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Recenzja

dysertacji doktorskiej lekarz weterynarii Marii Eberhardt
pt. ,,Badania nad wlasciwo$ciami in vitro oraz zdolnos$cia zaptadniajaca
plemnikéw Zubra ( Bison Bonasus) w aspekcie doskonalenia metod

kriokonserwacji gamet meskich tego gatunku.”

Podstawg formalng recenzji jest uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu z dnia 10 pazdziernika 2023 r.
Promotorami przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej sa: Prof. dr hab.
Wojciech Nizanski Uniwersytet Przyrodniczy we Wroclawiu oraz Prof. dr hab.
Wanda Olech-Piasecka, Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Rozprawe doktorskg Pani lek. wet Marii Eberhardt, stanowig wedhug zataczone;
dokumentacji, trzy wskazane przez Doktorantke, monotematyczne, oryginalne prace,
ktore zostaly opublikowane w recenzowanych czasopismach naukowych
indeksowanych przez Journal Citation Report o Impact Factor od 2,6 do 4,6. Laczna
suma punktow MNiSzW przedstawionych prac wynosi: 280 pkt. Jedna z prac
opublikowana zostala w BMC Vet Res (2022) , druga w Sci Rep ( 2023), natomiast
trzecia praca w formie preprintu na platformie bioRxsiv ( 2023). We wszystkich trzech
pracach Doktorantka jest pierwszym autorem.

Podje¢ta przez Doktorantke problematyka badawcza oparta zostata na czterech

hipotezach badawcezych, a mianowicie: mozliwodcei kriokonserwacji nasienia Zubrow



pozyskanego post mortem z najadrzy poza sezonem rozrodczym. Wykorzystanie
odpowiedniego rozrzedzalnika na bazie buforu Tris i zoltka jaja kurzego. Selekcje
plemnikow w odpowiednim gradiencie ( Percoll®) na uzyskanie lepszej przezywalnosci
plemnikéw po rozmrozeniu. A takze wykonanie testu wiazania plemnikéw z ostonka
przejrzysta oocytu w kontekscie oceny jakosci plemnikow. Na podstawie opisanych
hipotez badawczych Doktorantka doktadnie okreslita cel badan, a mianowicie ustalenie
efektywnego protokotu postepowania z plemnikami najadrzowymi zubra w kontekscie
doskonalenia procedur stosowanych w banku materiatu genetycznego tego gatunku.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani lek. wet Marii Eberhardt
przygotowana zostata bardzo starannie i podzielona na dwie czesci. Pierwsza czes¢
pracy liczy tgcznie 88 ponumerowanych stron wydruku komputerowego i sklada sie z
wykazu skrotow, wstepu, celu pracy, opisu materiatu i metod, wynikéw, wnioskdw,
pismiennictwa (127 pozycji) oraz streszczenia w jezyku angielskim. Druga czes$é pracy
zawiera kopie trzech tematycznie oryginalnych prac, ktére stanowia logiczng calos¢ w
aspekcie wybranej w dysertacji tematyki badawczej.

Problem naukowy, jego sformulowanie i aktualno$é¢ podjetego zagadnienia
naukowego

Praca doktorska Pani lek. wet Marii Eberhardt dotyczy oceny i zdolnosci do
kriokonserwacji nasienia zubréw pozyskiwanego posmiertnie. Nalezy w tym miejscu
przypomnie¢, ze zubry w Polsce podlegaja $cistej ochronie. Co wiecej, sa one réwniez
nieodzownym elementem polskiego krajobrazu i historii tego gatunkéw w naszym
kraju. Polska jest przodujgcym panstwem w restytucji i ochronie tego gatunku nie mniej
jednak wiele aspektow dotyczacych jego rozrodu nie zostato dotychczas w pehni
poznanych. Powstajgce na calym $wiecie banki materiatu genetycznego zagrozonych
gatunkéw w tym zubréw skupiaja si¢ obecnie nad wykorzystaniem najnowszych
technik wspomaganego rozrodu (ART.) w kriokonserwacji plemnikéw pobranych od
padtych badz poddanych eliminacji osobnikéw. Uwaza sie, ze stworzenie dobrej jakosci
rezerwy genetycznej chronionych gatunkéw pozwoli na utrzymanie zagrozonych
wyginigeiem populacji zwierzat chronionych. Aby jednak wdrozyé odpowiednio
skuteczne metody wspomaganego rozrodu w tworzeniu banku materiatu genetycznego

w postaci plemnikéw niezbedne jest doktadne przebadanie mozliwosci pobrania



materiatu, jego oceny oraz wypracowanie odpowiedniej metodyki w celu jego
konserwacji i przechowywania.

Doktorantka w mojej ocenie zrealizowala w petni wszystkie postawione w
dysertacji zadania badawcze a na szczeg6lng uwage zastuguje przygotowanie i
opracowanie odpowiedniego protokotu postepowania z plemnikami najadrzowymi
zubra przeznaczonych do  kriokonserwacji w ramach doskonalenia procedur
stosowanych w banku plemnikéw tego gatunku. Dodatkowo nalezy podkresli¢ iz
Doktorantka w swoich badaniach wykorzystala najnowsze techniki badawcze co
swiadczy o Jej profesjonalizmie i dobrym merytorycznym przygotowaniu. Na uwage
zastuguje fakt iz badania zostaty wykonane na dos¢ licznej grupie zubrow i tak: liczba
osobnikéw w I zadaniu badawczym to 27 szt., w II 20 szt., [II 4 szt. i wIV 1 szt. cow
mojej ocenie w zupeino$ci zapewnia wiarygodno$¢ otrzymanych wynikéw a
przeprowadzone analizy statystyczne uzyskanych wynikow sa  adekwatne do
zamierzonego celu badan.

Wyniki badan Doktorantka opublikowata w formie trzech oryginalnych
artykutéw naukowych. W pierwszej publikacji pt. The morphology, morphometry
and functionality of fresh and cryopreserved wisent (Bison bonasus) epidiymial
spermatozoa Doktorantka opisuje parametry nasienia pozyskanego z najadrzy zubréw
w postaci ogdlnej liczby plemnikow, zywotnosci, ruchliwosdci, budowy morfologicznej
oraz integralno$ci btony komoérkowej i poréwnuje je do takich samych parametréw u
bydta i bizondéw. Badania pokazaly, ze koncentracja, ruchliwos¢ i zywotnos$é plemnikow
byfa nizsza niz u bydta. W ocenie recenzenta waznym elementem badan byta ocena
cech funkcjonalno-strukturalnych plemnikéw najgdrzowych zubra gdzie Doktorantka
uzywajac wysublimowanych technik badawczych wykazata, ze plemniki z najadrzy
zubrow charakteryzowaly si¢ nizszym odsetkiem plemnikow z nienaruszona blona
komorkowg oraz prawidlowym akrosomem w pordwnaniu z prébkami pozyskanymi od
bydta. W dalszej czgsci pracy Doktorantka skupita sie na przygotowaniu nasienia do
kriokonserwacji a nastgpnie do jego oceny po rozmrozeniu. Do przygotowania nasienia
do mrozenia wykorzystany zostal rozrzedzalnik na bazie buforu Tris i zoéhka jaja

kurzego. Po rozmrozeniu nasienia badania wykazaly obnizony odsetek plemnikéw z



nienaruszong btong komorkowa oraz z obnizona ruchliwoscia. Nalezy tutaj podkresli¢,
ze uzyty do kriokonserwacji rozrzedzalnik okazat si¢ dobrym wyborem.

W drugiej publikacji pt. The influence of Percoll® density gradient
centrifugation before cryopreservation on the quality of frozen wisent (Bison
bonasus) epididymal spermatozoa Doktorantka skupita sie na wykorzystaniu
gradientu gestosci Percoll®  w celu poprawy jakosci nasienia poprzez usuniccie
uszkodzonych i martwych plemnikéw jak i niepotrzebnych komorek. Ta popularna
metoda wykorzystywana byla nie tak dawno jeszcze w procedurach in vitro u cztowieka,
lecz zostata wycofana ze wzgledu na podejrzenie toksycznosci w stosunku do gamet
meskich. Natomiast znalazta ona zastosowanie w medycynie weterynaryjnej odnosnie
procedur stosowanych w technikach wspomaganego rozrodu u bydla. W badaniach
swych Doktorantka wykazata, ze metoda wirowania nasienia najadrzowego zubrow w
gradiencie Percoll® pozwolito na uzyskanie lepszej jakosci plemnikéw w postaci
wyzszego odsetka ruchliwosci zaréwno przed jak i po rozmrozeni oraz nizszego odsetka
plemnikow z wadami morfologicznymi. Mozna zatem z cala pewnoscia stwierdzié, ze
metoda ta jest jak najbardziej wskazana do przygotowywania nasienia zubréw do
mrozenia i powinna si¢ znalez¢ w protokole metodycznym u tego gatunku zwierzat.

Ostatnia publikacja wchodzaca w zakres dysertacji doktorskiej pt. 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 dotyczy zdolnosci przechowywanych po kriokonserwacji
plemnik6w najadrzowych zubra do zaptodnienia komorki jajowej. Wprowadzony przez
Doktorantke test wigzania plemnika z ostonka przejrzysta oocytu (ZBA) miat za zadanie
okresli¢ czy plemniki poddane kriokonserwacji moga byé wykorzystane do sztucznej
inseminacji czy tylko w procedurach in vitro. Wigzanie plemnika z komérka jajowa
odbywa si¢ poprzez polaczenie receptorow na btonie komérkowej plemnika z
glikoproteinami ostonki przejrzystej. Dlatego tez metoda ta pozwala na ocene
plemnikow pod katem zaburzen struktury blony komorkowej, niewykrywalnych w
rutynowych procedurach analizy jakosci nasienia. Zastosowany przez Doktorantke
protokot ZBA, z wykorzystaniem oocytow bydlecych okazatl sie odpowiedni do oceny

plemnikow zubra pozyskanych po$miertnie z najadrzy. Na szczegdlna uwage zastuguje



fakt, ze zarowno w grupie kontrolnej, jak i w grupach badanych pomimo ze jako$é
plemnik6w po rozmrozeniu byta niska to doszlo do polaczenia si¢ plemnikéw ze
wszystkim badanymi oocytami. Przy okazji Doktorantka wykazata, ze uzyty do
kriokonserwacji rozrzedzalnik na bazie buforu Tris, zottka jaja kurzego i glicerolu
okazat si¢ lepszy w tescie ZBA w poréwnaniu do komercyjnego rozrzedzalnika o
nazwie Andromed®. Dodatkowo wprowadzenie testu ZBA do protokotu oceny
plemnikéw najgdrzowych zubra umozliwia zweryfikowanie zdolno$ci zaptodnieniowe;j
badanych gamet i podjecie decyzji o ich dalszym przeznaczeniu w technikach
wspomaganego rozrodu. Ponadto zastosowanie takiego testu, poprzez pominigcie etapu
z wykorzystaniem prob biologicznych, umozliwia ocene gamet bez wykorzystania

cennego dla ochrony gatunku materiatu.

Podsumowanie

W niniejszej pracy przedstawione zostaly wyniki badan nad wlasciwosciami in
vitro oraz zdolnoscig zaptadniajacg plemnikow zubra. Podjeta tematyka miata na celu
scharakteryzowanie oraz ustalenie efektywnego protokotu postepowania z plemnikami
pozyskanymi z najgdrzy zubra w ramach doskonalenia procedur stosowanych w banku
plemnikow tego gatunku. W mojej opinii jako recenzenta wyniki przedstawione w
dysertacji doktorskiej Pani lek. wet Marii Eberhardt sg bardzo intersujace, maja
charakter poznawczy zaréwno pod wzgledem naukowym jak i praktycznym. Badania
wnoszg znaczacy wkiad w dziedzinie andrologia i rozrod zwierzat, a w szczegolnosci
zwierzat dzikich zagrozonych wyginigciem. Praca konczy sie postawieniem pieciu
zasadniczych wnioskdw, ktore wynikaja z przeprowadzonych badan i ktére wzbogacaja
dotychczasowg wiedze z zakresu wykorzystania technik wspomaganego rozrodu u
zubrow. Jestem przekonany, ze z tej wiedzy z pewnoscig skorzystaja nie tylko lekarze
weterynarii ale takze pracownicy naukowi ktorzy na co dzien zajmuja sie problemami
zwigzanymi z rozrodem zwierzat dziko zyjacych.

Oceniajgc prace doktorskg lek. wet. Marii Eberhardt nie mam znaczacych

krytycznych uwag z wyjatkiem drobnych bledow stylistycznych i literowych.



Whiosek koncowy

Podsumowujac oceniang przeze mnie rozprawe doktorskg pt. ,,Badania nad
wlasciwosciami in vitro oraz zdolnoscig zapladniajaca plemnikéw Zubra ( Bison
Bonasus) w aspekcie doskonalenia metod kriokonserwacji gamet meskich tego
gatunku.” autorstwa Pani lek. wet Marii Eberhardt oceniam wysoce pozytywnie.
Przedlozona praca jest bardzo wartosciowa ze wzgledu na aktualnos¢ tematu
badawczego oraz praktyczny aspekt podjetego przez Doktorantke zagadnienia. Jasno
przedstawione cele pracy zostaly w pelni zrealizowane.

Przedstawiona przez Panig lek. wet. Marie Eberhardt rozprawa doktorska
odpowiada warunkom okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) i wnioskuje do
Wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria UP we Wroctawiu o dopuszczenie Kandydatki

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Lublin,2023-12-04 Prof. dr hab. Leszek Krakowski
_ KIEROWNIK
Takladu Androldgii i Biotechn lo;
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