich gamet z utlenionymi lipidami blonowymi w 7. dniu
przechowywania stwierdzita stosujac $redni wariant SOD (50 IU/mL). Podobne wyniki uzyskata w
przypadku analizy liczby gamet wytwarzajacych H2O0.. Zatem w obu badanych parametrach
suplementacja SOD, zgodnie z oczekiwaniem Autorki, miala istotny wplyw na zmniejszenie sie
oksydacyjnych uszkodzen meskich komoérek rozrodczych.

Wpltyw dodatku CAT do rozcienczalnika okazat si¢ takze korzystny, bowiem w 7. dniu
konserwacji nasienia odsetek plemnikéw z ruchem postgpowym, w tym ruchem postgpowym szybkim
w grupach z dodatkiem CAT byt wyzszy W odniesieniu do grupy kontrolnej. Okazato sig, ze
najkorzystniej dzialal najnizszy wariant CAT (100 Ul/mL) i $redni (200 UI/mL). Najwyzszy
wariant tego antyoksydantu (300 UI/mL) nie miat oczekiwanego efektu, wrecz przeciwnie powodowat
silniej zaznaczony w koncowym okresie przechowywania spadek plemnikéw z ruchem postgpowym.
Doktorantka wyraznie podkreslila, ze we wszystkich wariantach rozcienczalnika z dodatkiem CAT, z
wyjatkiem najwyzszego wariantu, podczas calego okresu konserwacji nasienia obserwowala
tendencje wzrostowe wskaznikoéw kinetyki plemnika — liniowos¢ i prosto$¢ ruchu. Dalej ujawnita, ze
w obecnosci CAT zwigkszata si¢ integralnos¢ blony komorkowej plemnikow i podobnie, jak w
przypadku ruchliwosci meskich gamet, udowodnila, Ze najnizsze i Srednie stezenie tego enzymu
okazalo si¢ optymalne. Ponadto, zaobserwowata, ze $rednie stezenie CAT miato korzystny wplyw
na aktywnos$¢ mitochondriow. Najwyzszy odsetek plemnikow z aktywnymi mitochondriami w 7. dniu
konserwacji nasienia stwierdzita w przypadku tego wariantu CAT. Wykazata takze, ze dodatek CAT
do rozcienczalnika chronil plemniki przed peroksydacjg lipidow i zmniejszal generowanie przez
nie H,O,. W 1. i 3. dniu przechowywania nasienia zanotowata nizszy odsetek meskich gamet z
utlenionymi lipidami btonowymi w grupie z dodatkiem najnizszego i $redniego wariantu CAT w
odniesieniu do grupy bez dodatku CAT. Natomiast najnizszy odsetek komoérek wytwarzajacych
wspomniang reaktywng form¢ tlenu ujawnita w koncowym okresie przechowywania w przypadku
najnizszej dawki CAT.

Dydaktyczne, kondensacyjne omoéwienie wynikow badan i dyskusja zostaly zawarte w
rozdziale Dyskusja. Biorgc pod uwage dane z pisSmiennictwa Doktorantka dokonata dokladnej i
umiejetnej analizy uzyskanych danych w $wietle wynikow badan innych autorow. Wykazala sie
talentem ich laczenia i poszukiwania powigzan miedzy nimi. Przesledzita obszerng dynamike
zmian strukturalno-funkcjonalnych plemnikéw knura w  proponowanych  warunkach
dos$wiadczalnych. Majac wiedze z zakresu biologii tych gamet i niekorzystnych proceséw/czynnikow
jakie moga wystepowac podczas dtugotrwalej konserwacji nasienia przed unasienieniem, jak réwniez
majgc swiadomos$¢é, ze nie wszystkie zjawiska w tym zakresie sg poznane, ostroznie i z dystansem
zinterpretowata swoje wyniki, ktore w niektorych przypadkach nie zawsze byly jednoznaczne i
nietatwe do wyjasnienia. Uwzglednita molekularne mechanizmy uczestniczace w utrzymaniu
integralnosci biologicznej meskich komorek rozrodezych, ktore podczas konserwacji nasienia mogty
by¢ naruszone. W ten sposob zasugerowala ewentualny patomechanizm odpowiedzialny za
nieprawidlowosci strukturalno-funkcjonalne plemnikéw i przez to ich zwigkszona wrazliwo$¢ na
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oksydacyjne dziatanie RFT, co wazne, ich zdolno$¢ do generowania RFT. Stusznie zasugerowala, ze
czynnikiem sprawczym obserwowanych zaburzen plemnikéw (np. spadek zywotnosci i ruchliwos$ci
plemnikéw, aktywnosci ich mitochondriow), mogty by¢ RFT, ktore uszkadzajac struktury plemnika
przyczynity si¢ do wtornego ich generowania (np. uszkodzenie bton mitochondrialnych jest
czynnikiem sprawczym tworzenia patologicznych ilosci RFT przez uposledzony tancuch oddechowy
zlokalizowany w wewngtrznej blonie tych organelli), czego wyrazem byt obserwowany przez
Doktorantke wzrost komorek wytwarzajacych RFT.

Dalej Autorka zwrocita uwagg, ze specyficzna ochrona antyoksydacyjna nasienia knura ma
niebagatelne znaczenie w utrzymaniu homeostazy funkcjonalnej plemnikow, a wzbogacenie
rozcienczalnika w kluczowe antyoksydanty takie jak SOD i CAT w odpowiednich stezeniach moze
zminimalizowa¢ szkodliwe dziatanie stresu oksydacyjnego, tym bardziej ze podczas konserwacji
nasienia knura miat miejsce spadek catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej nasienia. Z drugiej jednak
strony Pani mgr Paulina Stgpkowska zdaje sobie sprawe, ze dobor optymalnej dawki wymienionych
enzyméw wymaga dalszych badan, bowiem wzajemne interakcje migdzy strukturami plemnika a
czynnikami $rodowiska zewngtrznego sa ztozone i nie zawsze do konca klarowne. Zbyt wysoka
dawka antyoksydantu moze dziata¢ niekorzystnie, co wykazata Doktorantka. Dlaczego? Biorac pod
uwage doniesienia z ostatnich lat recenzent sugeruje, ze moglto dojs¢ do paradoksu
antyoksydacyjnego, czyli stresu redukcyjnego, w ktorym procesy redukcji przewazaja nad
utlenianiem, co najprawdopodobniej przyczynia sie do obnizenia biologicznej funkcji plemnika, w
tym jego zdolnoSci do zaptodnienia®. Monitorowanie zatem zjawisk, zwlaszcza tych o charakterze
patologicznym jakie mogg pojawic si¢ podczas konserwacji nasienia jest uzasadnione i konieczne.

W opinii recenzenta sformulowane w dysertacji Stwierdzenia/wnioski sg zgodne z
uzyskanymi wynikami i odpowiadaja na cele badan. Interpretacja wynikéw jest poprawna, a
praktyczne sugestie z niej wynikajace trafne i potrzebne. Pani mgr Paulina Stgpkowska dowiodta,
ze:

e czas konserwacji miat znaczacy wpltyw na jakos$¢ nasienia knura przechowywanego przez 7
dni w rozcienczalniku Vitasem LD, a wyrazem tego bylo uszkodzenie struktur plemnika i
nasilenie si¢ oksydacyjnych procesow w tych komoérkach przy spadku catkowitej zdolno$ci
antyoksydacyjnej w ich §rodowisku zewnatrzkomorkowym,;

e wykazane zaleznosci migdzy parametrami jakosci nasienia, w tym wskaznikami zaburzen
oksydacyjnych wskazuja na wieloaspektowe podtoze zmian zwigzanych z uszkodzeniem
struktur komorkowych i zaburzen funkcji plemnika podczas przechowywania dawek
inseminacyjnych;

e zaburzenia integralnosci 1 funkcji struktur komorkowych plemnikow w trakcie
przechowywania nasienia knura moga by¢ spowodowane obnizeniem potencjatu
antyoksydacyjnego $rodowiska plemnikoéw i generowaniem nadmiernej ilosci reaktywnych
form tlenu; zmiany te moga by¢ kompensowane przez dodatek do rozcienczalnika zwigzkow o
dziataniu antyoksydacyjnym (takich jak dysmutaza ponadtlenkowa i katalaza);

e najbardziej optymalne dzialanie cytoprotekcyjne ma zastosowanie jako dodatek do
rozcienczalnika dysmutazy ponadtlenkowej w stezeniach 25 TU/mL i 50 1U/mL, natomiast
katalazy w stezeniach 100 IU/mL oraz 200 IU/mL.

Na podstawie powyzszych wnioskow Doktorantka zaleca/sugeruje:
e aby minimalizowa¢ okres przechowywania dawek inseminacyjnych w celu efektywniejszego

wykorzystania potencjatu biologicznego nasienia przechowywanego w rozcienczalniku
Vitasem LD;
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e potrzebe szerszego wyjasnienia ztozonego podioza strukturalno-funkcjonalnych zmian
plemnikoéw podczas przechowywania dawek inseminacyjnych i wykorzystania osiagnie¢
badawczych w pracach nad modyfikacja srodowiska dlugoterminowo przechowywanych
plemnikow knura;

e zastosowanie dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy jako komponentéw rozcienczalnikow
celem poprawy efektywno$ci metod konserwacji nasienia knura;

e podjecie szerszych prac badawczych celem okreslenia oddziatywania wybranych
antyoksydantow na jeszcze inne wlasciwosci konserwowanych plemnikow i potwierdzenia
efektywnos¢ dokonanych modyfikacji rozcienczalnikow po wykonaniu zabiegow
inseminacyjnych na lochach.

Ze wzgledu na obowiazek recenzenta ponizej zamieszczam uwagi, ktére w zaden sposéb nie
zmniejszaja wartoSci merytorycznej przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej. Sa to
jedynie redakcyjne sugestie:

e w pismiennictwie polskim skrotem dla reaktywnych form tlenu jest skrot RFT a nie ROS,

e strona 16, Doktorantka uzywa nazwy ,,proteazy serynowej” stosujac skrot PKC. Skrot ten
oznacza kinaz¢ C a nie proteaze (ang. protein kinase C). W transdukcji opisywanego sygnatu
bierze udziat kinaza C.

Podsumowujgc przedstawiong mi do oceny rozprawe doktorskg oceniam wysoko. Na uznanie
zastuguje warsztat laboratoryjny Doktorantki z zakresu nowoczesnej i trafnej oceny plemnikow.
Wykazata si¢ Ona talentem w planowaniu badan, analizie i interpretacji otrzymanych danych, a takze
w ich redagowaniu. Poszczegélne rozdziaty $wiadczg o duzej elokwencji Autora, ktora poparta jest
rzetelna wiedza naukowa. Prezentowane badania zdecydowanie uzupelniajg wiedze z zakresu
konserwacji nasienia knura i maja nie tylko istotna warto$¢ poznawcza, ale i praktyczna. Z tego tez
wzgledu sa innowacyjne.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w artykule 13 ust. 1 ustawy z dnia
14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 r., poz. 1789). Mam zaszczyt, wnosi¢ do Rady Dyscypliny Naukowej
Zootechnika i Rybactwo Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
wniosek 0 dopuszczenie Pani mgr Pauliny Stepkowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med. i n. 0 zdr. Matgorzata Piasecka
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