Wroclaw, 05.01.15

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Magdaleny Skoélmowskiej pt.”Enzymosomy
antyoksydacyjne- otrzymywanie, badanie wlasciwoséci oraz mozliwosci wykorzystania w

przechowywaniu nasienia  knuréw” wykonanej na Wydziale Biotechnologii

Uniwersytetu Wroclawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Marka Kmieé.

1. Ogélna charakterystyka rozprawy

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Magdaleny Skolmowskiej
pt.”Enzymosomy antyoksydacyjne- otr zymywanie, badanie wlaéciwosci oraz mozliwosci
wykorzystania w przechowywaniu nasienia knuréw” jest oprawionym wydruklem
komputerowym ztozonym z 131 stron formatu Ad. Uklad pracy jest typowy dla dysertacji
doktorskich w dziedzinie eksperymentalnych nauk z zakresu biologii i zawiera osiem
uporzadkowanych, objgtosciowo zréwnowazonych, odpowiednio ilustrowanych i starannie
opracowanych rozdzialow. Wyniki badan sg poparte odpowiednio zredagowanymi wykresami
i tabelami. Praca jest napisana jasnym jezykiem naukowym.

Prace realizowano w Katedrze Genetyki i Ogoélnej Hodowli Zwierzat
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w  Szczecinie. Badania byly
finansowane ze $rodkow wiasnych ZUT, Narodowego Centrum Nauki w Krakowie projekt
badawezy N N311 546540 i projektu badawczego rozwojowego — 517-01-022-3289/17
(instytucji finansujacej nie podano)

2 QOcena merytoryczna pracy
Ocena ogdlna

Sztuczna inseminacja samic zwierzat gospodarskich i towarzyszacych jest obecnie jedng z
najwazniejszych metod biotechnicznych, ktora zapewnia optymalne wykorzystanie potencjatu
rozrodczego samcow, zwigksza ostros¢ selekeji 1 postep hodowlany a takze zmniejsza koszty
utrzymania samcow, ogranicza rozprzestizenianie chorob przenoszonych drogg piciowa i
umozliwia krajowy i miedzynarodowy obrét nasieniem. W Polsce sztuczna inseminacja loch
obejmuje ok. 45% poglowia samic. Do zabiegbw sztucznego unasienia uzywa sig nasienie
knuréw rozcieficzone w rozrzedzalniku pozwalajgcym na przezycie plemnikow jedynie przez
maksymalnie 4-7 dni. Ze wzgledu na bardzo wysokg wrazliwos¢ plemnikéw knuréw na
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zmiany wartosci temperatur towarzyszacych procesom kriokonserwacji i duza zmiennosc
osobniczg w podatnosci na proces mrozenia gamet obecnie nie prowadzi zabieg6w sztucznej
inseminacji nasieniem mrozonym na skalg przemystowg. Dlatego poszukiwanie metod
wydluzajacych czas przydatnosci nasienia do inseminacji przechowywyanego w stanie
plynnym bylo silng przestankg do podjgcia przez doktorantke mgr Magdaleng Skélmowskag
trudnych i wymagajgcych opanowania szerokiego warsztatu naukowego badan. Jednym ze
sposoboéw ochrony komoérek przed niekorzystnym wplywem sztucznie stworzonego
srodowiska hodowlanego jest dodatek do mediéw, w tym rozcienczalnikéw nasienia,
komponentéw ochrony antyoksydacyjnej. Teza rozprawy doktorskiej bylo twierdzenie, ze
dodatek enzymosoméw zawierajacych dysmutaze ponadtlenkows i katalaze do nasienid knura

przechowywanego w stanie plynnym przedluzy zdolnogé zapladniajgca gamet.

Najwazniejszym, w mojej ocenie, osiggnieciem tej pracy bylo opracowanie metody
pozwalajgcej na uzyskaniu stabilnych preparatéw liposomowych zlozonych z lecytyny i
cholesterolu zawierajacych enzymy antyoksydacyjne: katalaze, dysmutaze ponadtlenkows i
ich koniugatu ( utworzenie enzymosomu zawierajacego koniugat dysmutazy ponadtlenkowej
I katalazy jest oryginalnym osiggnieciem autorki pracy) oraz zastosowanie testu oceny
zuzycia tlenu po aktywacji II mitochondrialnego kompleksu laficucha oddechowego jako
jednej z metod oceny nasienia knuréw. Osiagnieciem dodatkowym pracy byla izolacja
aktywnej dysmutazy ponadtlenkowej z czosnku zwyczajnego. W pierwszym przypadku
mozna uzna¢, ze uzyskane preparaty bedg mogly znalezé¢ zastosowanie Jako dodatek do
rozeienczalnikéw nasienia knuréw.. Z kolei zastosowanie prob oceny zuzycia tlenu przez
plemniki moze by¢ bardzo cennym uzupelnieniem wachlarza metod zalecanych do oceny
nasienia knur6w zgodnie z sugestiami Waberski i wsp. z 201 1r. o koniecznosci wprowadzania
testow oceny blon komérkowych plemnikéw w ukladach dynamicznych. Po raz pierwszy
bowiem wykazano, ze plemniki knura odpowiadajg w warunkach in vitro na stymulacje 11
kompleksu mitochondrialnego taficucha oddechowego i ze test ten moze byé stosowany do
oceny funkcji migochondriéw plemnikéw w trakcie przechowywania nasienna w stanie
plynnym. Natomiast niejasne jest, w kontekscie celu pracy, podj¢cie badan nad uzyskaniem
SOD z czosnku , poniewaz, pomimo uzyskania aktywnej formy SOD nie zostala ona
wykorzystana w badaniach nad tworzeniem enzymosomow z koniugatami SOD-AD-CAT (

co, wymaga wyjasnienia przez autorke dysertaciji)
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Ocena szczegolowa

Edycja pracy jest bardzo staranna. Autorka wykazala si¢ dbaloscig o szczegdly w edycji

tekstu, w opisach wykresow i tabel.

Wstep i przeglad pismiennictwa szczegélowo wprowadza czytelnika w obszar wiedzy objetej
zakresem badan, ktéry jest bardzo szeroki i obejmuje zagadnienia dotyczace udzialu wolnych
rodnikéw w procesach fizjologicznych i patologicznych komérek w tym plemnikéw,
systemow antyoksydacyjncych oraz zastosowan liposoméw przede wszystkim jako nosnikdw
enzymow. Wstep charakteryzuje wyczerpujacy i logiczny przeplyw informacji, z ktérych
wynikajq cele podjetych badan. Cele pracy sg sformutowane jasno i konkretnie. Osiagnigcie
celow zatozonych w pracy wymagato od autorki pracy opanowania i zastosowania bardzo
zrdznicowanych metod chemicznych, biochemicznych w tym z zakresu enzymologii a takze
metod badawczych wykorzystywanych w biologii komorki. Dobér metod badawezych
analitycznych i preparatywnych, cho¢ bazujgcy na technikach wprowadzonych w latach
osiemdziesigtych i dziewigédziesigtych ubieglego stulecia pozwolit na osiagniecie

zamierzonych celéw w czgsci dotyczacych utworzenia enzymosomow .

Natomiast w kontekscie ochronnego antyoksydacyjnego dziatania uzyskanych
preparatow w przeprowadzonych badaniach brakuje wprowadzenia metod rutynowej oceny
seminologicznej wykonanej wg standardéw takiej oceny, ktoéra pozwolilaby jednoznacznie
potwierdzi¢ lub wykluczyé celowos$¢ stosowania enzymosoméw jako dodatku do
rozrzedzalnika. Wsréd nich najwazniejszymi sg : ocena ruchliwosci i zZywotnosci plemnikow
nie tylko w dniu zalozenia doswiadczenia ale przede wszystkim w kolejnych punktach
czasowych, w ktérych dokonywano pomiaréw. Réwniez obecnie dostepne sg metody oceny
produkcji reaktywnych form tlenu, stopnia peroksydacji blon komoérkowych i  oceny
transblonowego potencjatu mitochondriéw plemnikéw, ktore bezposrednio wskazywatyby na

ochronna role tych preparatéw.
Dodatkowo w czgs$ci metodycznej wyjasnienia wymagajg nastepujace kwestie:

1. niejasne jest wykorzystanie SOD izolowanej z czosnku w pierwszej czesci badan
do tworzenia enzymosomdw. Nie wiadomo czy SOD zawarta w enzymosomach

zawierajacych tylko ten enzym i dodawanych do nasienia pochodzita z preparatéw
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uzyskanych z czosnku czy z preparatow handlowych, ktore stosowano do
uzyskania koniugatu CAT-AD-SOD.

2. jaka objetosé roztwory enzymosomow dodawano do poszczegolnych prob nasienia
i jaka byta koficowa objetogé prob ? jakie bylo ich stezenie w rozrzedzalniku w
przeliczeniu na stezenie biatka lub lipidow?

3. czy zastosowano kontrol¢ z dodatkiem liposoméw, ktére nie zwieraly enzymow
antyoksydacyjnych. Brak takiego ukladu kontrolnego  uniemozliwia oceng
wplywu samych komponentéw  liposoméw (lecytyny i lcholesterolu) na
konsumpcje tlenu plemnikéw, bowiem obydwa komponenty wplywaja na
stabilno$¢ blon komérkowych, a takze oceng toksycznosci tych preparatéw wobec
plemnikéw ( ktérg miara jest liczba plemnikéw zywych i ruchliwych)

4. brakuje dokladnego opisu metody i wynikéw oceny skutecznosci usuwania btony
komorkowej plemnikéw w warunkach hypoosmotycznych . Nie wiadomo w jakim
procencie komorek dziatanie to bylo skuteczne i na ile integralno$¢ wstawki

plemnika pozostawala niezmieniona?

Podsumowujgc zastosowane metody badawcze odpowiadaja zatozonym celom pracy jednak
ich opis wymaga uzupehienia a w niektérych czesciach same procedury prawdopodobnie
wymagajg poszerzenia, tak aby wysilek Juz  wlozony w przeprowadzenie eksperymentow
mogt by¢ przydatny w rozumieniu niekorzystnych zjawisk towarzyszgcych przechowywaniu

nasienia knuréw i ich skutecznemu przeciwdziataniu.

Wyniki sg jasno opisane. Potwierdzajg uzyskanie dysmutazy ponadtlenkowej z
czosnku pospolitego. Potwierdzajg takze uzyskanie wysoko oczyszczonych i aktywnych
preparatéw SOD i CAT i oraz koniugatu CAT-AD-SOD i ich zamknigcie w liposomach.
Jednak dla petnej charakterystyki uzyskanych preparatéw konieczna wydaje si¢ ocena
aktywnosci enzymatycznej w trakcie ich przechowywania nie tylko dla katalazy ale réwniez
dla SOD i koniugatu SOD-AD-CAT, a takze okre§lenie wieclkodci i potwierdzenie
Jednorodnosei uzyskanych enzymosomow. Chociaz dodatek enzymosoméw i wyniki
konsumpcji tlenu przez plemniki w trakcie przechowywania wskazujg na pewne réznice w
odpowiedzi na stymulacje II kompleksu  tacucha oddechowego obserwacja ta nie daje
bezposredniego dowodu na ochronne antyoksydacyjne dzialanie enzymosoméw na plemniki,
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poniewaz zaleznos¢ pomigdzy iloscig tworzonych ROS i konsumpcja tlenu przez
komoérki/plemniki nie jest zaleznoscig jednoznacznie wprost lub odwrotnie proporcjonalng. Z
drugiej strony brak alternatywnych metod oceny wielkosci stresu oksydacyjnego w
piemnikach nie pozwala na oceng czy W ogole zostala naruszona roéwnowaga
antyoksydacyjna w trakcie przechowywania nasienia W okresie obserwacji a uzyskane wyniki
moga np. jedynie wynikac¢ ze stabilizacyjnego wplywu cholesterolu lub lecytyny na blony

komorkowe .

Podsumowujac: wyniki pracy wskazujg na potencjalng przydatnosé uzyskgnych preparatow
jako zwigzkow suplementujgcych skfad rozrzedzalnikéw nasienia knurow jedl'lak nie
potwierdzajg ich regulujgcego wplywd na wielkosé stresu oksydacyjnego w trakcie
przechowywania nasienia a takze na tym etapie badan nie mozna potwierdzi¢ ani wykluczy¢

ich roli w przediuzaniu zdolnosci zaptadniajacej nasienia.

Dyskusja jest bardzo obszernym komentarzem uzyskanych wynikow. Potwierdza szeroka
wiedze Autorki w tym znajomos¢ problemu stresu oksydacyjnego, szeroko omawia metody
izolacji, oczyszczania i aktywnodci  pozyskiwanych enzymoéw w réznych zrodel
potwierdzajac, ze uzyte w pracy techniki preparatywne daly porownywalny efekt z
opublikowanymi wezeéniej danymi. Wskazuje réwniez na oryginalny dobér stgzen SOD i
CAT, ktory w procesie koniugacji okazal bardzic] wydajny w poréwnaniu z wynikami
innych autorow, przedstawia problemy zwigzane z tworzeniem enzymosomow i utrzymaniem
ich pozadanej aktywnosci enzymatycznéj. Dyskusje konczy obszerny akapit dotyczacy

ochrony antyoksydacyjnej nasienia knurow.

Whioski odpowiadajg wynikom uzyskanym w pracy jedynie wniosek 5 powinien zostac

przeredagowany, poniewaz zadne z prezentowanych wynikow nie wskazuja na aktywnos$¢

aparatu ruch plemnikow per se.

Konkluzja Biorgc pod uwage wazno$é problemu biologicznego i praktycznego, ktoremu jest
po$wigcona oceniana rozprawa, teoretyczne przygotowanie Autorki rozprawy do podjgcia
badan, trafne zalozenia badawcze, naklad pracy wlozony w wykonanie badan, opanowanie
szeregu metod badawezych, uzyskanie oryginalnych rozwigzan W czgsci wskazujgcych na
potwierdzenie stawianej hipotezy i oczekujac tworczej dyskusji pozwalajace] rozstrzygnac
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zasadnicze niejasnosci wytonione w trakcie recenzji uwazam, ze przedstawiona mi do
recenzji praca spetlnia wymogi Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki w brzmieniu z dnia 18 marca 2011 r. (Dz. U. Nr 84, poz.
455 z pozn. zm.) i zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Magdaleny Skolmowskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego, prowadzacych do nadania stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w

dyscyplinie biotechnologia.
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Wroctaw, 05.01.2015 Prof. dr hab. A}li;l LCJlé&mbﬁslga-deta
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