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Zak}ad Ochrony Bioréznorodnosci

Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci

Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Alicji Dyrdy
pt. ,,Analiza fosfoproteomu najadrzowego nasienia ogiera”
wykonana zgodnie z uchwala Rady Naukowej Dyscypliny zootechnika i rybactwo
Uniwersytetu Warmir’lsko—Mazurskiego w Olsztynie z dnia 10 lipca 2020 r.

Formalna ocena pracy

Praca zostata wykonana pod kierunkiem dra hab. Pawla Wysockiego, prof. UWM oraz
promotora pomocniczego, dr inz. Aleksadry Orzotek w Katedrze Biochemii i Biotechnologii
Zwierzat, Wydzialu Bioinzynierii Zwierzat, UWM.

Ztozono$¢ procesu zaplodnienia, mnogogé czynnik6w, ktére maja na niego wpltyw, jak
i warunki w jakich zachodzi powodujg, ze pozostaje on zjawiskiem nie w pelni zbadanym i
Zrozumianym zaréwno u czlowieka, jak i w §wiecie zwierzat, tym bardziej, ze zapltodnienie jest
procesem precyzyjnie regulowanym i swoistym gatunkowo. Proteomika znajduje coraz
wigksze zastosowanie w wyjasnianiu zjawisk towarzyszacych procesom reprodukcyjnym i jest
pomocna w biotechnikach rozrodu, w tym u koni. Podjete w pracy doktorskiej badania
dotyczace identyfikacji biatek wystepujacych w najadrzach i plemnikach ogiera pozwolg na
okreslenie zmian jakim podlegajg plemniki w procesie dojrzewania w zaleznosci od sezonu
reprodukcyjnego. Ponadto wyodrgbnione proteiny wskazg na procesy biologiczne jakie
zachodzg w poszczegolnych kompartymentach najadrzy, co moze by¢é pomocne w przyszloéci
w konstruowaniu uniwersalnych buforé6w uzywanych do konserwacji nasienia, jak i testéw do
diagnozowania plodnosci samea lub przydatnosci jego nasienia do konserwacji.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Dyrdy jest forma monografii w postaci
97 stron. Uktad dysertacji zawiera rozdzialy: Streszczenie w Jjezyku polskim i angielskim,
Wstep, Przeglad piSmiennictwa, Cel, Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski i
Literatura.

Rozdziat Wstep skiada si¢ z dwoch stron i stanowi wprowadzenie w tematyke
sezonowosci rozrodu u koni oraz potrzeb hodowlanych idacych w kierunku biotechnik rozrodu
u tego gatunku. W kolejnym, 20-stronnicowym rozdziale: Przeglad pismiennictwa opisano
budowe i funkcje najadrzy, znaczenie plynu najadrzowego w dojrzewaniu plemnikéw,

znaczenie proteomiki w badaniach funkcji rozrodezych samcéw zwierzat domowych,




fosfoproteomike plynu najgdrzowego ssakow, proteomike nasienia ogiera, wplyw sezonowosci
na jako$¢ nasienia ogiera, kriokonsemacj@ nasienia najadrzowego ogiera, wykorzystanie
kriokonserwowanego nasienia najgdrzowego w inseminacji klaczy. Rozdzial zakoniczony jest
sformutowaniem nastepujgcej hipotezy badawczej: , W kolejnych odcinkach najqdrzy ogiera
zachodzq uwarunkowane Sezonowo procesy ﬁyorylaqi/deﬂyowlaqi biatek fowarzyszqgce
dojrzewaniu plemnikéw”.

Zdaniem Doktorantki, w dostgpnym pismiennictwie brak jest informacji dotyczacych
zmian fosforylacji biatek nasienia najadrzowego ogiera w zaleznodci od odcinka najadrzy i
sezonu reprodukcyjnego, zatem celem pracy doktorskiej byta charakterystyka fosfoproteomu
zar6wno w plemnikach, jak i w ptynach najadrzowych u ogiera.

Siedmiostronicowy rozdziat Materiat i Metody zawiera opis materialu badawczego,
Jjego pozyskania, wszystkich metod analitycznych oraz statystycznych.

Nastepnie Doktorantka przedstawila Wyniki i opisala je kierujgc sie kolejno
oznaczeniem zawartosci biatka catkowitego, elektroforezg j ednokierunkowa, immunodetekcja
fosfoprotein w plynach najadrzowych i w plemnikach oraz ich identyfikacja.

Dyskusja zaprezentowana jestna 16 stronach i po czterostronicowym ogélnym podjeciu
polemiki, nastepuje dyskusja otrzymanych wynikéw z literaturg na temat identyfikacji
fosfoprotein plynu najagdrzowego i ekstraktu plemnikowego. Rozdziat konczy sie
Podsumowaniem.

W dysertacji sformutowano nastepujgce wnioski:

1. Intensywnos¢ proceséw fosforylacji/defosforylacji bialek plynu najgdrzowego oraz
plemnikéw jest rézna w poszczegblnych segmentach najadrzy.

2. W plynie naj gdrzowym nasilenie procesu fosforylacji biatek stwierdzano poza sezonem
rozrodczym, podczas gdy w ekstraktach plemnikowych w trakcie jego trwania.

3. Fosfoproteom plemnikéw najadrzowych ogiera zawiera rézne grupy bialek, w tym
biafka regulacyjne, transportowe, opiekuricze, antyoksydacyjne, ubikwitynacyijne oraz
zZwigzane z ruchliwoscia i apoptoza komérek. Odwracalnej fosforylacji moze podlegaé
wiele enzyméw.

4. Szereg biatek plynu najadrzy pehigcych funkcje antyoksydacyjne podlega regulacji z
wykorzystaniem fosforylacji reszt seryny, treoniny i tyrozyny. Naleza do nich
serotransferyna, S-transferaza glutationowa, ceruloplazmina, peroksyredoksyna 1 i 2
oraz biatka HSP 70 i HSP B1.




5. W ekstraktach plemnikowych zidentyfikowano biatka zZwigzane z ochrong
antyoksydacyjng podlegajace zréznicowanej fosforylacji. Sg to biatka z rodziny HSP,
izomeraza wigzan disiarczkowych A3 i A6 oraz peroksyredoksyna 5.

6. Wiele skladnikéw systemu ubikwitynacji biatek w nasieniu najadrzowym ogiera
(enzym aktywujacy ubikwityne, tioesteraza ubikwityny, hydrolaza C-konca
ubikwityny, bialka z rodziny HSP, receptory sprz¢zone z biatkiem G) podlega regulacji
na szlaku fosforylacji / defosforylacji. Jest to prawdopodobnie Zwigzane z
intensywnymi procesami degradacji bialek w kolejnych odcinkach najadrzy.

Literatura jest w wiekszosci anglojezyczna i sklada si¢ z 174 pozycji literatury anglojezyczne;j,

ulozonej alfabetycznie.

Ocena rozprawy doktorskiej

Praca doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Alicji Dyrdy wnosi nowg wiedze na temat
analizy fosfoproteomu najgdrzowego nasienia ogiera, jest bardzo wartosciowa nie tylko pod
wzgledem poznawczym, ale posiada wysoki potencjal do wykorzystania w praktyce —
inseminacji i unasienniania oraz zaplodnienia in vitro, gdzie wykorzystuje si¢ nasienie
pozyskane z najadrzy. Doktorantka zdolala uzyska¢ relatywnie duza liczbe wynikéw, co

zapewne przelozy sie na ich wartosSciowa publikacje.

Pytania, prosby o komentarz oraz uwagi

1. 'W dysertacji nie umieszezono Wykazu skr6téw, a badania dotycza wielu bialek, ktérych
nazwy skrétowe sg powszechnie uzywane, zatem taki wykaz poprawilby czytelnosé pracy
doktorskiej.

2. Hipoteza badawcza jest zbyt ogélnikowa, powinna zosta¢ rozbudowana o oczekiwany
wplyw sezonowosci rozrodczej i wskazanie funkcji zidentyfikowanych fosfoprotein w
rozbiciu na plemniki i plyny najadrzowe.

3. We Wstepie Doktorantka opisuje dostepng wiedze literaturowa dotyczaca wykorzystania
kriokonserwowanego nasienia najadrzowego w inseminacji klaczy i za Haardem j Haardem
(1991) wskazuje, ze , ze wzgledu na obnizong zywotnosé Dlemnikéw (...) inseminacje nalezy
wykonaé bezposrednio przed lub po owulacji”. Skoro proces owulacji trwa $rednio u klaczy
24 godziny, to inseminacja bezposrednio po owulacji nie ma Szansy powodzenia na
zaplodnienie. Czy nie wkradl si¢ przypadkiem blad w thumaczeniu lub interpretacji tej
publikacji.




- Opis wynikéw Doktorantka zaprezentowala zgodnie z kolejnoscia uzytych metod
analitycznych. W pierwszej kolejnosci opisano wyniki dotyczace pomiaru zawartosci biatka,
nastepnie elektroforezy Jjednokierunkowej, immunodetekcji i identyfikacji biatek w plynach
najgdrzowych i ekstraktach plemnikowych. Wg mnie sformutowanie zadas badawczych
dotyczgcych wyodrebnienia i identyfikacji protein w plynach najadrzowych i oddzielnie w
plemnikach bytoby lepszg konstrukcja poniewaz nakierowaloby Doktorantke i czytelnika na
Dyskusje w sposéb poréwnawczy. Poza tym Sposob poréwnawczy bylby latwiejszy w celu
przygotowania konkretnych publikacji otrzymanych w niniejszej rozprawie wynikéw w
czasopismach.

- W pracy doktorskiej udato sie wyodrebnié i zidentyfikowaé wiele biatek, co wplywa na jej
wysoki poziom naukowy. Jednak dla Jasnoéci i przejrzystosci wynik6w, powinno zostaé
wykonane tabelaryczne ich zestawienie, oddzielnie w ptynach najadrzowych i w plemnikach
Z zaznaczeniem, np. strzatkami najwazniejszych zdaniem Doktorantki fluktuacji w
zaleznosci od sezonu reprodukcyjnego lub tych protein, ktérych funkcja jest juz poznana.

- Doktorantka w rozprawie doktorskiej kilkukrotnie wskazuje na dzialanie prostaglandyn w
plynie najadrzowym, opisujgc wystepowanie syntaz tych eikozanoidow. Czy Doktorantka
moglaby wskazaé o jakie konkretnie prostaglandyny chodzi i jaka moze by¢ ich funkcja w
gonadach u samca. Czy w ramach badan wiasnych udato si¢ u ogiera zidentyfikowaé
rowniez jakiekolwiek prostaglandyny w ptynie najadrzowym czy plemnikach i czy sg dane
literaturowe na temat ich identyfikacji i roli w gonadach ogiera?

- Rozdzial Dyskusja rozpoczyna ogélny opis na temat procesu fosforylacji bialek i
proteomiki, w postaci dwoch pierwszych akapitow, ktéry wg mnie jest zbedny, nie odnosi
si¢ bezposrednio do otrzymanych wynikéw i niepotrzebnie przypomina czytelnikowi
elementarng wiedze biologiczng, tym bardziej, ze we Wstepie réwniez opisano te
zagadnienia.

. Whiosek nr 3: »Fosfoproteom plemnikéw najgdrzowych ogiera zawiera résne grupy bialek,
w tym biatka regulacyjne, Iransportowe, opiekuricze, antyoksydacyjne, ubikwitynacyjne oraz
zwigzane z ruchliwosciq i apoptozq komdretk. Odwracalnej Josforylacji moze podlegaé wiele
enzymow”, jest sformulowany na podstawie dostepnej wiedzy literaturowej, a nie wynika
bezposrednio z wynikéw w ramach realizacji badan. Nalezaloby usunaé ten wniosek.

. Czy zamierza Pani kontynuowac¢ zagadnienie dotyczace proteomu gonad ogiera w przyszlej

pracy naukowej i w jakim kierunku beda postepowad te badania?




10. W dysertacji dostrzegtam drobne bledy: str. 8 — sgsiaduje, a nie sigsiaduje, str. 19 —
scharakteryzowana, a nie scharakteryzowana, str. 37 — brak spacji pomiedzy 2,97 a mg/ml,

str. 75 —role, a nie rola.

Posumowanie i wniosek koncowy

Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi i komentarze stanowig element naukowego
dyskursu i nie umniejszajg wartosci merytorycznej dysertacji. Praca napisana jest bardzo
starannie, zawiera bardzo duzo wynikéw z szansg na ich publikacje w dobrych indeksowanych
czasopismach. Doktorantka znakomicie wykorzystata dostepne, nowoczesne metody badawcze
do realizacji zamierzonych celow pracy. Uzyskane rezultaty s nowatorskie i wazne nie tylko
z punktu widzenia naukowego, ale z potencjatem do wykorzystania w biotechnikach rozrodu.

W mojej opinii, rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Alicji Dyrdy stanowi
przemys$lane oraz interesujace, rozwigzanie problemu naukowego w odniesieniu do celéw
badawczych, metodyki, opracowania wynikéw i sformutowania wnioskéw, a prezentacja
redakcyjna wynikow przeprowadzonych badan jest réwniez dowodem wysokich
umiejetnosci Autorki do prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z tym bez watpienia
stwierdzi¢ nalezy, ze przedstawiona do oceny dysertacja doktorska pt. ., Analiza
Josfoproteomu najgdrzowego nasienia ogiera” odpowiada warunkom okre§lonym w art.
13 ust. T ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595 ze zm. Dz.U. z 2005 r.,
Nr 164, poz. 1365) stawiane pracom doktorskim.

Przedkladam zatem Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny zootechnika i rybactwo
Uniwersytetu Warmiﬁsko—Mazurskiego w  Olsztynie wniosek o przyjecie pracy i
dopuszczenie mgr inz. Katarzyny Alicji Dyrdy do dalszych etapoOw postepowania w
przewodzie doktorskim. Wnhnioskuje réwniez o wyr6znienie pracy doktorskiej
stosowng nagrodg ze wzgledu na wysoki potencjal wdrozeniowy i jakos¢

otrzymanych wynikéw gotowych do publikacji.

4rhab. inz. Anna Korzekwa, prof. nadzw
[RZIBZ PAN w Olsztynie




