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Opinia promotora dotyczaca rozprawy doktorskiej
Pani mgr inz. Katarzyny Dyrdy

pt. ,,Analiza fosfoproteomu najadrzowego nasienia ogiera”

Przedtozona praca stanowi oryginalne dzieto, stanowigce probe rozwigzania problemu
naukowego zwigzanego z charakterystyka zmian fosforylacji biatek nasienia najadrzowego
ogiera w zaleznos$ci od regionu najadrzy oraz dodatkowo pory sezonu rozrodczego. Jest ona
zwienczeniem dtugoletnich badan prowadzonych przez Doktorantke w Katedrze Biochemii i
Biotechnologii Zwierzat UWM w Olsztynie. W dostepnej literaturze brak jest danych
dotyczacych intensywnosci fosforylacji biatek nasienia najadrzowego ogiera, jak rowniez
nie ma informacji na temat identyfikacji fosfoprotein ptynu i plemnikoéw najadrzowych.
Stosujac techniki proteomiczne podjeto badania, ktérych celem byta charakterystyka
fosfoproteomu nasienia najadrzowego ogiera z uwzglednieniem réznych okresow sezonu
reprodukcyjnego. Z mojego punktu widzenia jako Promotora na podkreslenie zastuguje
pracochtonno$¢ przeprowadzonych badan oraz bardzo duza samodzielno$¢ Doktorantki.
Material doswiadczalny, czyli najadrza 12 ogieréw ras gorgcokrwistych, pozyskiwano
podczas rutynowych zabiegdw kastracji w dwodch okresach sezonu rozrodczego.
Wyizolowane metoda chromatografii powinowactwa do jonow metali fosfoproteiny
rozdzielano metodg elektroforezy 1D-PAGE, nast¢epnie poddawano identyfikacji z
wykorzystaniem techniki spektrometrii mas NanoLC-MS/MS. Dodatkowo wykonano

analiz¢ stopnia fosforylacji bialek przy pomocy metody immunoblottingu.

W  przygotowane] dysertacji stosujgc metody proteomiczne, po raz pierwszy
zidentyfikowano fosfoproteiny charakterystyczne dla ekstraktoéw plemnikowych oraz ptynu
najadrzowego ogiera biorac pod uwage podzial anatomiczny na glowe, trzon i ogon. Ponadto
okreslono zmiany wystepujace w fosfoproteomie ekstraktow i ptynéw najadrzowych w réznych
okresach sezonu rozrodczego. Zidentyfikowane biatka wyizolowane z ptynu najadrzowego
petliag funkcje regulacyjne, transportowe, opiekuncze (chaperony) oraz enzymatyczne, w tym
antyoksydacyjne. Zaangazowane s3 one miedzy innymi, w procesy ubikwitynacji, apoptozy
oraz nabywania przez plemniki zdolnosci do ruchu. Z kolei zidentyfikowane fosfoproteiny
ekstraktow plemnikowych wchodza w sklad cytoszkieletu oraz petlnig funkcje

enzymatyczne, transportowe 1 modulujace, co wskazuje na ich istotng role w dojrzewaniu



plemnikdéw ogiera. Szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na biatka 1 peptydy bedace
elementami systemu antyoksydacyjnego, ktory pelni bardzo istotng role w prawidlowym
funkcjonowaniu  uktadu rozrodczego samca. W przypadku wigkszosci fosfoprotein
plemnikéw najadrzowych ogiera fosforylacji podlegaja réwnoczesnie reszty seryny, treoniny
1 tyrozyny zaré6wno w sezonie rozrodczym jak i poza nim. Wydaje si¢, ze dwa badane
czynniki istotnie wplywaja na fosfoproteom plemnikdéw najadrzowych. Pierwszym z nich jest
sezon rozrodczy 1 zwigzane z nim zmiany fosforylacji biatek o masach czasteczkowych 75 (B-
dystrobrewina, DTNB), 50 (biatkowa izomeraza disiarczkowa, PDIA3), 32 (bialko
opiekuncze retikulum endoplazmatycznego, BiP), 23 (dystonina DST; SYNE-1), 17
(peroksyredoksyna, PRDX) i 15 (homolog biatka bikaudalnego 2, BICD2) kDa. Drugim
czynnikiem jest region najadrzy w przypadku fosfoprotein o masach czasteczkowych 61 (biatko
E zwigzane z centromerem, CENP-E), 50 (bialkowa izomeraza disiarczkowa A3, PDIA3)1 15

(homolog biatka bikaudalnego 2, BICD2) kDa.

W oparciu o uzyskane wyniki mgr inz. Katarzyna Dyrda sformutowata nastgpujace

wnioski:

1. Intensywno$¢ procesow fosforylacji/defosforylacji bialek ptynu najadrzowego oraz

plemnikdéw jest rozna w poszczegdlnych segmentach najadrzy.

2. W plynie najadrzowym nasilenie procesu fosforylacji bialek stwierdzano poza sezonem

rozrodczym, podczas gdy w ekstraktach plemnikowych w trakcie jego trwania.

3. Fosfoproteom plemnikow najadrzowych ogiera zawiera rézne grupy biatek, w tym biatka
regulacyjne, transportowe, opiekuncze, antyoksydacyjne, ubikwitynacyjne oraz zwigzane z

ruchliwoscig i apoptoza komorek. Odwracalnej fosforylacji moze podlegaé wiele enzymow.

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

biatka HSP 70 1 HSP B1.

5. W ekstraktach plemnikowych zidentyfikowano biatka zwigzane z ochrong
antyoksydacyjna podlegajace zréznicowanej fosforylacji. Sa to biatka z rodziny HSP,

izomeraza wiazan disiarczkowych A3 i A6 oraz peroksyredoksyna 5,

6. Wiele sktadnikow systemu ubikwitynacji biatek w nasieniu najagdrzowym ogiera (enzym

aktywujacy ubikwityne, tioesteraza ubikwityny, hydrolaza C-konca ubikwityny, biatka z
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