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Ocena pracy doktorskiej
mgr inz. Katarzyny Teresy Rafalskiej pt.: ”Analiza fosfoproteoméw ejakulatéw indoréw

(Meleagris gallopave) o zréznicowanej jakoSci biologicznej”

Jako$¢ nasienia jest kluczowym determinantem sukcesu reprodukcyjnego ptakéw, a
badania nad nig odgrywajg kluczowsg rolg w zrozumieniu biologii rozrodu i zachowania wielu
gatunkow. Jednym z interesujgcych aspektow w analizie jako$ci nasienia u indoréw jest
wystepowanie syndromu nasienia zoltego, ktéry stanowi istotne wyzwanie dla przemystu
drobiarskiego. Syndrom ten manifestuje si¢ zmieniong barwa nasienia, ktéra z kolei towarzyszy
nizszym parametrom iloSciowym i jakoSciowym ejakulatéw. Jest to problem o potencjalnie
duzej ekologicznej i ewolucyjnej doniostosci, ktora wymaga glebszego zrozumienia.

Jednak to nie wszystko, co stanowi temat tej rozprawy. Analiza fosfoproteomow w
nasieniu indoréw to kolejny obszar, ktéry przyciaga nasza uwagg. Jest to zagadnienie, ktdre ma
ogromne znaczenie dla poznania molekularnych mechanizméw regulujacych procesy
reprodukcyjne. Poznanie, jak zmienia si¢ sktad fosfoproteomoéw w zaleznosci od koloru
nasienia oraz dwoch sezonéw wiosenno-letniego 1 jesienno-zimowego, moze rzuci¢ swiatlo na
funkcje tych biatek i ich roli w zaptodnieniu.

Wszystko to prowadzi do istotnych pytan badawczych: Czy istniejg roznice w sktadzie
fosfoproteomow nasienia indoré6w pochodzacych z ejakulatow prawidtowych 1 z syndromem
z6ttego nasienia? Czy sezon moze mie¢ wplyw na fosfoproteom plazm nasienia i plemnikow
indorow? Czy profil ufosforylowania biatek nasienia indoréw moze zaleze¢ od wybranych
parametréw iloéciowych i jako$ciowych ejakulatow? Odpowiedzi na te pytania maja znaczenie
zarowno w kontekScie zwickszenia wskaznikéw zaptodnienia po sztucznej inseminacji
indyczek, jak i w rozwoju naszej wiedzy na temat biologii rozrodu ptakéw. W niniejszej pracy
doktorskiej przeprowadzona analiza 1 interpretacja wynikéw tych badan stanowig istotny krok

w zrozumieniu tych skomplikowanych zagadnien.



W przedstawionej do oceny rozprawie Doktorantka podjela sie przeanalizownia
fosfoproteoméw plazmy nasienia i plemnikéw pochodzacych z ejakulatéw prawidlowych i z
syndromem zo6ltego nasienia podczas wiosenno-letniego i jesienno-zimowego sezonu.
Dodatkowo rowniez zabadala jako$¢ nasienia indoréw. Uwazam, ze podjeta tematyka
badawcza jest oryginalna i wazna zaréwno dla badan podstawowych w zakresie poszerzenia
wiedzy na temat fizjologicznych i biochemicznych podstaw funkcjonowania nasienia ptakéw
oraz dla badan aplikacyjnych.

Podstawg formalng do wykonania recenzji pracy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Teresy
Rafalskiej jest uchwata Rady Naukowej Dyscypliny zootechnika i rybactwo Uniwersytetu
Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 21 pazdziernika 2022 roku.

Przedstawiona rozprawa doktorska liczy 295 stron opisu badan wraz z piémiennictwem
1 jest uzupetniona o spis tabel i rycin. Rozprawa zostala zrealizowana pod kierunkiem dr hab.
inz. Pawla Wysockiego prof. UWM oraz Pani promotor pomocniczej dr inz. Aleksandry
Orzotek.

Praca sktada si¢ ze spisu tresci, wykazu skrotéw, wstepu i przegladu pismiennictwa,
hipotezy badawczej i celu pracy, materiatu i metod, wynikow, dyskusji, wnioskow i
pismiennictwa. W dalszej kolejnosci umieszczono streszczenie pracy w jezyku polskim oraz
angielskim. Praca zostala wzorowo przygotowana pod wzgledem redakcyjnym.

Omoéwienie rozprawy

Temat ocenianej pracy doktorskiej jest bardzo aktualny i wpisuje si¢ doskonale w
najnowsze trendy badan naukowych dotyczacych rozrodu zwierzat.

Wstep obejmuje sze$¢ podrozdzialdéw wprowadzajacych do tematyki rozprawy.
Doktorantka przedstawita charakterystyke gatunku indyka domowego, nastepnie opisata
zagadnienia dotyczace sztucznego unasienniania, przechowywania oraz kriokonserwacji
nasienia. W dalszej kolejnosci skupita si¢ na potencjalnej sezonowosci indykéw w chowie i
hodowli, nawigzujgc do zagadnienia stresu cieplnego u ptakow i opisujac go obszernie w tym
podrozdziale. Kolejno opisata charakterystyke¢ nasienia indoréw przedstawiong z duza
dokladno$cig, bazujac na pokaznej liczbie starszych oraz najnowszych publikacji. W
przedostatnim rozdziale Autorka skupifa si¢ na syndromie z6ltego nasienia u indoréw, a w
ostatnim opisata proteomike, nawigzujac do metod stosowanych w tej dziedzinie, a konczac
na opisie fosfoproteomiki i fosfoprotein.

W tej czesci opracowania Autorka wykazuje si¢ bardzo dobrg znajomoscia teinatu,
porusza si¢ bardzo swobodnie w zagadnieniach dotyczacych biologii rozrodu ptakéw i

potwierdza bardzo dobra znajomos$¢ piSmiennictwa. Moim zdaniem przedstawione
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zagadnienia zostaly opisane wyczerpujgco 1 stosownie do uwarunkowan rozprawy
doktorskie;j.

W dalszej kolejnoéci Doktorantka zawarta trzy hipotezy badawcze oraz cel pracy, ktéry
jednoznacznie wskazuje na zakres prowadzonych badan.

Jak zaznaczono w rozdziale "Materiat i metody" badania zostaty wykonane na 100
ejakulatach indoréw (Meleagris gallopavo) linii BIG-6 (Aviagen, Huntsville, AL, USA)
pobranych od ptakéw pomigdzy 39 a 42 tygodniem zycia. Potowe z nich stanowilo nasienie
sklasyfikowane jako biate, a kolejng ejakulaty od indoréw z syndromem z6ltego nasienia. W
tym rozdziale Autorka opisata metodyke pobierania nasienia i oceny koncentracji plemnikéw,
parametréw ruchliwosci plemnikéw z uzyciem systemu CASA, barwienia fluorescencyjne z
uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej, metod ilo§ciowych: oznaczania aktywnoséci enzyméw
antyoksydacyjnych takich jak: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa
(GPx), katalaza (CAT), a takze oznaczania aktywnoéci zredukowanej formy glutationu (GSH),
zawartosci mandialdehydu MDA, aktywnosci fosfataz alkalicznej (ALP) i kwasnej (ACP). W
dalszej kolejnoéci Doktorantka zawarta metodyke izolacji fosfoprotein i analizy mas
czasteczkowych fosfoprotein plazm nasienia oraz ekstraktow plemnikowych za pomocg
roznych rodzajow rozdziatow elektroforetycznych (Native-PAGE, Tricine-PAGE, Urea-
PAGR, SDS-PAGE, 2D-PAGE). Dodatkowo przedstawita szczegdly elektrotransferu i
immunodetekeji fosfoprotein. Identyfikacje fosfoprotein nasienia Autorka wykonala za
pomocy spektrometrii mas Nano LC-MS/MS oraz MALDI-TOF/TOF, a na koniec
przeprowadzita charakterystyk¢ i analiz¢ zidentyfikowanych fosfoprotein za pomoca
ogolnodostgpnych darmowych baz internetowych takich jak NCBI, UniProt oraz
PhosphoSitePlus®, a takze programéw ShinyGo 0.77 i STRING 11.5.

Dob6r metod oceny materiatu nalezy uznaé za trafny, a liczba i wszechstronno$é badan
i analiz proteomicznych oraz zastosowanie czutych i zaawansowanych metod jest imponujaca.
Opanowanie  takiego  warsztatu ~ metodycznego  jest godne  podkre$lenia
1 pochwaty.

Omoéwienie wynikéw badan Autorka podzielila na dwanadcie dzialéw opisujac
skrupulatnie uzyskane rezultaty. W ramach tej pracy badawczej Doktorantka wykazata, ze
nasienie o kolorze z6ttym u indoréw charakteryzuje si¢ nizszymi parametrami jako$ciowymi
w poréwnaniu do nasienia o kolorze bialym. Pani Magister po raz pierwszy przedstawila
wplyw sezonu na wybrane parametry biologiczne i biochemiczne nasienia indoréw. P.onadto,
badania Autorki potwierdzity, Ze zar6wno obecno$¢ syndromu zoéttego nasienia, jak i sezon

majg wplyw na profil i stopien fosforylacji reszt serynowych i tyrozynowych biatek. W
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analizowanym nasieniu indoréw zidentyfikowata tgcznie 142 fosfoproteiny. Wérdd nich
znalazly si¢ biatka kodowane przez geny takie jak UBB, RPS27A, SPATA18, CDC42, ACTN,
TBB, ACTA, ODF2, GAPDH, PGAM, PGK, TPI, ALDOC, LDH, SDHA, FASN, APOA,
CKM, GOT, CA, CALM, TRFC, FTH, HSPA, HSP, GST, PRDX, QSOX, ASTL, ANXA,
ACR, GSN, VDAC oraz PLCZ1. Doktorantka przedstawila réznorodne funkcje
zidentyfikowanych fosfoprotein, takie jak udziat w interakcji i wigzaniu si¢ plemnika z
komoérka jajows, w procesie zaplodnienia, organizacji cytoszkieletu, metabolizmie
plemnikéw, transporcie wewngtrzkomérkowym oraz ustalaniu skladow proteomoéw w
poszczegolnych przedziatach komérkowych.

Rozdzial ,Dyskusja”, zawiera interpretacje uzyskanych wynikoéw i pokazuje, ze
Doktorantka jest bardzo dobrze zorientowana w omawianej problematyce. W mojej ocenie
wykorzystata wszystkie prace istotne dla analizy przeprowadzonych badan. Duzym
wyzwaniem tej czg$ci rozprawy byta mnogo$é uzyskanych wynikéw oraz ich duza zmiennosé
w zalezno$ci od poszczegoinego wyznacznika. Autorka zdecydowata si¢ na podzielenie
dyskusji na podrozdzialy odpowiadajgce wynikom, co nalezy uznaé za korzystne. Nastepnie,
w oparciu o wyniki badafi sformutowata 8 wnioskow.

W streszczeniu napisanym zaréwno w jezyku angielskim jak i polskim Doktorantka

przedstawila syntetycznie i bardzo jasno uzyskane w do$wiadczeniach wyniki.

Do szczego6Inych waloréw przedtozonej pracy zaliczam:
| 5 Zaawansowana, nowoczesna i bogata metodyka badafi proteomiczaych.
2 Wkiad i nowatorstwo w reprezentowang dziedzing wiedzy; wyniki stanowig
oryginalny wklad twérczy w rozwoj dziedziny.
£ B Zdolno$¢ do syntetycznego i zrozumiatego opisu trudnych zaleznosci i umiejetnosé

prowadzenia dyskusji naukowej.

Z obowigzku recenzenta chciatabym jednak podkresli¢ pewne zagadnienia do
rozwazenia dla Doktorantki oraz przedstawi¢ moje uwagi:

1. We wstepie, rozdziale 1.2. nie do kofica zgadzam sie z przedstawionym opisem, np.
~Plerwsze proby zamrazania nasienia przeprowadzano na ejakulatach kogutow. Proby
zakoniczyly si¢ czg$ciowym sukcesem (Blesbois 2007, Taffaldano i in. 2016).” Pierwsze
proby mrozenia nasienia nie mialy miejsca w latach z zalgczonych publikacji
cytowanych. Jesli wzielibySmy wyniki z cytowanych prac, to proby mrozenia nasienia

kogutéw oraz indoréw byly calkiem udane. Dalej mozemy przeczytac: ,,\W przypadku
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ptakoéw kriokonserwacja wykorzystywana jest niezwykle rzadko. Przyczyna takiego
stanu rzeczy jest brak odpowiedniego rozcienczalnika, ktory utrzymatby jako$é nasienia
po przeprowadzeniu procedury mrozenia/rozmrozenia ejakulatu.” Moim zdaniem
przyczyng takiego stanu rzeczy jest zastosowany S$rodek krioochronny a nie
rozrzedzalnik. Oraz ,,Dostepnych jest kilka rozcieniczalnikéw komercyjnych, mozna
takze przygotowa¢ je samodzielnie. Zaden z nich nie wplywa jednak na utrzymanie
wiasciwos$ci plemnikéw przy 24 czy 48-godzinnym okresie przechowywania nasienia.”

Istnieje wiele prac pokazujgcych, ze przechowywanie nasienia przez 24-48 godz jest

bardzo efektywne.

W materialach i metodach nasuwajg mi si¢ nastgpujace pytania oraz przemyslenia:

e Dlaczego w ocenie integralnosci bton komoérkowych plemnikéw opisano, ze
ewaluacji poddaje si¢ tylko rejon akrosomowy, je$li zastosowany barwnik ma
mozliwo$¢ wnikania do glowki plemnika na catej jej powierzchni?

e Zastosowany do oceny funkcjonalno$ci mitochondriéw barwnik JC-1 posiada
wiaSciwosci roznicowania plemnikéw na takie z wysokim potencjatem
mitochondrialnym oraz niskim, natomiast w pracy okreslenie odsetek plemnikow z
funkcjonalnymi mitochondriami nie wskazuje, ktéra populacja byla brana pod
uwage.

e Barwienie YO-PROI i PI zaklada, ze apoptotyczne plemniki barwig si¢ na zielono,
natomiast jesli w plemniku pojawia si¢ kolor czerwony pochodzi on z PI co
automatycznie powinno kwalifikowaé komorki jako plemniki martwe.
Zakwalifikowanie plemnikow z czerwong wstawka jako zywe w tym barwieniu jest
moim zdaniem bledne. |

W rozdziale wynikéw zastanowito mnie czy w analizie parametréw biologicznych

plazm i plemnikéw indoréw w sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym (4.2)

brano pod uwage wystgpowanie syndromu z6ttego nasienia? Ten fakt uwzgledniono

wyraznie w tabeli 4.74, natomiast nie wspomniano o tym w tabelach tego podrozdziatu.

Dlaczego w poréwnaniu profili biatkowych wybranych plazm nasienia indoréw w

sezonach wiosenno-letnim i jesienno-zimowym uzyskanych metoda Native-PAGE w

biatym nasieniu analizowano 4 probki, a w nasieniu z6ttym 8 probek?

W dyskusji bardzo ciekawym fragmentem omawianym przez Doktorantke byto

zagadnienie dotyczace kapacytacji plemnikéw. Niemniej jednak zabrakio mi

wypowiedzi/opinii Pani mgr czy na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié
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ze kapacytacja plemnikéw indoréw ma miejsce, czy definitywnie plemniki indoréw
temu procesowi nie podlegajg.

6. Zastanawia mnie réwniez fakt zamiennego stosowania terminu ,»TESZty
tyrozylowe/serylowe” z ,resztami tyrozynowymi”. To drugie okreslenie wydaje sie byé

poprawne z uwagi na tyrozyne, seryne, a nie tyrozyle, seryle.

Wyszczegolnione wyzej niedoskonato§ci majg charakter wylgcznie porzadkowy i nie
wplywajg na warto$¢ merytoryczng pracy, ktora oceniam bardzo wysoko. Praca zostala
zrealizowana z wykorzystaniem nowoczesnych metod badawczych i wnosi nowe elementy
poznawcze dotyczgce funkcjonowania uktadu rozrodczego i rozwoju gamet ptakow. Wyniki
posiadaja duzg warto$¢ poznawcza, jak i praktyczng.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Teresy Rafalskiej
odpowiada w petni wymogom stawianym dysertacjom na stopien naukowy doktora,
okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(tekst jednolity: Dz. U. z 2023 r. poz. 742).

W oparciu o powyzsza oceng przedkladam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej
Dyscypliny zootechnika i rybactwo Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie
o dopuszczenie mgr inz. Katarzyny Teresy Rafalskicj do dalszych etapéw postepowania
doktorskiego. Jednoczesnie uwzgledniajac wysoka jakos$¢ przeprowadzonych badan, ogrom
pracy wlozonej przez Doktorantk¢ w powstanie dysertacji, przydatno$é uzyskanych wynikow
zarowno w celach poznawczych jak i praktycznych, skladam wniosek o wyréznienie

wymienionej pracy.

Dr hab. Agnieszka Partyka, prof. UPWr
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