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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

lek. wet. Marii Eberhardt w postepowaniu o nadanie stopnia naukowego doktora

w dyscyplinie weterynaria przed Radg Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu, pt. Badania nad wiasciwosciami in vitro oraz zdolnoscig zaptadniajaca
plemnikéw zubra (Bison Bonasus) w aspekcie doskonalenia metod kriokonserwacji gamet

meskich tego gatunku

W dniu 10 grudnia 2020 r. Migdzynarodowa Unia Ochrony Przyrody (ang. International Union
for Conservation of Nature; IUCN) zaktualizowata Czerwong Liste Gatunkéw Zagrozonych.
Zubr (Bison bonasus L.), najwiekszy ssak lagdowy w Europie, dzieki ciagtym wysitkom
ochronnym zmienit status z gatunku zagrozonego na bliski zagrozenia. Dr Bruno Oberle,
dyrektor generalny IUCN podkreslit, ze ogromne wysitki prowadzace do ochrony tego gatunku
przyniosty skutek jednak rosngca lista gatunkéw wymartych wyraznie przypomina, ze nalezy
nadal pilnie zwigkszac prace na rzecz ochrony przyrody. W dzisiejszych czasach konieczne
jest niwelowanie globalnych zagrozer poprzez dazenie do zréwnowazonego dziatania
cztowieka we wszystkich sektorach gospodarki wyznaczajgc i realizujac ambitne cele

w zakresie strategii ochrony réznorodnosci biologicznej. Obecnie zubr pozostaje zalezny od
biezgcych srodkéw ochronnych, takich jak translokacja do bardziej optymalnych siedlisk
otwartych (z wystarczajagcg iloscig pozywienia) i ograniczanie konfliktow cztowiek-zubr
powstatych w wyniku przebywania zubra na terenach rolniczych oraz dokarmiania. Dlatego
koniecznym jest utworzenie obszaréw chronionych obejmujgcych otwarte taki gdzie zubry
beda mogly zy¢ i rozmnazaé jak w czasach $wietnosci tego gatunku. Z drugiej strony bardzo
intensywnie rozwijajgce sie technologie wspomagania rozrodu moga pomagaé w ochronie
gatunkoéw dzikich przezuwaczy przed wyginieciem lub pomagaé zwiekszy¢ liczbe zwierzat
hodowlanych, Wigkszo$¢ wysitkow w zakresie binhanknwania skipia sie na opracowaniu 1

skutecznych protokotéw konserwacji plemnikéw, oocytéw i zarodkéw. Kriokonserwaci

plemnikéw pozostaje najmniej inwazyjna i najtaniszg metoda przechmy;ﬁ?\?:’mia plazmy
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zarodkowej. W ciggu ostatnich kilku lat opracowano kilka biotechnologii wspomagajgcych
rozrod wykraczajgcych poza konwencjonalne zamrazanie plemnikéw. Nalezg do nich techniki
ultraszybkiego zamrazania. Jednak rezultaty dla wielu gatunkéw poddanych sztucznej
inseminacji przy uzyciu zamrozonych i rozmrozonych plemnikéw wcigz potrzebujg dalszego

doskonalenia.

1. Wartosé naukowa rozprawy

Oryainalnosc¢ badan

Rozprawa doktorska Pani lek. wet. Marii Eberhardt, dotyczy powyzej wspominanego
niezwykle wazkiego tematu utrzymania ciggtosci gatunkowej zubra. Badania prowadzone
W niniejszej dysertacji wpisuja sie w nieoceniona, wybitng dziatalno$é Pani Prof. dr hab.
Wandy Olech-Piaseckiej z Katedry Genetyki iOchrony Zwierzat Instytutu Nauk
0 Zwierzegtach Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ktéra jest Prezesem
Towarzystwa Mitosnikow Zubréw. Natomiast w Katedrze Rozrodu z Klinikg Zwierzat
Gospodarskich Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu od wielu lat intensywnie
prowadzone s3 badania rozrodu i andrologii zwierzat udomowionych i dzikich ze
szczegolnym uwzglednieniem oceny i konserwacji nasienia w niskich temperaturach
oraz leczenia nieptodnos$ci samic i samcow z uzyciem technik wspomaganego rozrodu.
Pan Prof. dr hab. Wojciech Nizanski jest uznanym w kraju i na swiecie wysokiej klasy
specjalista w tym zakresie. Po raz pierwszy w niniejszej dysertacji zostajg podjete
szczegotowe analizy na poziomie komoérkowym plemnikéw najgdrzowych zubra wraz
z zastosowaniem techniki kriokonserwacji, selekcji za pomocg wirowania w gradiencie
gestosci Percollu® oraz testu wigzania z ostonka przejrzysta.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie spéjnego
tematycznie zbioru artykutéw, sktadajgcego sie¢ z dwéch oryginalnych opublikowanych
prac oryginalnych oraz przestanej do repozytorium przed wydawniczego pracy

oryginalnej (wrzesien 2023), w ktérych Kandydatka jest pierwszym autorem.

Warto$¢ naukowa

Rozprawa doktorska sktada sig z nastepujacych gtownych czesci: stownik terminéw, wstep,
przeglad pismiennictwa, hipotezy badawcze i cele pracy, zadania badawcze oraz publikacje
wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej, materiat i metody, wyniki, omoéwienie wynikéw,
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wnioski, piSmiennictwo, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, zatgczniki: publikacja
(nr 1) Eberhardt i wsp. Scientific Reports 2023, publikacja (nr 2) Eberhardt i wsp. BioMed
Central Veterinary Research 2022, publikacja (nr 3) Eberhardt i wsp. przestana do

repozytorium przed wydawniczego bioRxiv, oraz oswiadczenia wspétautorow.

Oryginalne opublikowane prace naukowe stanowigce rozprawe doktorskg lek. wet. Marii
Eberhardt to przygotowane we wspoétpracy migdzynarodowej prace wymienione wg. kolejnosci
prowadzonych analiz:

1.Eberhardt M, Prochowska S, Partyka A, Bielas W, Van Soom A, Olech W, Nizanski W. The
morphology, morphometry and functionality of fresh and cryopreserved wisent (Bison
bonasus) epididymal spermatozoa. Sci Rep. 2023, 24;13(1):13866. doi: 10.1038/s41598-023-
40798-y. (IF: 4.996; MEN 140 pkt).

2.Eberhardt M, Prochowska S, Duszewska AM, Van Soom A, Olech W, Nizanski W. The
influence of Percoll® density gradient centrifugation before cryopreservation on the quality of
frozen wisent (Bison bonasus) epididymal spermatozoa. BMC Vet Res. 2022, 10;18(1):305.
doi: 10.1186/s12917-022-03408-z. (IF: 2.792; MEN 140 pkt).

oraz praca przestana do repozytorium przed wydawniczego:

3.Eberhardt M, Colobo M, Prochowska S, Luvoni GC, Olech W, Nizanski W. The first report
on the use of a zona pellucida binding assay to compare the effects of European bison (Bison
bonasus) epididymal spermatozoa cryopreservation in two different extenders. bioRxiv
2023.09.11.557052.

W pierwszej pracy oryginalnej (nr 1) Eberhardt i wsp. Sci Rep 2023: The morphology,
morphometry and functionality of fresh and cryopreserved wisent (Bison bonasus) epididymal
spermatozoa plemniki najgdrzowe pobrano posmiertnie od zubréw poza sezonem legowym
(wrzesien-kwiecien) ze stad hodowlanych lub zagréd pokazowych z 13 miejscowos$ciach w
Polsce w latach 2015 - 2023 (n = 27; wiek 3 - 20 lat). Komérki poddano kompleksowej
charakterystyce morfologicznej, morfometrycznej i funkcjonalnej oraz oceniono efektywnosé
ich  kriokonserwacji w rozcieAczalniku na bazie buforu (Tris(hydroksymetylo)-
aminometanowego i z6ttka jaja kurzego. Oceniono catkowitg liczbe plemnikéw uzyskanych od
Jednego osobnika (srednia 1985.0 x 10°%). Gamety te charakteryzowaty sie ruchliwoscig na
poziomie (Sred.) 40.0%, zywotnoscig (Sred.) 69.8% i prawidtowa morfologig ($red.) 54.3%.
Oceniono $rednig wielko$¢ gtowki plemnika, diugo$é i pole powierzchni. Zywotng populacje
uzyskanych gamet charakteryzowaty (sred. wartosci) dla: 53.02% komoérek - nienaruszona
btona, 50.8% - nienaruszony akrosom, 0.4% - pofragmentowana chromatyna, 5.9% - wysoki
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potencjat mitochondrialny i 42.1% brak peroksydacji lipidow. Zywa populacje
zamrozonych/rozmrozonych gamet charakteryzowaty (Sred. wartosci): 18.4% komorek
posiadio nienaruszong bfone, 35.1% nienaruszony akrosom, 0.07% nienaruszong
chromatyne, 12.8% komorek wykazywato wysoki potencjat mitochondrialny i 16.3% komorek
nie wykazywato peroksydaciji lipidéw. Badania prowadzone przez Doktorantke pozwolity na
wstepne okreslenie niektorych standardéw gatunkowych oceny plemnikéw najadrza zubra
m.in. plemniki pobrane w okresie bliskim sezonu rujowego miaty najlepsze parametry

funkcjonalne. Wyniki uzyskane z analiz kriokonserwanych plemnikéw Zubra wskazaty. ze

rozcienczalnik na bazie buforu Tris z dodatkiem Z6ttka jaja kurzego moze byé uzyteczny

w dalszych analizach w tym kierunku.

W drugiej pracy oryginalnej (nr 2) Eberhardt i wsp. BMC Vet Res 2022: The influence of
Percoll® density gradient centrifugation before cryopreservation on the quality of frozen wisent
(Bison bonasus) epididymal spermatozoa podjeto prébe oczyszczenia nasienia zuréw
(materiat badawczy jak w pracy nr 1) przeznaczonego do kriokonserwacji aby zwiekszyé
jako$¢ pozyskiwanych w ten sposéb gamet. Do analiz uzyto Percoll® w gradiencie gestosci
a probki oceniano nastepnie za pomocg komputerowego systemu analizy nasienia i cytometrii
przeptywowej. Stwierdzono, ze wirowanie w gradiencie gestosci Percollu® spowodowato
zwigkszenie odsetka plemnikéw ruchliwych, plemnikéw o prawidtowej morfologii i prawidtowej
funkcjonalnosci, ale takze znaczne zmniejszyto catkowita liczbe plemnikéw. Niemniej jednak
stezenie zamrozonych plemnikéw byto w dalszym ciggu wystarczajgce do uzyskania
z kazdego najadrza kilku petnych dawek inseminacyjnych (jak te okreslone dla bydta). Na
podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka stwierdzita, e wysokiej jakosci dawka

inseminacyjna do celéw zaptodnienia in vitro powinna byé pozbawiona detrytusu podczas gdy

ogoélna liczba plemnikéw jest sprawa drugorzedna jednak réwnie wazna. Wirowanie

w_gradiencie gestosci Percollu® jest istotnym elementem przygotowania prébek nasienia

zubra do kriokonserwaciji.

W trzeciej pracy oryginalnej (nieopublikowanej) (nr. 3) Eberhardt i wsp. (wystana do
bioRxiv): The first report on the use of a zona pellucida binding assay to compare the effects
of European bison (Bison bonasus) epididymal spermatozoa cryopreservation in two different
extenders Doktorantka po raz pierwszy zastosowata test wiazania ostonki przejrzystej do
oceny jakosci kriokonserwowanych plemnikéw zubra (materiat badawczy jak pracach
nr1i2). Ze wzgledu na bliskie pokrewienstwo miedzy gatunkami zastosowano protokdt testu
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wigzania ostonki przejrzystej oocytu bydlecego. Aby wykluczy¢ wptyw sktadu rozrzedzalnika
uzytego do kriokonserwacji, plemniki poddano kriokonserwacji w rozciericzalniku na bazie
buforu Tris, zottku jaja i gliceryny oraz w komercyjnym rozcienczalniku Andromed®. Dla
rozrzedzalnikéw na bazie buforu Tris i Andromedu® wykazano nastepujgce réznice:
ruchliwosc¢ plemnikéw rozmrozonych odpowiednio 25% i 15%, zywotno$¢ sredn. odpowiednio
30.75% i 51.25% oraz prawidtowa morfologia $redn. odpowiednio 81.5% i 80.75%. Dla obu
rozrzedzalnikow ruchliwo$¢ w zakresie parametréw szczegdtowych w analizie CASA byta
niska. Niezaleznie od uzytego rozcienczalnika, do 100% oocytow zwigzaty sie plemniki (Sredn.
66.26 plemniki mrozone w rozcienczalniku na bazie Tris i $redn. 27.37 plemniki
kriokonserwowane w rozcienczalniku Andromed®). Lepsze rezultaty wigzania do ostonki
przejrzystej dla plemnikéw kriokonserwowanych w rozcienczalniku na bazie Tris pokrywajg sie

z wynikami oceny nasienia zubra opisanej w pracach 1 i 2. Doktorantka wykazata, Zze protokét

wigzania ostonki przejrzystej opracowany dla bydta moze byé uzywany do oceny plemnikow

najgdrzowych zubra po kriokonserwacji a przed przystapieniem do uzycia technik

wspomaganego rozrodu.

Podejmujgc badania opisane w dysertacji pani lek. wet. Maria Eberhardt byta $wiadoma
ogromnej ich trudnosci jednak zmierzyta sie z poszczegdlnymi problemami, ktére na kazdym
etapie mogty przyczynic¢ sig do niepowodzenia podjetej pracy. Nalezy w tym miejscu pochwalié
ogromng determinacje Doktorantki w dgzeniu do uzyskania wynikéw z poszczegélnych
analiz prowadzonych po raz pierwszy na podstawie niewielkiej iloéci danych literaturowych
z badan w wigkszosci uzyskanych ze zwierzagt hodowlanych m.in.: (i) pozyskanie plemnikéw
poprzez posmiertne nacinanie najadrzy, oczyszczanie w gradiencie Percollu®, wybér
najlepszego rozrzedzalnika do kriokonserwacji czy test wigzania z ostonka przejrzystg oocytu
bydlecego.

Powyzsze wyniki badan przedstawione w pracach 1-3 sg pionierskie, obiecujace
i pozwalaja na podjecie dalszych prac prowadzacych do zachowania cennego materiatu
genetycznego i jego dalszego wykorzystania w technikach sztucznego zaptodnienia

u zubra.
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2. Wartos¢ merytoryczna rozprawy

W mojej opinii rozprawa jest w petni poprawna pod wzgledem merytorycznym. Doktorantka
bardzo dobrze wprowadzita czytelnika w tematyke badawczg. Uzyte rutynowe ale liczne
techniki: izolacja plemnikéw z najadrzy, ocena mikroskopowa (ruch, koncentracja, catkowita
liczba plemnikéw), barwienie eozyna-nigrozyna, barwienie Giemzy (wg. Watsona), CASA, czy
fluorescencyjna cytometria przeptywowa (ocena ciggtosci btony komoérkowej, potencjatu
mitochondrialnego, peroksydacji lipidow, statusu chromatyny), wirowanie w gradiencie
gestosci Perocollu® i kriokonserwacja oraz test wigzania z ostonka przejrzystg oocytu wraz

z przygotowaniem rzeznianych oocytow bydlecych, barwienie bis-beznimid, mikroskopia
fluorescencyjna sa poprawnie opisane. Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze Kandydatka
bardzo dobrze opanowata powyzszy warsztat badawczy, a takze umiejetnie postuguje sie
narzedziami statystycznymi do analizy uzyskanych danych. Sposéb przedstawienia wiedzy
oraz wynikéw wraz z ich krytyczng analizg podlegaty juz ocenie przez recenzentéw czasopism
w ktorych zostaty opublikowane artykuty nr.1i 2. Artykut nr. 3 jest obecnie dostepny on-line

i podlega publicznie dostepnej ewaluacji. Tym niemniej, na podstawie Dyskusji dysertac;ji
mozna stwierdzi¢, ze Doktorantka potrafi wtasciwie analizowaé¢ wyniki i dyskutowac je na tle

pi$miennictwa oraz umiejetnie formutowac wnioski.
3. Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

Dysertacja zostata poprawnie skonstruowana w oparciu o zalecenia Rady Naukowej
Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu i uwzglednia wszystkie
wymagane elementy rozprawy doktorskiej przygotowanej w formie zbioru artykutéw. Praca
napisana jest bardzo starannie z uwzglednieniem poprawnych zasad gramatyki i pisowni.
Chciatabym podkresli¢, ze Doktorantka doskonale postuguje sie terminologig z zakresu
biologii, biologii molekularnej, hodowli zwierzat czy medycyny weterynaryjnej. Wskazuje to na
skrupulatne przygotowanie merytoryczne do przeprowadzenia i napisania rozprawy
doktorskiej a takze na biezace uzupetnianie swojej wiedzy. W pracy znalaztam niewielkie
uchybienia - pojedyncze niekonsekwencje w stosowaniu petnych nazw, skrotow lub
terminologii anglojezycznej np. reaktywne formy tleniu. Warto bytoby podac takze petng nazwe

chemiczng wskazujgcg na sktad ,buforu Tris” przed stosowaniem opisu ,bufor Tris”.
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4. Uwagi krytyczne

Nie mam zadnych uwag krytycznych do niniejszej dysertacji. Natomiast czytajgc rozprawe
i powyzej przedstawione cechy naukowe Doktorantki nasunely mi sie nastepujace

przemyslenia-pytania:

1. Czy ograniczenia badan (jakie) napotkane przez pania mogg by¢ w przysziosci
zniwelowane?

2. Czy technologie uwzgledniajgce podziat zarodkéw, transfer jadra komorek
somatycznych czy indukowanie pluripotentnych komorek macierzystych w tym
embrionalnych mogty by takze byé uzyte w pracach nakierowanych na ochrone zubra?
Jak powinny zosta¢ one poprowadzone?

3. W leczeniu nieptodnosci cztowieka wcigz brak jest odpowiednich testéw do zbadania
komorki rozrodczej meskiej przed jej uzyciem w technikach wspomaganego rozrodu.
Czy i jakie analizy plemnika zaproponowataby pani gdyby w przysztoéci sztuczne

zaptodnienie byto wykonane u zubra?

5. Ocena koncowa

Oceniana rozprawa doktorska zawiera bardzo interesujgce wyniki naukowe, ktére nosza
cechy odkry¢ naukowych. Rozprawa wskazuje na bardzo duzg wiedze Doktorantki
w zakresie opisywanego tematu, umiejetno$¢ prowadzenia i modyfikacji protokotéw

analitycznych, interpretaciji wynikéw i niewatpliwie wnosi nowe, wazkie elementy do nauki.

Ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska lek. wet. Marii

Eberhardt spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo

0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023, poz. 742 z p6zn. zm.) i wnioskuje do Rady
Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
o dopuszczenie lek. wet. Marii Eberhardt do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Roéwnoczesnie ze wzgledu na podjety powazny i trudny temat. przeprowadzone z sukcesem

badania i uzyskane istotne wyniki o znamionach aplikacyjno$ci a takze wiedze i

zaangazowanie Doktorantki wnioskuje o wyréznienie pracy.
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