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RECENZJA
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR KATARZYNY TERESY RAFALSKIEJ
zatytulowanej ,,Analiza fosfoproteoméow ejakulatéw indoréw (Meleagris gallopavo) o
zréznicowanej jakoSci biologicznej”

wykonanej w Katedrze Biochemii i Biotechnologii Zwierzat Uniwersytetu Warmirisko-
Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem promotora dr hab. Pawla Wysockiego, prof. UWM oraz
promotora pomocniczego dr inz. Aleksandry Orzotek.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Teresy Rafalskiej pt.
»Analiza fosfoproteomow ejakulatow indoréw (Meleagris gallopavo) o zrbéinicowanej jakosci
biologicznej” przygotowana zostala w postaci monografii naukowej. W pracy zachowany zostal
tradycyjny ukltad obejmujacy spis tresci, wykaz skrotow, wstep i przeglad pismiennictwa, hipoteze
badawczg i cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje i wnioski oraz pismiennictwo, spis tabel,
rycin i streszczenia. Wiodgcym tematem rozprawy doktorskiej jest analiza fosfoproteomu nasienia
indora w odniesieniu do zréznicowanej jakosci biologiczne] ejakulatéw. Jako czynniki wplywajace
na jako$¢ nasienia indora wybrano syndrom zéltego nasienia (ang. Yelow Semen Syndrome, YSS)
oraz sezon w ktdrym pozyskano nasienie do badan (wiosenno-letni oraz jesienno-zimowy).

Poglebienie wiedzy o biatkach — ich strukturze, lokalizacji, funkcjach, wzajemnych
interakcjach, jak réwniez ich modyfikacjach potranslacyjnych dostarcza coraz szerszych informacji
o udziale biatek w procesach fizjologicznych jak i patologicznych toczacych si¢ w organizmie.
Wykazano, iz okoto 30% biatek koméorkowych ulega fosforylacji w komorce w czasie jej zycia.
Fosforylacja ma wplyw na wiele proces6w regulacyjnych w komorce, migdzy innymi na metabolizm,
podziat, przekazywanie sygnalow, homeostazg¢ czy lokalizacj¢ bialek w komorce. Analiza
poréwnawcza fosfoprotein moze dostarczy¢ waznych informacji o molekularnych podstawach

zaréwno proceséw fizjologicznych jak i stanéw patofizjologicznych organizmu.



Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Rafalskiej dotyczaca
poréwnawczej analizy zmian fosfoproteomu w odniesieniu do Y'SS doskonale wpisuje si¢ w tematyke
zwigzana z poszukiwaniem molekularnych podstaw zaburzen tego schorzenia. Ponadto, wiedza o
fosfoproteinach w nasieniu ptakéw jest znikoma, w zwigzku z tym zagadnienia poruszane przez
Doktorantke w rozprawie sg jak najbardziej aktualne i godne uwagi. Warto$¢ prezentowanej pracy
podnosi analiza zmian fosfoproteomu w odniesieniu do sezonu, ktéry w przypadku jakosci nasienia
indora nie jest czesto poruszanym problem badawczym. Ponadto szczegélowa analiza jakosci
nasienia indora pozwala na kompleksowa charakterystyke zaleznosci pomigdzy poszczegélnymi

parametrami jakoci nasienia a zmianami fosfoprotemu plazmy nasienia i plemnikow.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dobrze prezentuje ogélng wiedzg
teoretyczna Doktorantki w dyscyplinie Zootechnika i Rybactwo. Ogoélna wiedza teoretyczna
doktorantki z zakresu biologii rozrodu zwierzat przedstawiona zostala we Wstgpie rozprawy
doktorskiej. Wprowadzono czytelnika w zagadnienia zwigzane z budowg i funkcjonowaniem uktadu
rozrodczego samcéw ptakéw, wskazujac zardwno podobienstwa jak i roznice w fizjologii rozrodu
pomiedzy ptakami a ssakami. Scharakteryzowano skiad biatkowy plazmy nasienia i plemnikow
ptakéw, wyrézniajac specyfike nasienia indora. Opisano istniejacy stan wiedzy na temat syndromu
z6ttego nasienia indora oraz wplywu sezonu na chéw i hodowlg indoréw reprodukcyjnych. W dalsze;
kolejnosci Doktorantka wprowadzita pojecie fosfoproteomiki i wskazata na braki w istniejace]
wiedzy z zakresu zmian fosfoproteomu nasienia w odniesieniu do syndromu zéttego nasienia indora
oraz sezonu rozrodczego. Przedstawione informacje przekonuja o zasadnosci sformutowanych
hipotez badawczych oraz celéw pracy doktorskiej oraz potwierdzaja wiedzg doktorantki z tematyki
zagadnienl rozprawy doktorskiej. Zaznaczy¢ nalezy, ze we Wstgpie pracy wskazano na istniejgce
problemy zwigzane z reprodukcja indykow, a wigc szybka utratg zdolnosci zaptadniajacej nasienia
$wiezego i nadal wymagajacymi optymalizacji technikami mrozenia nasienia indora. Wiedza
teoretyczna zostala takze wykazana w dyskusji uzyskanych wynikéw. Byly one wszechstronne i

prawidlowe wskazujace na znajomosé biezacych zagadnien z biologii rozrodu kregowcow.

W mojej ocenie, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska wskazuje na umiej¢tnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktorantke.

Wskazuja na to: )

1) Dobrze zaplanowany uktad do$wiadczalny. Material badawczy stanowilo 100 ejakulatow
indor6w BIG-6, pobranych od ptakéw pomiedzy 39-42 tygodniem Zzycia, czyli 9-12 tydzien sezonu
reprodukcyjnego. Réznice w stezeniu biatka plazmy nasienia wskazuja na prawidlowa klasyfikacje¢

ejakulatéw na jasne i z6lte. Poprawnie dobrano liczebnosé ejakulatow w grupach, tak aby w kazdej
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badanej grupie YSS i grupie ptakdéw zdrowych znajdowato si¢ po 50 obserwacji. Nie mam takze
zadnych uwag do utworzonych dwoch grup badawczych odnosnie wplywu sezonu tj. wiosenno-letni
oraz jesienno-zimowy. Doktorantka zaplanowata w tym doswiadczeniu udziat ptakéw w tym samym
przedziale wiekowym. Tu takze w kazdej grupie badawczej znajdowato si¢ 50 obserwacji.

2) Roznorodny warsztat badawczy. Na uwage zastuguje poprawnos¢ dobranych analiz i ich

réznorodnos$¢. Do izolacji fosfoprotein zar6wno z plazmy nasienia jak i ekstraktow plemnikow
wykorzystano komercyjnie dostgpne zloze PHOS-Select Iron Affinity Gel (Sigma-Aldrich)
przeznaczone do izolacji fosfopeptydow. Nastepnie wyizolowane frakcje biatkowe poddano réznym
technikom elektroforetycznym, wiaczajac w to jednokierunkowa natywna elektroforeze (1D-PAGE),
jednokierunkowg elektroforeze w warunkach denaturujacych (z dodatkiem Tricine - Tricine-PAGE
oraz mocznika - Urea-PAGE), jednokierunkowsg elektroforeze w warunkach denaturujacych (SDS-
PAGE) oraz dwukierunkows elektroforeze (2D-PAGE). Ta mnogo$¢ technik pozwolita Doktorancke
na doskonale opanowanie technik elektroforetycznych stosowanych w  proteomice.
Wyselekcjonowane prazki biatkowe po SDS-PAGE poddano identyfikacji przy uzyciu spektrometrii
mas Nano LC-MS/MS z wykorzystaniem systemu Ultimate 3000 HPLC/UPLC (Thermo Fisher
Scientific). Natomiast wyselekcjonowane spoty biatkowe po 2D-PAGE poddano identyfikacji przy
uzyciu spektrometru mas MALDI TOF/TOF (Bruker). Zidentyfikowane fosfoproteiny poddano
analizom funkcjonalnym przy uzyciu programu ShinyGo oraz STRING. Wyizolowane frakcje
fosfoprotein po PHOS-Select Iron Affinity Gel poddano takze elektrotransferowi w celu detekeji
réznic w stopniu ufosforylowania reszt seryny, treoniny i tyrozyny pomigdzy badanymi grupami.
Opisane postepowanie metodyczne uwazam za poprawne z wyrozniajacym wielotorowym
podejéciem analizy fosfoprotemu.

Analizy proteomiczne nasienia indora zostaly ponadto obudowane szerokim spektrum analiz
jakosci nasienia. Do oceny ruchliwodci plemnikéw zastosowano system analizy komputerowe]
CASA (Hamilton-Thorne Research). Do oceny odsetka plemnikéw zywych (z nienaruszong
~ plazmolemma), odsetka plemnikéw z funkcjonalnymi mitochondriami, zmian apoptotycznych
plemnikéw oraz odsetka plemnikéw NO™ wykorzystanoibarwniki fluorescencyjne w potgczeniu z
mikroskopem fluorescencyjnym. Szkoda, ze do wspominanych analiz nie udalo si¢ wykorzysta¢
cytometrii przeptywowej, ktora znaczaco ulatwita by prace Doktorantce i wzmocnita wiarygodnos¢
uzyskanych wynikéw. Dokladna i rzetelna ocena jako$ci nasienia, jako materiatu wyjsciowego do
analiz proteomicznych jest juz standardem w publikowaniu wynikow w czasopismach naukowych,
dlatego znajduje pelne uzasadnienie dla przeprowadzenia tak rozbudowanych szczegélowych analiz.

W pracy wykonano takze pomiary aktywnosci wybranych enzyméw antyoksydacyjnych w

plazmach nasienia badanych ejakulatéw, tj. dysmutazy ponadtlenkowej, peroksydazy glutationowe;



oraz katalazy. Dodatkowo oznaczono zawarto$¢ aldehydu malonowego. Tak szczegélowa analiza
systemu antyoksydacyjnego ma zapewne istotne znaczenie w badaniach wplywu sezonu na jakosé
nasienia. Dokonano takze pomiaru aktywnosci fosfatazy kwasnej i alkaicznej, co wydaje si¢ by¢
szczeg6lnie uzasadniane, poniewaz jest to grupa enzyméw, ktére hydrolizuja wigzania
fosfodiestrowe, usuwajac z biatek reszty fosforanowe. Do zobrazowania calosci przemian reszt
fosforanowych zabrakto mi pomiaru aktywnosci kinaz, enzymow przylaczajacych grupe fosforanowa
do biatek. Zaburzona homeostaza miedzy kinazami a fosfatazami moze prowadzi¢ do inicjacji
proceséw chorobowych.

3) Poprawna interpretacia i dyskusja wynikéw. W oparciu o logicznie zdefiniowane cele

uzyskano wyniki, ktére dostarczyly nowych informacji o fosfoproteomie nasienia indora. W
szczegdlach opisano analize poréwnawcza fosfoprotein plazmy nasienia YSS w poréwnaniu do
plazmy nasienia jasnego oraz plazmy nasienia pozyskanej w sezonie wiosenno-letnim w pordwnaniu
do sezonu jesienno-zimowego. Do wspominanych analiz wykorzystano profile uzyskane metodami
Native-PAGE, Tricine-PAGE, Urea-PAGE, SDS-PAGE oraz 2D-PAGE. Wyniki udokumentowano
stosownymi rycinami i tabelami. Wyniki prezentujace identyfikacje biatek technikami spektrometrii
mas Nano LC-MS/MS oraz MALDI TOF/TOF zaprezentowano w tabelach informujac o liczbie
zgodnych peptydéw, pokryciu sekwencji oraz wartosci ,.score” dla poszczegdlnych biatek. W
analogiczny sposéb przedstawiono wyniki analiz fosfoproteomu plemnikéw. Ostatnim elementem
analiz fosfoprotein nasienia indora byla immunodetekcja poziomu ufosforylowania reszt seryny,
treoniny i tyrozyny w odniesieniu do YSS i sezonu. Analizy przeprowadzono zaréwno w plazmie
nasienia jak i ekstraktach plemnikow, a wyniki udokumentowano za pomocg stosowanych rycin i
tabel. Na uwage zashuguje ciekawe zestawienie wszystkich zidentyfikowanych bialek w postaci tabel
4.99 1 4.100. Wskazano w nich potencjalne miejsca fosforylacji dla zidentyfikowanych fosfoprotein,
wiazane przez nie zwigzki, lokalizacj¢ komérkowa oraz funkcje biatek. Doceniam ogrom pracy i
czasu wlozony w przygotowanie tak szczegdtowych zestawiefh wynikéw. Jednakze, z mojego punktu
widzenia najciekawsze wyniki rozprawy doktorskiej to analiza funkcjonalna zidentyfikowanych
fosfoprotein, ktéra daje nam poglad na temat molek_ularn_ych zmian czy zaburzen procesow
fizjologicznych w nasieniu. Doktorantka wykazata, iz zidentyfikowane fosfoproteiny biora udzial w
interakcji i wiazaniu si¢ plemnika z komorka jajowa, w procesie zaplodnienia oocytu, organizacji
cytoszkieletu, metabolizmie plemnikéw, transporcie wewngtrzkomoérkowym oraz ustalaniu sktadow
proteom6w poszezegolnych przedzialéw komorkowych. Takie same analizy funkcjonalne cheiatbym
zobaczyé dla réznicujacych fosfoprotein nasienie YSS oraz zmian sezonowych. Te z kolei

przedstawiono w postaci diagramu obrazujgcego poszczegélne geny, niestety bez analiz



funkcjonalnych (Ryciny 4.73-4.76). Podsumowujac wykazano, iz rodzaj uzyskanego nasienia jak 1
sezon moga wptywac na fosfoproteom nasienia indora.

Dodam tylko, iz znaczng cze$¢ sekcji wyniki stanowi szczegotowa charakterystyka jakosci
nasienia w odniesieniu do schorzenia YSS i sezonu, ktdrej rola wedlug mnie powinno by¢ przede
wszystkim szczegdtowe opisanie jakosci nasienia, jako materiatu wyjsciowego uzytego do analiz
fosfoproteomu, ktore sg gldwnym celem tej rozprawy doktorskiej.

Doktorantka dyskutuje uzyskane wyniki bazujac na dostgpnej wiedzy z zakresu rozrodu
ptakéw i ssakow. Moim zdaniem dyskusja jest wszechstronna i prawidtowa. Chociaz podczas
przygotowywania materiatu do publikacji radzitabym przeprowadzi¢ dyskusj¢ bazujgc gtéwnie na
pracach odnoszacych si¢ do ptakéw. Argumentuje to specyfika rozrodu ptakéw o ktérej Doktorantka
wspominata juz na wstepie rozprawy doktorskiej oraz wymaganiami specjalistycznych czasopism,

np. Poultry Science.

Moim zdaniem przedstawiona do oceny rozprawa doktorska umozliwila Doktorantce wszechstronne,
praktyczne opanowanie metod i technik pracy badawczej oraz rozwigzanie postawionego sobie
oryginalnego problemu naukowego. Doktorantka prawidtowo sformutowata problem badawczy,
co wymagalo znacznej wiedzy o tematyce zwigzanej z rozrodem ptakow oraz proteomiky, a
doktadnie jej poddziedzina - fosfoproteomika. Doktorantka jednoznacznie wykazala zaleznos¢
pomiedzy fosfoproteomem a jako$cig nasienia u indora, co jest najwazniejszym osiggnigciem

rozprawy doktorskie;j.

Podczas szczegélowe]j analizy pracy nasunely mi si¢ uwagi i pytania. Najistotniejsze z nich

przestawiam ponizej z prosba o wyjasnienie lub komentarz.

I« Réznice w stezeniu biatka plazmy nasienia wskazujg na prawidlowa klasyfikacje ejakulatow
na jasne i zolte, chociaz stezenie biatka w ejakulatach zoltych odbiega od publikowanych wezesniej
wartosci dla syndromu z6ltego nasienia (>20 mg/ml; Thurston et al., 1982. Elevated seminal plasma
protein: A  characteristic of yellow turkey semen. Poult. Sci. 61:1905-1911.
do0i:10.3382/ps.0611905.). Proszg o komentarz.

2. W pracach opisujacych wplyw sezonu na parametry jakosci nasienia autorzy czgsto padajg
warunki pogodowe panujgce podczas doswiadczenia. Czy doktorantka opracowala takie dane dla

grup badawczych reprezentujacych wptyw sezonu na jakos¢ nasienia?



3 Jakimi kryteriami kierowata si¢ Doktorantka przy wyborze zloza do wzbogacania
fosfoprotein. W dostepnej literaturze nie znalaztam zastosowania ztoza PHOS-Select Iron Affinity
Gel (Sigma-Aldrich) do izolacji fosfoprotein z materiatu biologicznego. Ponadto dostgpna literatura
wskazuje na wysoki poziom niespecyficznych wigzan podczas stosowania chromatografii z matryca
z imobilizowanymi jonami metali. Czy testowano specyficznos¢ zastosowanego ztoza?

4. Troche martwi mnie niska jako$é zeli po 2D-PAGE. W czym Pani zdaniem moze tkwié
problem techniczny analizy?

5. Jakie kryteria przyjeto podczas wyznaczenia réznicujacych prazkéw i spotow fosfopeptydow?
Doktadnie chodzi o warto$é prawdopodobienstwa i stosunek intensywnosci prazkow i spotow.

6. Prosze o komentarz dlaczego wyniki identyfikacji biatek po SDS-PAGE przy uzyciu Nano
LC-MS-MS przedstawiono w duzej wigkszosci w odniesieniu do bazy danych koguta (Gallus gallus,
Tabele 4.75 oraz 4.91), a wyniki uzyskane po 2D-PAGE przy uzyciu MALDI uzywajac bazy danych
indora (Meleagrs gallopavo, Tabele 4.78 oraz 4.94).

7 Chciatabym zasugerowaé, aby podczas przygotowania publikacji, surowe dane po analizie
spektrometrem mas umiesci¢ w repozytorium. Jest to juz szeroko stosowana praktyka, wrecz
wymagana przez recenzentow publikacji naukowych. To samo dotyczy wszystkich skanow zeli oraz
blotow zastosowanych do analiz.

8. W pracy brak jest walidacji uzyskanych wynikéw proteomicznych. Dlatego bardzo prosze¢
Doktorantke o zaproponowanie mozliwych wariantow walidacji uzyskanych wynikéw z analizy

fosfoproteomu.

WNIOSEK KONCOWY

Pozytywnie oceniam przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska. Ponadto stwierdzam, iz
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Teresy Rafalskiej odpowiada
warunkom okre$lonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2023r poz. 742 ze zm.). W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej
Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o

dopuszczenie Pani mgr inz. Katarzyny Teresy Rafalskiej do dalszych etapéw postepowania.
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