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RECENZJA
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR LAURY PARDYAK
zatytulowanej ,,Znaczenie rownowagi hormonalnej i polaczen miedzykomérkowych w
jadrach, najadrzach i nasieniowodach indora (Meleagris gallopavo) z syndromem zéltego
nasienia”

wykonanej w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Zoologii i Badai Biomedycznych Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie pod kierunkiem Promotora prof. dr hab. Barbary Biliniskiej.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Laury Pardyak pt. ,Znaczenie
rownowagi hormonalnej i polaczen miedzykomérkowych w jadrach, mnajadrzach i
nasieniowodach indora (Meleagris gallopavo) z syndromem Zzéltego nasienia” przygotowana
zostata w postaci manuskryptu. W pracy zachowany zostal tradycyjny ukiad obejmujacy Spis
Tresci, Wstep, Hipotezg i Cele Pracy, Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusje oraz Wnioski,
Streszczenie i Literatur¢. Warto nadmienié, ze cze$¢ doswiadczalng pracy doktorskiej zrealizowano
w oparciu o $rodki finansowe pochodzace z projektu badawczego Narodowego Centrum Nauki
PRELUDIUM 13 (2017/25/N/NZ9/00585), ktérego Pani mgr Laura Pardyak byla kierownikiem.
Ponadto, rezultaty badan prezentowane w rozprawie doktorskiej zostaly juz czesciowo
opublikowane w 2 czasopismach indeksowanych w bazie Web of Science: British Poultry Science
(IF-1,421; 70 punktéw MNiSW) oraz Poultry Science (IF-2,027; 140 punktow MNiSW), w ktérych
Pani Laura Pardyak odegrala role pierwszego autora. Wskazuje to, iz weryfikacja poprawnosci
zatozonych tez byla dokonana na poziomie Narodowego Centrum Nauki oraz Edytoréw
‘wymienionych czasopism.

Syndrom zoltego nasienia (YSS, ang. Yellow Semen Syndrome) ma charakter endemiczny w
obre¢bie populacji indyka (Meleagris gallopavo). Nasienie YSS charakteryzuje sie obnizona
zdolnoscig zapladniajaca, a uzycie takiego nasienia do sztucznego unasienniania samic prowadzi do
spadku odsetka zaptodnionych jaj i wskaznika wylegowosci w poréwnaniu do nasienia jasnego.

Samce YSS posiadaja dobrze rozwinigte drugorzedowe cechy plciowe, a rozmiar jader jest




poréwnywalny z samcami produkujacymi prawidlowe, jasne nasienie (WNS, ang. White Normal
Semen). Ponadto, objetosé nasienia oraz koncentracja plemnikéw nasienia YSS nie ré6zni sie od
nasienia osobnikéw produkujacych normalne nasienie. Dlatego szybka i skuteczna diagnostyka
YSS w warunkach produkcyjnych jest prawie niemozliwa.

Wiodacym tematem rozprawy doktorskiej jest opisanie roli srodowiska hormonalnego oraz
komunikacji miedzykomoérkowej w jadrach, najadrzach i nasieniowodach indoréw jako
molekularnych czynnikéw determinujacych rozwdj syndromu zoltego nasienia indorow. Zjawisko
YSS u indoréw opisano po raz pierwszy w latach 80-tych dwudziestego wieku, identyfikujac
plazme nasienia o zoltym zabarwieniu i wysokiej koncentracji biatka w poréwnaniu do samcow
produkujgcych normalne nasienie. Prowadzone od tamtej pory badania doprowadzty do
szczegOlowej charakterystyki parametréw jakosciowych nasienia YSS. Zoéhe nasienie
charakteryzuje si¢ obecnoscia nieprawidlowych plemnikéw i spermatyd oraz podwyzszong liczba
spermiofagéw. Dodatkowo, parametry ruchu plemnikéw opisujace predkosé jak i trajektorie ruchu
sa zaburzone w nasieniu YSS. Plazma zo6ltego nasienia, poza wysokim stezeniem biatka
charakteryzuje si¢ podwyzszong aktywnoscia fosfatazy kwasnej, aminotransferazy
asparaginianowej oraz dysmutazy ponadtlenkowej. Analizy proteomiczne i metabolomiczne plazmy
nasienia YSS pozwolily na wskazanie potencjalnych markeréw charakterystycznych dla tego
syndromu. Jednakze, pomimo szczegétowych badan parametrow jakosci nasienia YSS, przyczyny
wystepowania tego syndromu u indoréw nie zostaly do tej pory poznane. Sugerowano zwigzek
pomigdzy nadmiernym gromadzeniem si¢ kropel lipidowych w nablonku przewodow
wyprowadzajgcych, wzrostem poziomu cholesterolu i podwyzszonym poziomem biatek, a
wystgpowaniem YSS. Wéréd mozliwych przyczyn wymienia si¢ takze genetyczne predyspozycje,
niesprzyjajace warunki Srodowiska oraz krzyzowanie w celu poprawy umigsnienia i nie$nosci.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Laury Pardyak dotyczaca zaburzen
rownowagi hormonalnej i polaczen miedzykomorkowych w uktadzie rozrodczym indorow YSS
doskonale wpisuje si¢ w tematyke zwigzana z poszukiwaniem molekularnych podstaw zaburzen
YSS. Ponadto, wiedza na temat komunikacji miedzykomérkowej u ptakow jest zupelnie nieznana,
w zwigzku z tym zagadnienia poruszane przez Doktorantke w rozprawie sg jak najbardziej aktualne
i godne uwagi. Warto$¢ prezentowanej pracy podnosi  wykorzystanie dwoch modeli
doswiadczalnych in vivo i ex vivo, co pozwala na kompleksowa charakterystyke zmian w
potgczeniach migdzykomérkowych w ukladzie rozrodezym indoréw YSS.

We wstepie Doktorantka w bardzo przejrzysty sposob przedstawita zagadnienia zwigzane z
budows i funkcjonowaniem ukiadu rozrodczego samcow ptakdw, wskazujac zaréwno

podobienstwa jak i roznice w fizjologii rozrodu pomiedzy ptakami i ssakami. Doktorantka



uzasadnita koniecznosé poglebienia wiedzy na temat roli lokalnie dziatajacych hormonéw
steroidowych oraz molekularnej budowy polgczen migdzykomérkowych uktadu rozrodczego
ptakow w aspekcie syndromu YSS, ktory jest istotnym problemem w produkcji drobiarskiej i nadal
brakuje wiedzy na temat molekularnych podstaw tego syndromu. Przekonuje to o zasadnosci
sformulowanych hipotez badawczych oraz celow przedstawionej do oceny pracy doktorskiej.
Ponadto wyjasnienie molekularnych aspektow zaburzen jakosci nasienia indoréw ma nie tylko
istotne znaczenie poznawcze ale i aplikacyjne.

Materiat badawczy stanowily tkanki ukladu rozrodczego (jadra, najadrza, nasieniowody),
plemniki, plazma nasienia oraz osocze krwi indoréw obcigzonych YSS oraz indoréw
produkujacych nasienie prawidlowe (uzytych jako kontrola). W prawidlowy sposéb dokonano
klasyfikacji ptakoéw w kontekscie typu produkowanego nasienia (YSS oraz WNS). Na szczegdlng
uwage zastuguje ilos¢ i réznorodnoéé wykonanych analiz, co $wiadczy o opanowaniu przez
Dokiorantke nowoczesnego warsztatu badawczego. Zastosowane metody to: hodowla ex vivo
eksplantow jader, analiza ekspresji genow metoda RT-PCR w czasie rzeczywistym, analiza
ekspresji bialek metodami Western Blot oraz immunoenzymatyczna (ELISA), analiza
immunohistochemiczna tkanek oraz analiza ultrastrukturalna i immunofluorescencja plemnikéw.
Do prawidlowego wykonania tych ostatnich Doktorantka opanowala biegle techniki mikroskopii
Swietlnej, fluorescencyjnej oraz elektronowej, co potwierdza perfekcyjnie wykonana dokumentacja
fotograficzna badanych tkanek, zaprezentowana w wynikach pracy. Czesé metodyczna pracy nie
budzi zastrzezen, za$ sposob przedstawienia zashuguje na wysoka ocene. Autorka stosujac opisane
techniki wykazata si¢ zaréwno ich znajomoscia jak i prawidiowym zastosowaniem. Moim zdaniem,
zastosowane metody badawcze zostaly adekwatnie dobrane do realizacji postawionych celéw,
zostaly takze zaakceptowane przez recenzentGw czasopism, w ktorych opublikowano czesé
prezentowanych badan.

W oparciu o logicznie zdefiniowane cele uzyskano wyniki, ktore dostarczyly nowych
informacji o roli Srodowiska hormonalnego i roli komunikacji miedzykomorkowe] w jadrach,
najgdrzach i nasieniowodach indoréw YSS. Na wstepie wykonano poréwnawcza analize
histologiczna budowy tkanek ukfadu rozrodczego indoréw YSS oraz indorow WNS. Analiza
ultrastruktury plemnikéw pozwolita na wykazanie zmniejszonej grubos¢ ostonki widkniste;
plemnikéw w nasieniu indoréw YSS. W kolejnym kroku wykazano podwyzszone stezenie
estradiolu u osobnikdéw YSS, co dodatnio korelowato z zwigkszong ekspresja receptoréw
estrogenowych (ERa 1 ERB) w jadrach i najadrzach indoréw YSS. Wykazano zwigkszony poziom
ekspresji aromatazy w tkankach rozrodczych i plemnikach indoréw YSS co odzwierciedlaé¢ moze

wyzsza endogenng synteze estrogenow u samcow z nieprawidlowym zottym nasieniem. Analiza



ekspresji genow i lokalizacja biatek potaczef $cistych, szczelinowych i przylegania wykonana

zostala po raz pierwszy dla ptakéw. W pracy wykazano zmiany ekspresji okludyny, ZO-1, Cx43, N-
1 E- kadheryny, B-kateniny oraz ich odmienng subkomérkows lokalizacje w tkankach rozrodczych
samcow YSS w poréwnaniu do osobnikéw WNS. Zmiany te moga prowadzié do zaburzeh
mikrosrodowiska tkanek, w ktorych dochodzi do produkcji, dojrzewania i magazynowania
plemnikow i w konsekwencji odpowiada¢ za rozwdj YSS. Powyzsze obserwacje zostaly
potwierdzone w doswiadczeniach ex vivo, polegajacych na inkubacji eksplantéw jader indoréw
YSS i WNS z w obecnosci estradiolu. Podsumowujac, doktorantka wskazuje na istote réwnowagi
hormonalnej w regulacji interakcji miedzykomorkowych, co w konsekwencji moze prowadzié do
uposledzenia funkcji narzadéw i pojawienia sie syndromu zo6ttego nasienia u indoréw. Uwazam, iz

interpretacja jak i dyskusja wynik6w jest wszechstronna i prawidtowa.

Podczas wnikliwej analizy pracy nasungly mi si¢ uwagi i pytania. Najistotniejsze z nich

przestawiam ponizej z pro$ba o wyjasnienie lub komentarz.

1) Podzialu ptakéw na dwie grupy YSS oraz WNS dokonano na podstawie analizy stezenia
biatka w plazmie nasienia indora. Nasienie o kolorze zéltym i wysokim stezeniu bialka (>20
mg/ml) klasyfikowano jako YSS. Nasienie o bialym kolorze i niskim stezeniu biatka (<20 mg/ml)
klasyfikowano jako WNS.

Poniewaz stezenie biatka plazmy nasienia bylo kluczowym czynnikiem grupujacym ptaki
nalezatoby opisa¢ metodyke pomiaru biatka w rozdziale Materialy i Metody.

Chciatabym réwniez prosi¢ o przedstawienie $rednich wartosci stezenia biatka w plazmie nasienia
dla ptakoéw YSS oraz WNS.

Interesuje mnie takze, czy dokonano analizy jakos$ci nasienia ptakow YSS oraz WNS?

2) W dostepnej literaturze brak jest informacji na temat molekularnej budowy potaczen
miedzykomorkowych w nablonku tkanek ukfadu rozrodczego ptakéw. Wiadomo, ze w nablonku
jader i najadrzy ssakow wystepuja trzy typy polaczen: éciste, szczelinowe i przylegania. We wstepie
pracy wymieniono szereg biatek, ktore sag komponentami wskazanych polaczen u ssakow.
Interesuje mnie, jakimi kryteriami kierowata si¢ Doktorantka przy wyborze biatek tj. okludyny, ZO-
1, Cx43, N- i E- kadheryny oraz B-kateniny do szczegdtowych analiz u indoréw YSS?

3) Szczegblowe analizy bialek u ptakow sg limitowane ograniczonym dostepem do
specyficznych gatunkowo przeciwcial skierowanych przeciwko biatkom ptakéw. Czesto badacze

positkuja si¢ przeciwciatami specyficznymi dla biatek ssakéw. Prosze o komentarz, jak ocenia Pani



specyficznos¢ wybranych przeciwciat i czy w zastosowanych metodach obserwowano reakcje

niespecyficzne utrudniajjce jednoznaczng interpretacje wynikoéw?

4) W doswiadczeniu w systemie ex vivo uzyskane wyniki (tablica 16) analizowano przy uzyciu
jednoczynnikowej analizy wariancji, a nastepne parametrycznym testem post-hoc Dunnet’a.
Poniewaz qnalizowano wplyw estradiolu (pierwszy czynnik) oraz wplyw syndromu YSS (drugi
czynnik) zastanawiam si¢ nad mozliwoscia zastosowania dwuczynnikowej analizy wariancji, do
analizy efektéw badanych czynnikéw. Tym bardziej, ze dane przeszly pozytywnie test na

jednorodno$¢ wariancji i rozklad normalny.

5) W pracy pojawia si¢ niefortunny skrét myslowy ,,zwiekszona koncentracja plazmy nasienia”
(str. 57, 58) tlumaczacy obficie wystepujaca plazme nasienia u indoréw YSS. Mam réwniez uwagi
do sformutowania ,,zwiekszona objeto$¢ nasienia u indoréw YSS”. Czy stwierdzenie to moze
zosta¢ poparte wynikami pomiaru objetosci nasienia ptakéw YSS oraz WNS? Wszak
dotychczasowe badania, wskazuja, iz objeto$é nasienia oraz koncentracja plemnikéw nasienia YSS

nie r0zni si¢ od nasienia osobnikow produkujacych normalne nasienie.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Laury Pardyak spetnia warunki okreslone
w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z poézn. zm.). W zwiazku z
powyzszym wnosz¢ do Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o
dopuszczenie Pani mgr Laury Pardyak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na znaczacg warto$¢ naukows pracy wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii, o
wyroznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Laury Pardyak.

Z powazaniem
Morokon Totniglean

Mariola Stowinska




