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1. Dane personalne

Imie i nazwisko Mariola Dietrich
Miejsce pracy Zakfad Biologii Gamet i Zarodka
Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci
Polskiej Akademii Nauk
ul. Tuwima 10
10-748 Olsztyn

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskie;j.

2006 doktor nauk rolniczych w zakresie zootechniki, Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Tytut rozprawy doktorskiej: ,,1zolacja i charakterystyka alfa1-inhibitra proteinaz z plazmy
nasienia karpia (Cyprinus carpio L),

promotor: prof. dr hab. A. Ciereszko, praca doktorska wyrozniona przez Rade Naukowg
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

2001 magister inzynier biotechnologii: Wydziat Biologii, kierunek biotechnologia,
specjalnos¢ - biotechnologia, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie.

Tytut pracy magisterskiej: ,, Transdukcja sygnatu prolaktynowego w komérkach
wczesnolutealnych jajnika $wini”,

promotor: prof. dr hab. R.E. Ciereszko, dyplom ukonczenia studiow z wyrdznieniem

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

01.03.2006 - obecnie Adiunkt, Zaktad Biologii Gamet i Zarodka (ZBGZ),
Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

01.09.2001 - 28.02.2006 Asystent, Zakfad Biologii Nasienia, Instytut
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie



4. Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65, poz. 595 ze zm.):

A) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego

Osiggnieciem naukowym bedgcym podstawg ziozonego wniosku o0 przeprowadzenie
postepowania habilitacyjnego jest cykl publikacji przedstawionych pod wspdolnym tytutem:

,»IDENTYFIKACJA, CHARAKTERYSTYKA | ROLA GLOWNYCH BIALEK PLAZMY NASIENIA KARPIA ORAZ
ICH ZWIAZEK Z BIALKAMI OSOCZA KRWI”.

B) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

(7 oryginalnych prac eksperymentalnych)

1.

Wojtczak M*., Dietrich G.J., Irnazarow I., Jurecka P., Stowinska M., Ciereszko A.
2007. Polymorphism of transferrin of carp seminal plasma: relationship to blood
transferrin and sperm motility characteristics. Comparative Biochemistry and
Physiology - Part B: Biochemistry & Molecular Biology 148: 426-431 (IF=1,65,
MNISW g7 27, liczba cytowanh wg bazy Web of Science (Wo0S)=20).

Dietrich M.A*., Zmijewski D., Karol H., Hejmej A., Bilinska B., Jurecka P.,
Irnazarow ., Stowinska M., Hliwa P., Ciereszko A. 2010. Isolation and
characterization of transferrin from common carp (Cyprinus carpio L) seminal
plasma. Fish & Shellfish Immunology 29: 66-74 (IF=3,044; MNiSW,y,0 32, liczba
cytowan wg bazy Web of Science (WoS)=12).

Dietrich M.A*., Dietrich G.J. Hliwa P., Ciereszko A. 2011. Carp transferrin can
protect spermatozoa against toxic effects of cadmium ions. Comparative
Biochemistry and Physiology - Part C: Toxicology & Pharmacology 153, 422-429
(IF=2,616, MNiSW 1, 30, liczba cytowan wg bazy Web of Science (WoS)=11).

Dietrich M.A.*, Nynca J., Bilinska B., Kuba J., Kotula-Balak M., Karol H.,
Ciereszko A. 2010. Identification of parvalbumin-like protein as a major protein of
common carp (Cyprinus carpio L) spermatozoa which appears during final stage
of spermatogenesis. Comparative Biochemistry and Physiology - Part B:
Biochemistry & Molecular Biology 157: 224-231 (IF=1,989, MNiSW g0 27, liczba
cytowan wg bazy Web of Science (Wo0S)=5).

Dietrich M*., Westfalewicz B., Jurecka P., Irnazarow |., Ciereszko A. 2014.
Isolation, characterization and cDNA sequencing of new form of parvalbumin from
carp semen. Reproduction Fertility and Development 26,: 1117-1128 (IF=2.577,
MNIiSW 14 25, liczba cytowan wg bazy Web of Science (WoS)=1)



6. Dietrich M.A*., Adamek M., Bilinska B., Hejmej A., Steinhagen D., Ciereszko A.
2014. Characterization, expression and antibacterial properties of apolipoproteins
A from carp (Cyprinus carpio L.) seminal plasma. Fish & Shellfish Immunology 41:
389-401 (IF=3,034, MNiSW,y4 40, liczba cytowah wg bazy Web of Science
(WoS)=1).

7. Dietrich M.A*., Arnold G.J., Nynca J., Frohlich T., Otte K., Ciereszko A. 2014.
Characterization of carp seminal plasma proteome in relation to blood plasma.
Journal of Proteomics 98; 218-232. (IF = 3,929, MNiSW 14 35, liczba cytowan wg
bazy Web of Science (Wo0S)=5).

IF podano zgodnie z rokiem opublikowania, punkty MNiSW podano zgodnie z listg, ktora
obowigzywata w czasie opublikowania czasopisma. O$wiadczenia wspotautoréw okreslajgce
ich indywidualny wktad zamieszczono w Zat. 5.

tacznie dla w/w cyklu publikacji:

Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania (IF -Impact factor) = 18,839

Liczba cytowan = 55

Sumaryczna ilo$¢ punktow MNiISW = 216

Sumaryczna ilos¢ punktow MNiSW wedtug obecnie obowigzujgcej listy z roku 2014 = 230

Prace finansowane byty w ramach nastepujgcych projektéw przyznanych przez MNISW, w
ktorych dr Mariola Dietrich byta kierownikiem:

(1) Identyfikacja i charakterystyka specyficznych biatek plazmy nasienia karpia (Cyprinus
carpio) — zastosowanie metod klasycznych i proteomicznych 2011/01/D/NZ9/00628;
2011-2016 (projekt oceniony zostat w konkursie Sonata na pierwszym miejscu w
rankingu wérdd projektéw zaakceptowanych do finansowania),

(2) Identyfikacja i charakterystyka apolipoprotein A plazmy nasienia karpia i pstraga
teczowego 1IP2011 009971; 2012-2014 (Projekt luventus Plus),

(3) Charakterystyka i rola transferyny w ukfadzie rozrodczym karpia (Cyprinus carpio),
N N311098934, 2008-2011.

* autor korespondencyjny



C) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Przedstawiane osiggniecie naukowe stanowi jednotematyczny cykl publikaciji
poswieconych identyfikacji, charakterystyce i roli biatek plazmy nasienia karpia (Cyprinus
carpio L) oraz okresleniu ich zwigzku z biatkami krwi. Gtéwna funkcjg plazmy nasienia ryb jest
zapewnienie optymalnego srodowiska dla przechowywania plemnikow, czesto przez dtuzszy
okres czasu. W tym okresie muszg by¢ chronione wszelkie kluczowe fizjologiczne wtasciwosci
plemnikéw: zdolnos¢ zaptadniajgca, zdolnos¢ do ruchu, przezywalno$¢ (metabolizm i
integralnosé bton komérkowych) oraz zachowanie materiatu genetycznego (Ciereszko, 2008).
Bardzo wazng role w prawidtowym funkcjonowaniu plamy nasienia ryb petnig biatka, dlatego
tez poznanie skitadu biatkowego plazmy nasienia karpia, ktory jest jednym z wazniejszych
gatunkdw w polskiej i swiatowej akwakulturze oraz uwazany jest za gatunek modelowy w
badaniach naukowych, jest istotne w celu poznania biochemicznych i fizjologicznych podstaw
funkcjonowania nasienia tego gatunku.

Plazma nasienia ryb, w przeciwienstwie do ssakéw, charakteryzuje sie niskim
stezeniem biatka. Zawiera gtéwnie sktadniki mineralne (séd, potas, wapn, magnez) oraz niskie
stezenia sktadnikéw organicznych, takich jak hormony i feromony, cholesterol, witaminy, wolne
aminokwasy, cukry czy lipidy (Ciereszko, 2008). Niewiele jest danych dotyczacych
charakterystyki biatek nasienia karpia. Nasze wczesniejsze badania z uzyciem elektroforezy
jednokierunkowej (1-DE) oraz barwienia na aktywnos$¢ antytrypsynowag doprowadzity do
wykrycia w plazmie nasienia karpia systemu inhibitoréw proteinaz serynowych; jeden ze
sktadowych tego systemu zostat zidentyfikowany jako a1-antyproteinaza nalezgca do rodziny
serpin (Wojtczak i in., 2007). W plazmie nasienia karpia wykazano takze obecnos$¢ proteinaz,
w tym metaloproteinaz i proteinaz serynowych (Wojtczak i in., 2003, Kowalski i in., 2003),
biatek wigzgcych wapn (Wojtczak i in., 2010) oraz esteraz (karboksylesterazy; Wojtczak i
Ciereszko, 2005). Warto dodaé¢, iz detekcja w/w biatek przeprowadzona byta przy uzyciu
barwienia, ktére nie pozwala jednak na ich specyficzng identyfikacje. Ponadto zidentyfikowano
transferyne (Tf) jako jedno z dominujgcych biatek plazmy nasienia karpia (Wojtczak i in., 2005).
Inhibitory  proteinaz serynowych sg prawdopodobnie zaangazowane w regulacje
spermatogenezy oraz ochrone plemnikéw i tkanek ukfadu rozrodczego przed niekontrolowang
proteolizg (Wojtczak i in., 2007); esterazy, ktérych funkcja zwigzana jest z detoksykacjg
ksenobiotykbw mogg chroni¢ plemniki przed szkodliwym dziataniem zwigzkéw toksycznych;
biatka wigzgce wapn mogg uczestniczy¢ w mechanizmie aktywacji ruchu plemnikéw karpia.
Transferyna zas jest biatkiem wielofunkcyjnym, ktére oprdcz transportu jonéw zelaza posiada
wiasciwosci antyoksydacyjne i antybakteryjne. Pogtebiona analiza struktury, wtadciwosci oraz
funkcji pojedynczych biatek plazmy nasienia karpia jest istotna w celu okreslenia ich
specyficznej roli w uktadzie rozrodczym samcow ryb.

W przeciwienstwie do plazmy nasienia ssakow, ktorej sktadniki biatkowe pochodzg
gtéwnie z najadrzy i dodatkowych gruczotéw ptciowych, zrodiem sktadnikédw plazmy nasienia
ryb sg krew oraz komorki wydzielnicze jgdra i nasieniowodu, u ryb brak jest dodatkowych
gruczotow piciowych i najgdrzy (Loir i in., 1990, Lahnsteiner i in., 1993). Ponadto, sktadniki
biatkowe plazmy nasienia mogg pochodzi¢ z uszkodzonych plemnikéw oraz innych komadrek
somatycznych, jak leukocyty (Ciereszko i in., 2004). Okreslenie zwigzku pomiedzy osoczem
krwi i plazmg nasienia jest istotnym zagadnieniem dotyczgcym fizjologii uktadu rozrodczego
samcow ryb, poniewaz pozwala na zrozumienie pochodzenia biatek obecnych w plazmie
nasienia. Zastosowanie elektroforezy 1D oraz barwienia na aktywnos¢ antytrypsynowg oraz
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proteolityczng, wykazato obecnos¢ czterech proteinaz oraz dwoéch wysokoczgsteczkowych
inhibitorébw proteinaz serynowych wspdinych dla plazmy nasienia i osocza krwi karpia
(Wojtczak i in., 2003, Kowalski i in., 2003). Ponadto zidentyfikowano niskoczgsteczkowy
inhibitor oraz dwie metaloproteinazy jako biatka specyficzne dla nasienia oraz proteinaze
serynowg (21 kDa) i metaloproteinaze (113 kDa) charakterystyczng dla krwi, co wskazuje na
selektywnos$¢ barier krew-jgdro oraz specyfike uktadu rozrodczego. Wykazanie ekspresji oraz
immunolokalizacja gtéwnych biatek plazmy nasienia karpia pozwoli na okre$lenie pochodzenia
biatek obecnych w plazmie nasienia. Ponadto kompleksowe poréwnanie proteomu plazmy
nasienia i osocza krwi przy uzyciu metod proteomicznych (2D-DIGE) jest wazne dla
wyselekcjonowania biatek specyficznych dla nasienia, petnigcych istotng role w_uktadzie
rozrodczym karpia.

Proteom plazmy nasienia i plemnikéw jest poznany gtéwnie u ssakow. W przypadku ryb
gtbwnym ograniczeniem zastosowania metod proteomicznych jest brak w pemhi
zsekwencjonowanych genoméw gatunkéw ryb co limituje identyfikacje biatek. Do tej pory,
metody proteomiczne zostaly wykorzystane gtdéwnie w badaniach z wykorzystaniem gatunkow
modelowych przede wszystkim danio pregowanego. Nieliczne prace z wykorzystaniem technik
proteomicznych dotycza poznania wptywu kriokonserwacji na profil biatkowy plemnikéw karpia
(Li i in., 2010a) oraz basa morskiego (Zili i in., 2005), jak réwniez poréwnania proteomu
nasienia ryb jesiotrowatych (Li i in., 2010b). Jednakze prace te skutkowaty identyfikacjg tylko
pojedynczych biatek i nie dajg kompleksowej wiedzy na temat sktadu biatkowego nasienia ryb.
Wprowadzenie metod proteomicznych do badan nasienia karpia pozwoli nha kompleksowg
analize kompletnego zestawu biatek (proteomu) nasienia i krwi tego gatunku ryb.

Celem ogélnym prac wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego prezentowanego we
whniosku jest
* Poznanie sktadu biatkowego plazmy nasienia karpia oraz ich zwigzku z profilem
biatkowym krwi.
* Zrozumienie roli biatek plazmy nasienia karpia w meskim uktadzie rozrodczym ryb.

Cele szczegotowe obejmowaty:

e |zolacje, identyfikacje i charakterystyke witasciwosci fizykochemicznych oraz funkgiji
gtébwnych biatek plazmy nasienia karpia: transferyny, parwalbumin oraz
apolipoprotein A;

o Poréwnanie transferyny, apolipoprotein i parwalbumin plazmy nasienia i osocza krwi
oraz poréwnanie proteomu obu ptynow ustrojowych przy uzyciu 1DE oraz 2DE;

¢ Identyfikacje proteomu plazmy nasienia i osocza krwi karpia.

Osiagniecie naukowe prezentowane we wniosku do postepowania habilitacyjnego
przedstawione zostalo w nastepujacych podrozdziatach:

i) lzolacja, identyfikacja i charakterystyka wiasciwosci fizykochemicznych transferyny plazmy
nasienia karpia oraz jej rola w ochronie plemnikéw przed toksycznym dziataniem jonéw
kadmu

i) lzolacja, identyfikacja i charakterystyka wiasciwosci fizykochemicznych parwalbumin (PV-I
oraz PV-Il) nasienia karpia

iii) 1zolacja, charakterystyka, ekspresja oraz wiasciwosci antybakteryjne apolipoprotein A
plazmy nasienia karpia
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iv) Charakterystyka proteomu plazmy nasienia i osocza krwi karpia
v) Poréwnawcze badania proteomu plazmy nasienia i osocza krwi w celu oszacowania
pochodzenia biatek nasienia oraz funkcjonowania bariery krew-jadro

i) Izolacja, identyfikacja i charakterystyka wlasciwosci fizykochemicznych
transferyny plazmy nasienia karpia oraz jej rola w ochronie plemnikéw przed
toksycznym dziataniem jonéw kadmu

Badania przeprowadzone na rybach dotyczg gtéwnie Tf obecnej w krwi ryb (DeSmet i in.,
2001). Moje wczesniejsze badania wykazaty po raz pierwszy obecnos¢ duzych ilosci Tf w
plazmie nasienia ryb, gdzie stanowi ona jedno z gtéwnych biatek (Wojtczak i in., 2005). Jej
obecnos¢ w nasieniu karpia jest intrygujgca z powodu wielofunkcyjno$ci omawianego biatka.
Na podstawie danych dla ssakéw, oraz Tf krwi ryb, przypuszczalng funkcjg Tf w nasieniu
karpia moze byC ochrona plemnikdw przed drobnoustrojami poprzez wigzanie jondéw
zelazowych niezbednych do zycia bakterii (Stafford i in., 2001, Stafford i Belosevic, 2003).
Ponadto, Tf moze chroni¢ plemniki przed szkodliwym dziataniem reaktywnych form tlenu
(funkcja antyoksydacyjna; Saleh i Agarwal, 2002) oraz metali ciezkich (De Smet i in., 2001).
Stwierdzono takze udziat Tf w procesie steroidogenezy oraz w regulacji spermatogenezy
poprzez uczestnictwo w transporcie Fe?* do rozwijajgcych sie komérek rozrodczych (Sylvester
i Griswold, 1994). Brak informacji na temat Tf nasienia ryb, sktonit mnie do przeprowadzenia
badan nad pogiebiong charakterystykg Tf, ktére przyczyniajg sie do lepszego zrozumienia jej
funkcji w meskim uktadzie rozrodczym karpia, szczegdlnie w mechanizmach ochrony
plemnikéw przed toksycznym dziataniem metali ciezkich oraz zdolnosci wigzania jonoéw zelaza.

Celem badan byto 1) Poréwnanie polimorfizmu Tf w plazmie nasienia i osoczu krwi karpia
oraz okreslenie jego zwigzku z jakoscig nasienia, 2) lzolacja i oczyszczanie Tf z plazmy
nasienia karpia, 3) Okreslenie wiasciwosci fizykochemicznych i biochemicznych Tf, 4)
Otrzymanie poliklonalnych przeciwciat anty-Tf plazmy nasienia karpia, 5) Immunolokalizacja Tf
w jadrze i watrobie karpia oraz plazmie nasienia roznych gatunkéw ryb, 6) Sprawdzenie czy Tf
plazmy nasienia karpia posiada zdolnos¢ wigzania jonéw kadmu oraz neutralizacji jego
toksycznego dziatania na ruchliwo$¢ plemnikoéw karpia (publikacje nr 1, 2, 3).

Poréwnanie polimorfizmu Tf w plazmie nasienia i osoczu krwi karpia oraz okreslenie jego
zwigzku z jakoScig nasienia

Dane literaturowe wskazuja, ze Tf krwi karpia charakteryzuje sie wysokim stopniem
polimorfizmu; stwierdzono obecnos¢ ponad 20 genotypdw Tf, reprezentowanych przez siedem
alleli (Csizmadia i in., 1995, Valenta i in.,1976). W pierwszym etapie badan postanowiono
sprawdzi¢, czy Tf obecna w nasieniu réwniez charakteryzuje sie polimorfizmem oraz czy
polimorfizm Tf jest podobny do obserwowanego we krwi. Wyniki badan potwierdzity obecnosé
licznych form Tf w plazmie nasienia karpia, z ktérych dominujgcym byt fenotyp DG i DD oraz
wykazaty podobienstwo polimorfizmu Tf w plazmie nasienia i krwi. W kolejnym etapie
okreslono zwigzek polimorfizmu Tf z jako$cig nasienia. Z danych literaturowych dotyczgcych
nasienia ssakow wiadomo, ze poziom Tf w plazmie nasienia uwazany jest za gtébwny marker
spermatogenezy (Barthelemy i in., 1988, Zalata i in., 1999). Wykazano réwniez pozytywng
korelacje miedzy iloscig Tf plazmy nasienia a koncentracjg i parametrami ruchu plemnikéw
(niska zawartos¢ Tf w plazmie nasienia skorelowana byta z wystepowaniem azoospermii oraz
oligozoospermii  (Griswold, 1995). Te przestanki skionity mnie do przeprowadzenia
eksperymentu w celu sprawdzenia czy ilos¢ oraz polimorfizm Tf (DD, DG) plazmy nasienia
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karpia koreluje z parametrami metabolizmu zelaza oraz z parametrami jakosci nasienia.
Wykazano, réznice pomiedzy fenotypem Tf DD oraz DG plazmy nasienia w % nasycenia Tf
oraz stwierdzono istotne réznice w metabolizmie zelaza pomiedzy krwig a plazmg nasienia, co
wskazuje na odmienny mechanizm regulacji Tf w watrobie i jadrze. Ponadto wykazano, ze
polimorfizm Tf zwigzany jest z parametrami ruchu plemnikow. Plemniki samcéw o genotypie Tf
DD charakteryzowaly sie wyzszg predkoscig catkowitg (VCL), oraz amplitudg bocznych
wychylen gtowki (ALH,) za$ nizszymi parametrami kierunkowosci (STR) i liniowosci (LIN) w
poréwnaniu do DG. Rezultaty tych badah wyraznie wskazuja, ze Tf w plazmie nasienia karpia
moze uczestniczyé w utrzymaniu plemnikéw w zdolnosci do ruchu oraz uczestniczyé w
mechanizmach regulacji ruchliwosci plemnikow.

Wyniki te zostaty opublikowane w oryginalnej publikacji eksperymentalnej nr 1.

Wojtczak M., Dietrich G.J., Irnazarow I., Jurecka P., Stowinska M., Ciereszko A. 2007.
Polymorphism of transferrin of carp seminal plasma: relationship to blood transferrin and
sperm motility characteristics. Comparative Biochemistry and Physiology - Part B:
Biochemistry & Molecular Biology 148: 426-431.

Izolacja i charakterystyka wtasciwosci fizykochemicznych Tf oraz lokalizacja Tf w jgdrze karpia

W celu przeprowadzenia szczegotowej charakterystyki Tf plazmy nasienia konieczne byto
opracowanie wydajnej metodyki izolacji. Jak wykazatam we wcze$niejszych badaniach
(Wojtczak i in., 2007) Tf plazmy nasienia karpia charakteryzuje sie wysokim stopniem
polimorfizmu, dlatego w pracach izolacyjnych zastosowatam preselekcje fenotypow
homozygotycznych transferyny DD (pojedyncze pasmo na zelu). Opracowatam wydajng trzy-
etapowg procedure oczyszczania Tf sktadajgcg sie z chromatografii powinowactwa,
oddzialywan hydrofobowych oraz filtracji zelowej. Uzyskanie duzych ilosci oczyszczonego
preparatu Tf bylo niezbedne do przeprowadzenia doswiadczen nad okresleniem wiasciwosci
fizykochemicznych Tf oraz uzyskania przeciwciat poliklonalnych anty-Tf. Masa czgsteczkowa
Tf wyznaczona przy uzyciu spektrometrii mas MALDI-TOF wynosita 73,6 kDa, za$ punkt
izoelektryczny 5,1.

Jedng z cech wyrdzniajgcych Tf jest ich przynaleznos¢ do glikoprotein, dlatego tez jako
pierwszy etap izolacji zastosowano chromatografie powinowactwa z wykorzystaniem
konkanawaliny A, ktéra selektywnie wigze glikoproteiny. Okazato sie jednak, ze wbrew
oczekiwaniom Tf plazmy nasienia karpia nie ma zdolnosci tgczenia sie z wymienionym
ligandem. Dalsze badania wykazaly, ze w przeciwiehstwie do ludzkiej Tf, Tf plazmy nasienia
karpia nie wybarwiata sie przy uzyciu Pro-Q Emerald 300, ktéry specyficznie wybarwia
glikoproteiny. Wyniki te potwierdzity, ze Tf plazmy nasienia karpia nie jest glikoproteina.
Analiza sekwencji aminokwasowej Tf (wariant A, AF457152) z krwi karpia takze potwierdzita tg
sugestie, poniewaz nie wykryto zadnych potencjalnych miejsc N- ani O-glikozylacji. By¢ moze
brak glikozylacji jest cechg charakterystyczng transferyn ryb karpiowatych. Sprawdzenie tej
hipotezy wymaga dalszych badan.

Druga unikalng cechg transferyny karpia byto wigzanie tylko jednego atomu zelaza przez
czgsteczke Tf. Transferyny posiadajg dwa miejsca wigzgce zelazo, kazdy tahcuch: N oraz C
jest w stanie przytgczy¢ jeden jon zelazowy. Z moich badaniach wynika, ze w przeciwienstwie
do transfery ludzkiej, Tf plazmy nasienia karpia ma zdolno$¢ wigzania tylko jednego atomu
zelaza, co sugeruje obecnos¢ w czagsteczce Tf tylko jednego aktywnego miejsca wigzgacego
zelazo. Uzyskane wyniki potwierdzita analiza sekwencji amiokwasowej Tf krwi karpia, z ktorej
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wynika iz tylko tancuch N posiada cztery konserwatywne aminokwasy odpowiedzialne za
wigzanie zelaza.

Przy wykorzystaniu oczyszczonego preparatu Tf przeprowadzitam immunizacje krolikéw co
pozwolito na uzyskanie przeciwciat poliklonalnych anty-Tf z plazmy nasienia karpia. W
badaniach western blot, z wykorzystaniem otrzymanych przeciwciat anty-Tf wykazatam
wysokie podobienstwo immunologiczne Tf plazmy nasienia karpia do Tf krwi, co potwierdza
podobienstwo lub identycznos¢ Tf obecnej w plazmie nasienia i osoczu krwi. Ponadto,
wykazatam wysokie podobienstwo immunologiczne Tf do plazmy nasienia ryb karpiowatych,
zas niskie do Tf plazmy nasienia pstrgga teczowego oraz okonia. Staba reakcja
immunologiczna wynika najprawdopodobniej z réznic filogenetycznych w  strukturze
pierwszorzedowej Tf oraz réznic w komponencie weglowodanowej, ktérej jak wynika z moich
badan, pozbawiona jest Tf plazmy nasienia karpia. Rezultaty tych badan wskazujg na
uniwersalnos¢ wystepowania Tf w plazmie nasienia ryb i ich zréznicowanie uwarunkowane
gatunkowo.

Kolejnym etapem badan bytlo okreslenie lokalizacji Tf za pomocg metody
imunohistochemicznej w tkance jgdrowej. Silny sygnat Tf zlokalizowano gtéwnie w Srodbtonku
naczyn krwionosnych. Uzyskane wyniki sugerujg, ze Tf obecna w plazmie nasienia karpia
najprawdopodobniej syntetyzowana jest w watrobie i transportowana do jgdra. Za tym faktem
przemawiajg podobne wtasciwosci fizykochemiczne Tf obecnej w plazmie nasienia i osoczu
krwi karpia oraz immunologiczne podobienstwo obu biatek.

Wyniki te zostaty opublikowane w oryginalnej publikacji eksperymentalnej nr 2

Dietrich M.A., Zmijewski D., Karol H., Hejmej A., Bilinska B., Jurecka P., Irnazarow |.,
Stowinska M., Hliwa P., Ciereszko A. 2010. Isolation and characterization of transferrin from
common carp (Cyprinus carpio L) seminal plasma. Fish & Shellfish Immunology 29: 66-74.

Sprawdzenie czy Tf plazmy nasienia karpia posiada zdolno$c¢ wigzania jonéw kadmu oraz
neutralizacji jego toksycznego dziatania na ruchliwos$¢ plemnikoéw karpia

Dane literaturowe wskazujg, ze Tf krwi karpia posiada zdolno$¢ wigzania jonéw kadmu,
pierwiastka szczegdlnie toksycznego dla meskiego uktadu rozrodczego. Kadm narusza wiele
mechanizmow zwigzanych z rozrodem ryb. Powoduje zaburzenia w syntezie androgendw, a
takze moze powodowaé nekroze jader (degradacja, Migliarini i in., 2005, Sangaland i
O’Halloran, 1973). Celem badanh byto sprawdzenie czy Tf plazmy nasienia karpia posiada
zdolno$¢ wigzania jonéw kadmu oraz w konsekwencji neutralizacji toksycznego dziatania
kadmu na ruchliwosci plemnikéw karpia. W celu uzyskania duzych ilo$ci oczyszczonej Tf z
plazmy nasienia karpia, niezbednej do przeprowadzenia doswiadczenh, opracowatam
alternatywg jednoetapowg procedure oczyszczania tego biatka z wykorzystaniem
chromatografii powinowactwa na zlozu 2z immobilizowanymi monospecyficznymi
przeciwciatami anty-Tf. Poprzez miareczkowanie apoTf jonami kadmu wykazatam, Zze jedna
czagsteczka Tf plazmy nasienia karpia posiada zdolnos¢ wigzania jednego atomu kadmu.
Wyniki te sg zgodne z moimi wczesniejszymi wynikami wykazujgcymi, ze Tf karpia posiada
jedno aktywne miejsce wigzgce jony metali. Na podstawie doswiadczen wstepnych do
doswiadczenia wtasciwego wybrano dawke 50 ppm kadmu oraz 24 i 48 godz czas inkubaciji.
Mlecz karpia rozcienczono 50-krotnie buforem immobilizujgcym, buforem zawierajgcym 50

ppm kadmu, oraz buforem immobilizujgcym zawierajgcym oczyszczong Tf i 50 ppm kadmu.
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llos¢ transferyny zostata dobrana tak, aby zachowany byt stosunek molowy 1:1 kadmu do Tf.
Uzyskane wyniki wyraznie wskazujg, ze nasienie karpia z dodatkiem egzogennej Tf, poddane
48 godz ekspozycji na 50 ppm kadmu charakteryzowato sie okoto 4-krotnie wyzszym
odsetkiem ruchliwych plemnikéw w poréwnaniu do nasienia inkubowanego z 50 ppm kadmu.
Podobnie, w probach inkubowanych z kadmem z dodatkiem Tf przez 48 godz obserwowano
wyzsze wartosci innych parametréw ruchu plemnikéow (VCL, VSL, ALH). Na podstawie
uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, Zze rola transferyny obecnej w plazmie nasienia moze
by¢ zwigzana z ochrong plemnikéw przed toksycznym dziataniem jonow kadmu. Wyniki te
zostaty opublikowane w oryginalnej publikacji eksperymentalnej nr 3.

Dietrich M.A., Dietrich G.J. Hliwa P., Ciereszko A. 2011. Carp transferrin can protect
spermatozoa against toxic effects of cadmium ions. Comparative Biochemistry and Physiology
- Part C: Toxicology & Pharmacology 153, 422-429.

Podsumowujgc, Tf karpia charakteryzuje sie unikalng struktura, tj nie jest glikoproteing oraz
posiada tylko jedno miejsce wigzgce zelazo. Transferyna obecna w plazmie nasienia karpia
najprawdopodobniej pochodzi z krwi, co potwierdza lokalizacja w naczyniach krwionosnych
jadra, podobienstwo wiasciwosci fizykochemicznych i determinant antygenowych Tf krwi i
plazmy nasienia. Transferyna moze przeciwdziata¢ toksycznemu dziataniu kadmu, co sugeruje
jej udziat w ochronie plemnikéw i tkanek uktadu rozrodczego przed toksycznym dziataniem
metali ciezkich. Transferyna moze mie¢ zwigzek z mechanizmem ruchliwosci plemnikéw.

i) Izolacja, identyfikacja i charakterystyka wilasciwosci fizykochemicznych
parwalbumin (PV-l oraz PV-Il) plazmy nasienia karpia

Parwalbumina (PV) nalezy do grupy biatek wigzgcych wapn, u ryb jest znana jako gtéwny
alergen wystepujacy w miesniach (Swoboda i in., 2002). Parwalbumina, jako bufor jonéw
wapniowych, petni istotng role w funkcjonowaniu migesni szkieletowych i uktadu nerwowego; w
literaturze brak byto danych dotyczacych roli Pv w uktadzie rozrodczym ryb. Celem badan
byto: 1) I1zolacja i charakterystyka wtasciwosci fizykochemicznych form parwalbumin (PV-I oraz
PV-Il) plazmy nasienia karpia, 2) Uzyskanie poliklonalnych przeciwciat skierowanych wobec
PV plazmy nasienia karpia, 3) Okreslenie lokalizacji PV w meskim uktadzie rozrodczym karpia,
4) Analiza porébwnawcza PV nasienia oraz krwi oraz miedzygatunkowa analiza PV nasienia ryb
karpiowatych, 5) Uzyskanie petnej sekwencji cDNA parvalbuminy z jgder karpia (publikacje nr
4i5).

Wyniki badan witasnych wykazaty po raz pierwszy obecno$¢ PV w nasieniu karpia.
Obecno$¢ PV w nasieniu, przy jednoczesnym braku PV we krwi, sugeruje, ze PV jest
specyficzna dla meskiego ukfadu rozrodczego karpia. Ponadto, zgodnie z naszg wiedzg jest to
pierwsze doniesienie na temat obecnosci PV w ptynie ustrojowym; do tej pory PV byta
charakteryzowana jako biatko wewnatrzkomérkowe, wystepujgce gtdéwnie w miesniach ryb
(Bugajska-Schretter i in., 1998, 2000) Opracowano szybkie i efektywne metodyki izolacji
obydwu form parvalbuminy (PV-I i PV-Il), ktére obejmowaty chromatografie jonowymienng,
filtracje zelowg oraz elektroforeze preparatywng. Opracowane po raz pierwszy dla ryb
metodyki oczyszczania doprowadzity do uzyskania homogennych preparatow obu form PV
(PV-1 oraz PV-IlI). W poréwnaniu do wczesniej opisanych metod (Bugajska-Schretter i in.,
2000, Liu i in, 2010) charakteryzujg sie one nizszg pracochtonnoscig.

Identyfikacja wyizolowanych biatek poprzez wyznaczenie sekwencji N-koncowej byta
niemozliwa z powodu blokady N-konca. Dlatego podjeto probe uzyskania sekwencji
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wewnetrznej po cieciu bromocyjanem. Zidentyfikowano 28 reszt aminokwasowych dla PV-|
oraz 24 reszty aminokwasowe dla PV-Il, co pozwolito na zidentyfikowanie wyizolowanych
biatek jako parwalbumin. Uzyskane sekwencje PV-I oraz PV-ll réznity sie trzema
aminokwasami. Mase czgsteczkowg wyznaczono na 12099,48 + 1,73 Da dla PV-I oraz
12196,13 + 0,68 dla PV-Il. Punkt izoelektryczny wyznaczono na 4,06-4,09 dla PV-I oraz 4,8-
4,9 dla PV-Il. Uzyskane wyniki wskazuja, ze obydwie izoformy parwalbuminy nasienia karpia
réznig sie od siebie zarowno sekwencjg aminokwasowg, masg czgsteczkowg oraz pl. Wyzsze
wartosci masy czgsteczkowej oraz pl parwalbumin nasienia karpia w porownaniu do wartosci
ustalonych dla PV miesni ryb oraz inna sekwencja aminokwasowa wyraznie odzwierciedla
specyfike wlasciwosci oraz odrebno$¢ PV nasienia karpia.

Wykazatam takze, ze obydwie formy PV w warunkach krétkookresowego przechowywania
tworzyty dimery i trimery a mechanizm oligomeryzacji oparty jest na tworzeniu mostkéw
disiarczkowych pomiedzy Cyss; monomerow PV. Wykazano takze, ze plazma nasienia karpia
moze przeciwdziataé tworzeniu oligomerow. Efekt ten jest przypuszczalnie wynikiem dziatania
antyoksydantéw obecnych w plazmie nasienia (Lahnsteiner i in., 2010), ktére mogg chroni¢ PV
obecne w plazmie nasienia przed oligomeryzacjg i/lub agregacjag z innymi biatkami.

Poniewaz uzyskana wewnetrzna sekwencja aminokwasowa PV nasienia karpia byta
odmienna od istniejacych w bazie danych 8 sekwencji PV miesni karpia oraz 12 sekwencji
Danio rerio (Friedberg i in., 2005, Brownridge i in., 2009) uzyskano peing sekwencje cDNA
parwalbuminy, ktérg zdeponowano w EMBL Nucleotide Sequence database, GenBank
accession no KC879154. Otrzymana sekwencja byta odmienna od istniejgcych 8 sekwencji PV
miesni karpia, co potwierdzito specyfike PV jgdrowej. Analiza otrzymanej sekwencji cDNA
oraz wyniki eksperymentalne wskazujg na dwie modyfikacje potranslacyjne w czgsteczce PV:
N-acetylacja alaniny oraz S-cysteinylacja cysteiny w pozycji 67. Zgodnie z nasza wiedzg,
omawiane modyfikacje zostaty opisane po raz pierwszy dla parwalbumin.

Wykorzystujgc uzyskane przeciwciata anty-PV wykazatam obecnosé PV w spermatydach i
plemnikach, jednocze$nie nie wykazano reakcji w spermatogoniach, spermatocytach ani w
innych typach komoérek jgdra karpia. Uzyskane wyniki wykazaty po raz pierwszy obecnos¢
biatka podobnego do parwalbuminy w jadrze ryb, do tej pory informacje na ten temat uzyskano
dla ssakow, gdzie w przeciwienstwie do karpia nie stwierdzono obecnosci PV w plemnikach,
zas wykryto jg w komérkach Leydiga (Berchtold i in., 1984). Uzyskane przez nas wyniki
wyraznie wskazujg na znaczgce roznice w jgdrowej lokalizacji PV pomiedzy nizszymi a
wyzszymi kregowcami. Obecnos¢ PV w plemnikach karpia koreluje z kluczowg rolg jonéw
wapniowych w regulacji ruchliwosci plemnikéw u tego gatunku.

Podsumowujgc, istotnym odkryciem jest wykazanie po raz pierwszy istnienia duzych ilosci
parwalbumin w nasieniu karpia, co sugeruje jej udziat w mechanizmie aktywacji ruchu
plemnikéw, w ktérych posredniczg jony wapniowe oraz w ochronie plemnikéw przed ap optoza.
Nasienie karpia charakteryzuje sie wystepowaniem dwéch unikalnych form parwalbumin (PV-I
oraz PV-Il) roznigcych sie istotnie miedzy sobg wiasciwosciami fizykochemicznymi oraz
sekwencjg aminokwasowg. W warunkach in vitro obydwie formy parwalbuminy wykazujg
tendencje do oligomeryzacji lub wigzania sie do innych biatek poprzez tworzenie mostkow
disiarczkowych. W warunkach in vivo parwalbuminy wydajg sie wystepowa¢ w formie
monomerycznej, co moze wynika¢ z ochronnego wptywu plazmy nasienia przed
oligomeryzacjg i/lub agregacja z innymi biatkami. Obecno$¢ PV w ostatnich etapach
spermatogenezy sugeruije jej istotny udziat w formowaniu dojrzatych gamet meskich i koreluje
z postulowang rolg jonoéw wapniowych w aktywacji ruchu plemnikéw karpia. Prezentowane
wyniki zostaty opublikowane w dwdch oryginalnych publikacjach eksperymentalnych nr 4, 5.
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Dietrich M.A., Nynca J., Bilinska B., Kuba J., Kotula-Balak M., Karol H., Ciereszko A. 2010.
Identification of parvalbumin-like protein as a major protein of common carp (Cyprinus carpio L)
spermatozoa which appears during final stage of spermatogenesis. Comparative Biochemistry
and Physiology - Part B: Biochemistry & Molecular Biology 157: 224-231.

Dietrich M., Westfalewicz B., Jurecka P., Irnazarow |., Ciereszko A. 2014. Isolation,
characterization and cDNA sequencing of new form of parvalbumin from carp semen.
Reproduction, Fertility and Development 26: 1117-1128.

iii) Izolacja, charakterystyka, ekspresja oraz wlasciwosci antybakteryjne
apolipoprotein A plazmy nasienia karpia

Apolipoproteiny A sg biatkami wielofunkcyjnymi, ktére oprocz udzialu w metabolizmie i
transporcie lipidéw, uczestnicza w odpowiedzi nieswoistej u ryb. Poniewaz w dostepnej
literaturze brak byto informacji na temat obecnosci oraz roli apolipoprotein A w uktadzie
rozrodczym ryb, celem moich badan byto uzyskanie nowych informacji na temat apolipoprotein
A obecnych w plazmie nasienia karpia, w szczegdlnosci ich struktury, wlasciwosci i funkcji oraz

ekspresji i lokalizacji w ukfadzie rozrodczym (publikacja nr 6). Cele szczegdétowe
obejmowaty: 1) Opracowanie skutecznej metody izolacji apolipoprotein (ApoA-lI oraz Apo-
14kDa) z plazmy nasienia karpia, 2) Identyfikacije i charakterystyke wilasciwosci

fizykochemicznych apolipoprotein plazmy nasienia karpia, 3) Porownanie profili apolipoprotein
plazmy nasienia i osocza krwi karpia, 4) Uzyskanie przeciwciat anty-apoA-l oraz anty-Apo-
14kDa, 5) Uzyskanie petnej sekwencji cDNA ApoA-l, 6) Immunolokalizacja oraz ekspresja
MRNA ApoA-I oraz Apo-14kDa w jadrze, nasieniowodzie i watrobie karpia, 7) Sprawdzenie
wiasciwosci antybakteryjnych i antywirusowych ApoA z plazmy nasienia karpia.

Opracowatam szybkg i efektywng metode izolacji obydwu apolipoprotein (ApoA-lI oraz
ApoA-14kDa) z plazmy nasienia karpia. Po elektroforezie SDS-PAGE obserwowatam
obecnos¢ dwdch pasm biatkowych Apo Al (ApoA-la oraz ApoA-lb), co wskazywato na
heterogennos¢ izolowanego biatka oraz jednego prazka Apo-14kDa. W celu identyfikacji
wyizolowanych biatek z plazmy nasienia karpia uzyskano 20 aminokwasowg sekwencje dla
ApoA-la z plazmy nasienia karpia wykazujgcg 80% podobienstwo do ApoA-I Gobiocypris rarus
oraz takg samg 26 aminokwasowg sekwencje dla ApoA-lb. Forma ApoA-Ib o nizszej masie
czgsteczkowej (26 kDa) powstata najprawdopodobniej w wyniku odciecia fragmentu C-
koncowego ApoA-la (28 kDa), za czym przemawia identyczna sekwencja N-koncowa obydwu
form apolipoprotein A-l plazmy nasienia karpia. Poniewaz Apo-14kDa wykazywata blokade N-
konca, biatko poddano trawieniu trypsyng i analizie z uzyciem spektrometrii mas. Analiza
MALDI-TOF/TOF wykazata 51 % pokrycie z apolipoproteing o masie 14 kDa karpia. Mase
czgsteczkowg ApoA-I karpia sktadajgcej sie z dwoch form wyznaczono przy uzyciu metod
proteomicznych na 23388 Da oraz 27878 Da zas Apo-14kDa na 13622,8 Da.

W wyniku immunizacji krélikéw oczyszczonymi preparatami ApoA-1 i Apo-14kDa uzyskatam
przeciwciata poliklonalne skierowane przeciw w/w biatkom. Przeciwciata te oczyszczano z
wykorzystaniem kolumn z immobilizowanymi ApoA-I lub Apo-14kDa, co pozwolito na
uzyskanie monospecyficznych przeciwciat, ktére wykorzystano do detekcji proteoform ApoA-I
w plazmie nasienia i osoczu krwi oraz w badaniach immunohistochemicznych. Zastosowanie
2DE oraz western blot z wykorzystaniem uzyskanych przeciwciat anty-ApoA-lI wykazato, ze
ApoA-I wystepuje w postaci licznych proteoform, z czego 6 bylo specyficznych dla plazmy
nasienia, poniewaz nie wystepowaty w krwi. |zoformy ApoA-l roznity sie zarébwno masg
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czgsteczkowg jak i pl (zakres pl 5,1- 6,2). Obecnos¢ proteoform ApoA-I plazmy nasienia karpia
0 nizszej masie czgsteczkowej jest zgodne z opisang podatnoscig na degradacje w wyniku
ograniczonej proteolizy od N- i C-konca biatka (Concha i in., 2003). Przeciwciata anty-ApoA-
14kDa wykazaty obecnos¢ dwoch wspolnych form zaréwno w plazmie nasienia i osoczu krwi
(pl 5,6; 5,1). Obecnos¢ proteoform ApoA-I specyficznych dla nasienia moze byé zwigzana ze
specyficzng funkcja jakg petnig w uktadzie rozrodczym karpia.

Uzyskane przeciwciata wykorzystano takze do badan poréwnawczych z plazmami nasienia
réznych gatunkéw ryb. Przeciwciata skierowane przeciwko ApoA-I oraz ApoA-14kDa
reagowaty z apolipoproteinami w plazmie nasienia ryb karpiowatych, co wskazuje na
uniwersalnos¢ wystepowania apolipoprotein w plazmie nasienia tych gatunkéw ryb. Brak
reakcji z plazmami nasienia ryb fososiowatych moze wynika¢ z réznic filogenetycznych oraz
niskiej homologii w strukturze pierwszorzedowej apolipoprotein ryb .

Poniewaz uzyskana N-koncowa sekwencja aminokwasowa ApoA-l z plazmy nasienia
karpia nie wykazywata podobienstwa do istniejgcej w bazie danych sekwencji ApoA-l z
watroby karpia (AJ308993.1) uzyskano petng sekwencje cDNA ApoA-I| z jader karpia, co po
raz pierwszy pozwolito na kompleksowg analize struktury Il i Ill rzedowej. W strukturze
wykazano obecnosc¢ pro- i prepeptydu, kilku powtarzajgcych sie domen konserwatywnych dla
ApoA, miejsc wigzacych lipidy oraz wysokg zawartos¢ alfa heliks. Uzyskang sekwencje
zdeponowano w Banku Genow KF268349, pokrywata sie ona w 100% z istniejgcg sekwencja
ApoA-| karpia od 67 do 138 aa. Nasze wyniki pozwolity na uzupetnienie istniejgcej w bazie
danych BLAST sekwencji o 66 aa fragment N-koncowy, ktéry zawiera peptyd sygnatowy,
propeptyd i N-koncowg sekwencje dojrzatego biatka oraz o 18 aa fragment C-koncowy, ktory
odgrywa istotng role w antybakteryjnych wiasciwosciach tego biatka.

Kontynuujgc badania, po raz pierwszy wykazatam ekspresje apolipoprotein w uktadzie
rozrodczym ryb. W jadrze i nasieniowodzie karpia ekspresja ApoA-| byta wyzsza w poréwnaniu
do Apo-14kDa. Ponadto analizy immunohistochemiczne wykazaty obecnos¢ ApoA-lI oraz
ApoA-14kDa w spermatogoniach, spermatocytach, spermatydach oraz w komérkach Leydiga.
W nasieniowodzie obserwowano silny sygnat dla ApoA-I w nabtonku wielorzedowym
walcowatym oraz w komérkach podstawnych. Wykazanie ekspresji apolipoprotein w jadrze i
nasieniowodzie oraz ich lokalizacja w komdrkach rozrodczych sugeruje ich role w rozwoju i
wzroscie gonad poprzez transport lipiddw do rozwijajgcych sie komérek rozrodczych, w
utrzymaniu integralnosci bton komérkowych plemnikow przechowywanych w nasieniowodzie
oraz mogg dostarcza¢ energii niezbednej w ich prawidtowym metabolizmie. Ponadto
wykazanie ekspresji apolipoprotein w jgdrze, nasieniowodzie a takze w watrobie oraz
podobienstwo sekwencji i wiasciwosci fizykochemicznych Apo z plazmy nasienia i krwi
wskazuje, ze apolipoproteiny obecne w plazmie nasienia karpia mogg by¢ syntetyzowane
przez komorki uktadu rozrodczego lub/oraz transportowane z krwi poprzez bariere krew-jgdro.

Na podstawie doniesien literaturowych wskazujgcych, ze apolipoproteiny krwi karpia i
pstraga teczowego wykazujg wtasciwosci antybakteryjne (Concha i in. 2004, Villarroel i in.,
2007), postanowitam zbadaé czy apolipoproteiny obecne w plazmie nasienia karpia takze
charakteryzujg sie wiasciwosciami antybakteryjnymi. Badania wykazaty, po raz pierwszy dla
nasienia ryb, ze apolipoproteiny ApoA-I plazmy nasienia karpia skutecznie zabijaty E. coli
natomiast hamowaty wzrost A. hydrophila. Uzyskane wyniki sugerujg, ze apolipoproteiny A
plazmy nasienia karpia mogg odgrywac wazng role w odpowiedzi nieswoistej uczestniczacej w
ochronie tkanek i plemnikéw przed atakiem drobnoustrojéw.
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Podsumowujgc, apolipoproteiny A nalezg do gtéwnych biatek plazmy nasienia karpia,
wystepuja w postaci licznych proteoform. Plazma nasienia karpia charakteryzuje sie
obecnoscig charakterystycznych proteoform ApoA-I, ktére nie wystepujg w osoczu krwi.
Apolipoproteiny A ulegajg ekspresji oraz syntezie w jadrze i nasieniowodzie karpia. Uzyskane
wyniki sg pierwszymi w odniesieniu do uktadu rozrodczego ryb. Otrzymane informacje na
temat apolipoprotein sg wazne dla zrozumienia ich roli w transporcie lipidow, stabilizacji bton
plemnikéw oraz w ochronie plemnikow czy tkanek uktadu rozrodczego ryb przed atakiem
wirusowym lub bakterii.

Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w oryginalnej publikacji eksperymentalnej nr 6:

Dietrich M.A., Adamek M., Bilinska B., Hejmej A., Steinhagen D., Ciereszko A. 2014.
Characterization, expression and antibacterial properties of apolipoproteins A from carp
(Cyprinus carpio L.) seminal plasma. Fish & Shellfish Immunology 41:389-401.

iv) Charakterystyka proteomu plazmy nasienia i osocza krwi karpia

Dotychczasowe podejscie metodyczne w badaniach proteomu plazmy nasienia ryb
koncentrowato sie na izolacji i charakterystyce pojedynczych biatek, co byto czasochtonne,
gdyz czesto pociggato za sobg koniecznos¢ opracowania wieloetapowej procedury
oczyszczania, odmiennej dla kazdego biatka (rozdziaty i, ii, iii). Ponadto wybér biatek do badan
byt czesto przypadkowy. Wprowadzenie do analiz nowego podejscia metodycznego jakim jest
proteomika pozwolito na dokonanie przetomu w badaniach opartych na réwnoczesnej
obserwaciji ztozonych mieszanin biatek w sposéb kompleksowy. W proteomice stosowane sg
dwie gtéwne metody badawcze polegajgce na 1) rozdziale biatek na zelu (elektroforeza
dwukierunkowa — 2DE), trawieniu i identyfikacji poszczegélnych biatek oraz 2) metodzie typu
,shotgun” z trawieniem mieszaniny biatek za pomocg enzyméw proteolitycznych i rozdziale
mieszaniny uzyskanych peptydéw za pomocg chromatografii cieczowej w potgczeniu z
identyfikacjg biatek za pomocg spektrometrii mas.

Brak informacji na temat proteomu plazmy nasienia karpia sklonito mnie do
zastosowanie metod proteomicznych typu ,shotgun” do analizy skfadu biatkowego plazmy
nasienia karpia. To podejscie daje mozliwos¢ jednoczesnej identyfikacji od kilkudziesieciu do
kilkkuset biatek. Dane literaturowe wskazujg, ze do tej pory w nasieniu karpia zidentyfikowano
tylko pojedyncze biatka przy uzyciu technik proteomicznych (Liiin., 2010a,b, Gazo i in., 2015).

Stosujgc elektroforeze jednokierunkowg wraz z spektrometrig mas potgczong z
chromatografig cieczowg (LC-MS/MS) zidentyfikowatam 137 biatek w plazmie nasienia oraz 88
biatek w osoczu krwi karpia. Wiekszos$¢ z nich opisano po raz pierwszy dla tego gatunku. Jest
to jak dotychczas najwiekszy zbior biatek plazmy nasienia opisany dla karpia. Wyrézniono
gtéwne biatka plazmy nasienia tj. transferyne, apolipoproteiny A, biatka uktadu dopetniacza,
inhibitory proteinaz serynowych, biatka szoku cieplnego oraz biatko aklimatyzacji do cieptych
temperatur. Klasyfikacja zidentyfikowanych biatek pod wzgledem kryterium ,procesy
biologiczne” wykazata ich udziat w metabolizmie (51%), w odpowiedzi na stres (17%) oraz
procesach immunologicznych (12%). Podziat pod wzgledem ,funkcji molekularnych” wskazat,
ze 44% Dbiatek posiada aktywnos¢ katalityczng (wyrdézniono ligazy, hydrolazy,
oksydoreduktazy, transferazy, izomerazy) za$ 36% posiada funkcje wigzgce (jony wapnia,
DNA, ttuszcze).
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Uzyskane informacje sg kluczowe dla uzyskania znaczgcego postepu na temat
biochemicznego uwarunkowania funkcjonowania uktadu rozrodczego u ryb. Na postawie
uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze funkcja biatek plazmy nasienia karpia zwigzana jest
gtdwnie z metabolizmem, transportem i ochrong plemnikéw przed stresem oksydacyjnym i
atakiem drobnoustrojéw. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w oryginalnej publikacii
eksperymentalnej nr 7:

Dietrich M.A., Arnold G.J., Nynca J., Frohlich T., Otte K., Ciereszko A. 2014.
Characterization of carp seminal plasma proteome in relation to blood plasma. Journal of
Proteomics 98: 218-232.

v) Porbwnawcze badania proteomu plazmy nasienia i osocza krwi w celu
oszacowania pochodzenia biatek nasienia oraz funkcjonowania bariery krew-
jadro

OkreSlenie zwigzku pomiedzy osoczem krwi i plazmg nasienia ryb jest istotnym
zagadnieniem dotyczgcym fizjologii meskiego uktadu rozrodczego, szczegdlnie w odniesieniu
do pochodzenia biatek plazmy nasienia. Zwigzane z tym tematy obejmujg: poznanie
selektywnosci bariery krew-jgdro, okreslenie zwigzku pomiedzy uktadem rozrodczym i innymi
tkankami oraz specyfiki uktadu rozrodczego. Pochodzenie biatek obecnych w plazmie nasienia
ryb nie zostato wyjasnione. Mozna przypuszczaé, ze biatka wspodlne dla plazmy nasienia i
osocza krwi moga by¢ syntetyzowane na obszarze uktadu rozrodczego badz transportowane z
krwi poprzez bariere krew-jadro. Mozliwe jest takze, ze biatka obecne w plazmie nasienia
mogg byé czesciowo transportowane z krwi oraz czesciowo syntetyzowane w uktadzie
rozrodczym podobnie jak transferyna ssakéow (Skiner i Griswold, 1980). Wystepowanie biatek
specyficznych dla plazmy nasienia moze wskazywaé na ich synteze na obszarze uktadu
rozrodczego oraz wskazywac ich istotng role w uktadzie rozrodczym, zas wystepowanie biatek
charakterystycznych dla krwi moze wskazywac¢ na selektywnos$¢ bariery krew-jadro. Biorgc pod
uwage wyniki wtasnych analiz (Wojtczak i Ciereszko, 2005, Wojtczak i in, 2003, Wojtczak i in.,
2007) wskazujgcych, ze wiekszos¢ biatek plazmy nasienia wykazuje podobienstwo do krwi
oraz badan dotyczgcych PV i ApoA (Dietrich i in., 2010, 2014a, 2014b, rozdziaty iii, iv), ktore
wskazujg na obecno$¢ biatek lub form biatek specyficznych dla nasienia, postanowitam
kompleksowo poréwnaé proteom plazmy nasienia i osocza krwi przy uzyciu fluorescencyjnej
dwukierunkowej elektroforezy réznicowej (2D-DIGE), w celu oszacowania pochodzenia biatek
nasienia karpia oraz funkcjonowania bariery krew-jgdro (publikacja nr 7).

llosciowa poréwnawcza analiza osocza krwi i plazmy nasienia karpia przeprowadzona przy
uzyciu 2D-DIGE wykazata, ze wigkszos¢ biatek plazmy nasienia wykazuje podobienstwo do
krwi. Sposrod 1240 spotéow biatkowych, 1014 spotéw byto wspdinych dla plazmy nasienia i
osocza krwi, 99 spotéw biatkowych specyficznych dla plazmy nasienia i 127 specyficznych dla
osocza krwi. Sposréd 99 spotéow biatkowych charakterystycznych dla plazmy nasienia
zidentyfikowano 63 spoty jako parwalbuming, ApoA-l, ApoE, NKEF, kofiline, biatka szoku
termicznego HSP9O0, biatka antyoksydacyjne, katepsyne oraz biatka strukturalne plemnika.
Wiekszos¢ z tych biatek wystepowata w postaci licznych proteoform. Jak wspomniano powyzej
(rozdziat iii), ApoA-l zostata sklasyfikowana na podstawie 1DE jako biatko wspdlne dla obu
ptynow ustrojowych. Dopiero, zastosowanie 2D-DIGE oraz 2DE wykazato, ze istniejg zaréwno
proteoformy ApoA-I wspodlne dla nasienia i krwi oraz proteoformy specyficzne tylko dla
nasienia.
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Podsumowujgc, po raz pierwszy przeprowadzono kompleksowg analize poréwnawczg
proteomu plazmy nasienia i osocza krwi karpia przy uzyciu metod proteomicznych. Uzyskane
wyniki sg kluczowe dla zrozumienia funkcjonowania ukfadu rozrodczego u ryb. Rezultaty tych
badan wyraznie wskazujg, ze w przeciwienstwie do ssakow, wiekszos¢ biatek plazmy nasienia
wykazuje podobienstwo do sktadu biatkowego osocza krwi. Wystepowanie biatek
specyficznych dla nasienia zwigzane jest przypuszczalnie z ich funkcjg jakg petnig w ukfadzie
rozrodczym ryb tj. w regulacji spermatogenezy i ruchliwosci plemnikéw, utrzymaniu
integralnosci bton plemnikdw czy ochronie antyoksydacyjnej plemnikéw. Uzyskane wyniki
wskazujg, ze biatka wspdlne dla krwi i plazmy nasienia mogg pochodzi¢ z krwi, zas biatka
specyficzne dla nasienia najprawdopodobniej ulegajg ekspresji na obszarze uktadu
rozrodczego. Ponadto obecnosc¢ biatek specyficznych dla krwi, ktére nie wystepujg w plazmie
nasienia wskazuje na selektywnosc¢ bariery krew-jadro. Wyréznione biatka specyficzne dla
plazmy nasienia powinny by¢ w przysziosci przedmiotem dalszych szczegétowych analiz.

Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w oryginalnej publikacji eksperymentalnej nr 7:

Dietrich M.A., Arnold G.J., Nynca J., Frohlich T., Otte K., Ciereszko A. 2014.
Characterization of carp seminal plasma proteome in relation to blood plasma. Journal of
Proteomics 98: 218-232.

Wyniki prezentowanych badan wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego znaczgco
wzbogacajg wiedze dotyczgca sktadu biatkowego plazmy nasienia karpia i mogg by¢ kluczowe
dla zrozumienia funkcjonowania plazmy nasienia ryb. Jest to dotychczas najwiekszy zbior
opisanych biatek dla nasienia tego gatunku. Uzyskane wyniki majg charakter pionierski,
wiekszos¢ zidentyfikowanych biatek jest opisanych po raz pierwszy dla nasienia ryb.
Wprowadzenie proteomiki do badanh rozrodu karpia pozwala na poznanie fizjologicznych
mechanizmow odpowiedzialnych za funkcjonowanie ukfadu rozrodczego, w tym mechanizmoéw
aktywacji ruchliwosci plemnikéw oraz zdolnosci zaptadniajgcej. Ponadto, zastosowanie metod
proteomicznych daje podstawe do dalszych badan aplikacyjnych, ukierunkowanych na
poszukiwanie potencjalnych markerow jakosci gamet, co moze przyczynic¢ sie do optymalizacji
metod kontrolowanego rozrodu w warunkach wylegarnianych, w szczegolnosci zwigkszenia
wydajnosci zaptodnienia oraz krotko- i dlugookresowego przechowywania nasienia. Biatka
bedace potencjalnymi wyznacznikami jakosci nasienia mogg zosta¢ wyizolowane,
oczyszczone i dogtebnie scharakteryzowane przy wykorzystaniu tradycyjnych metod w celu
poznania ich specyficznych funkciji.

Otrzymane wyniki badan wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego prezentowatam
takze na licznych konferencjach krajowych i zagranicznych (wykaz w Zatgczniku 1V, pkt
111.B.8,9,10,19,14,25,26,28,32).

Podsumowanie i wnioski

e Zidentyfikowano po raz pierwszy i scharakteryzowano szczego6towo gtéwne biatka
plazmy nasienia karpia tj. transferyne, parwalbuminy i apolipoproteiny A (ApoA-1 i Apo-
14kDa). Ich funkcje zwigzane sg z mechanizmem ruchu plemnikéw oraz ochrong
plemnikéw i tkanek ukfadu rozrodczego przed toksycznym dziataniem jonéw kadmu
oraz przed atakiem drobnoustrojow. Uzyskana wiedza moze sie przyczyni¢ do
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lepszego zrozumienia mechanizméw determinujgcych jakos¢ nasienia ryb, a nastepnie
wykorzystania tych informacji do poprawy metod kontroli rozrodu ryb.

o Uzyskano katalog biatek plazmy nasienia karpia oraz przeprowadzono kompleksowg
analize porobwnawczg plazmy nasienia i osocza krwi, ktéra wskazuje na selektywnosc
bariery krew-jgdro. W przeciwienstwie do ssakow, sktad biatkowy plazmy nasienia
karpia wykazuje wysokie podobienstwo do sktadu biatkowego osocza krwi.

e Plazma nasienia karpia charakteryzuje sie obecnoscig charakterystycznych biatek w
tym parwalbuminy oraz proteoform ApoA-I. Obecnos¢ tych biatek moze by¢ zwigzana
ze specyficzng funkcjg jakg mogg petni¢ w uktadzie rozrodczym karpia tj. w regulacji
spermatogenezy i ruchliwosci plemnikow, utrzymaniu integralnosci bton plemnikow
oraz ochronie antyoksydacyjnej plemnikow.

o Wyniki prac proteomicznych pozwolity na wyselekcjonowanie biatek waznych dla
funkcji nasienia ryb do przysztych badan oraz dajg podstawe do dalszych badan
aplikacyjnych, polegajgcych na poszukiwaniu markeréw jakosci nasienia.
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5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych

PRZEBIEG PRACY NAUKOWO BADAWCZEJ
Przed uzyskaniem stopnia doktora

Studia rozpoczetam w 1997 r na wydziale Biologii, kierunek Biotechnologia
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. W 1999 r. w ramach pracy magisterskiej
rozpoczetam badania dotyczgce transdukcji sygnatu prolaktynowego w komoérkach
wczesnolutealnych jajnika swini pod kierunkiem prof. dr hab. Renaty Ciereszko w Katedrze
Fizjologii Zwierzat Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego (UWM) w
Olsztynie. Ukonczytam studia w grupie 10% najlepszych absolwentéw UWM ze $rednig 4,58.
W czerwcu 2001 r. obronitam prace magisterskg i uzyskatam tytut magistra inzyniera
biotechnologii. Wyniki pracy zostaly opublikowane w czasopidémie z Listy Filadelfijskigj
Reproductive Biology (wskazana w punkcie 1l.LA.47 Zatgcznika IV ,Wykaz opublikowanych
prac naukowych oraz informacja o osiggnieciach dydaktycznych, wspoétoracy naukowej i
popularyzacji nauki”)

Od pazdziernika 2001 r. zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta w Zakfadzie
Biologii Nasienia Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywno$ci Polskiej Akademii Nauk w
Olsztynie gdzie rozpoczetam szczegétowe badania dotyczgce charakterystyki biatek w plazmie
nasienia karpia. Charakterystyke biatek plazmy nasienia karpia rozpoczetam od identyfikaciji
enzymow proteolitycznych i inhibitoréw proteinaz serynowych. Zainteresowanie tymi biatkami
wynikato z braku informacji na temat ochrony plemnikéw przed potencjalnym zagrozeniem ze
strony enzymow proteolitycznych. Prowadzone prace doprowadzity w krotkim okresie do
identyfikacji i wstepnej charakterystyki gtdwnych biatek plazmy nasienia karpia. Wykazatam, iz
transferyna i inhibitory proteinaz serynowych sg gtéwnymi biatkami omawianego ptynu
ustrojowego. Wyniki te opublikowatam w Fish and Shellfish Immunology (wskazana w pkt
II.LA.42, 111.B.46 Zatgcznika 1V). Jest to pierwsza praca na ten temat w odniesieniu do nasienia
ryb i ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia roli biatek plazmy nasienia u tej gromady
zwierzat.

Prace doktorskg wykonywatam pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Ciereszko w
Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN. Badania te prowadzitam w ramach
projektu promotorskiego finansowanego przez KBN pt: ,lzolacja i charakterystyka a1-
antyproteinazy z plazmy nasienia karpia”. Zidentyfikowatam oraz scharakteryzowatam a1-
antyproteinaze, nalezacg do rodziny serpin. Duzym sukcesem okazato sie okreslenie
lokalizacji serpiny w uktadzie rozrodczym przy pomocy uzyskanych przeciwciat. Przeciwciata te
rozpoznajg nie tylko wolng serpine, ale takze jej kompleksy z enzymami proteolitycznymi.
Uzyskane wyniki wskazujg na obecnos¢ wymienionych komplekséw w plazmie nasienia.
Odkrycie to jest dowodem na aktywng role serpiny w ochronie plemnikow przed atakiem
proteolitycznym. Informacje te majg kluczowe znaczenie dla zrozumienia roli fizjologicznej
serpin w meskim ukfadzie rozrodczym ryb.
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Dnia 27 lutego 2006 r. odbyta sie obrona mojej rozprawy doktorskiej pt: ,,Izolacja i
charakterystyka a1—antyproteinazy z plazmy nasienia karpia (Cyprinus carpio L)”. Uchwatg
Rady Naukowej IRZIBZ otrzymatam stopien doktora nauk zootechnicznych, a moja praca
doktorska na wniosek w/w Rady Instytutu zostata nagrodzona Nagrodg Indywidualng Il
stopnia Dyrektora IRZBZ PAN w Olsztynie. Wyniki pracy doktorskiej zostaty opublikowane w
Aquatic Living Resources oraz Comparative Biochemistry and Physiology Part B oraz licznych
komunikatach prezentowanych na konferencjach krajowych i zagranicznych (Zatgcznik IV, pkt
11LA.32, 45, 46, 111.B.44, 54, 55, 56).

Uczestniczytam w doswiadczeniach nad wplywem UV na jako$¢ nasienia pstrgga
teczowego. Badania te sg istotne dla optymalizacji metod manipulacji genomowych u ryb,
takich jak gynogeneza (uzyskanie potomstwa z materialu matczynego). Kluczowym
elementem uzyskania potomstwa gynogenetycznego jest zastosowanie nasienia ktérego
genom jest zinaktywowany, najczesciej przy pomocy promieniowania UV. W pracy
opublikowanej w Theriogenology, monografii i komunikatach na konferencje (prace wykazane
w pkt 11LA.41, 11.D.14, 1lIl.B.53 Zatgcznik 1V), ktorej jestem wspotautorem wykazano m.in.
przydatnos¢ analizy komet do oszacowania fragmentacji DNA plemnikéw pstrgga teczowego
poddanych dziataniu UV oraz zwigzek pomiedzy uszkodzeniami DNA plemnikéw a
parametrami ruchu i wartoscig biologiczna.

Uczestniczytam takze w badaniach, ktérych celem byto okreslenie zmiany w
parametrach ruchu plemnikédw w zaleznosci od sekwencyjnego pobierania mleczu, czasu
anestezji tarlakow oraz czasu post-mortem. Wykazano, ze nawet drobne odstepstwa od tzw.
dobrych praktyk hodowlanych w zakresie pobierania nasienia mogg mie¢ wysoce negatywny
wptyw na parametry ruchu plemnikdw, a co za tym idzie potencjalnie nizszg wartosc
biologiczng. Prace te majg istotne znaczenie dla doskonalenia metodyk krotko i
dlugookresowego przechowywania nasienia ryb w zakresie oceny i selekcji materiatu do
konserwacji. Wyniki opublikowano w periodyku naukowym Fish Physiology and Biochemistry
(pkt 11.A.40 Zatgcznik V).

Waznym osiggnieciem bylo udoskonalenie powszechnie stosowanej metody
elektroforetycznej detekcji inhibitorbw enzymdéw proteolitycznych plazmy nasienia ryb.
Elektroforegramy inhibitoréw proteinaz serynowych przedstawione w opublikowanych pracach
(Wojtczak i in. 2003; Kowalski i in. 2003) pokazuja, ze ich interpretacja moze by¢ utrudniona w
wyniku maskowania przez niespecyficzne esterazy, widoczne w postaci ciemnych pasm na
zelu, czesto w miejscu migracji inhibitoréw. Dlatego tez podjetam prébe eliminacji
wymienionych pasm poprzez hamowanie aktywnosci esteraz dodajgc do nanoszonych préb
inhibitory esteraz, co doprowadzito do ujawnienia inhibitoréw maskowanych przez esterazy.
Wyniki tych badan opublikowano w prestizowym czasopismie Electrophoresis (Zatgcznik 1V,
pkt 1.A.43).

Od samego poczatku pracy w Instytucie zaangazowana bytam takze w badania o
charakterze aplikacyjnym. Nalezy podkreslic, ze wiekszos¢ wykonywanych badan jest
mozliwa dzieki dobrej wspotpracy ze Srodowiskiem hodowcéw ryb. Efektem tej wspotpracy
bylo rozwigzanie problemu sygnalizowanego przez wielu hodowcow pstrgga teczowego,
dotyczagcego niskich efektéw zaptodnienia spowodowanego ztg jakoscig ikry. Wraz z
zespotem opracowano prosty test szacowania obecnosci popekanej ikry (jakosci ikry) pstraga
teczowego na podstawie analizy zmetnienia wody (tzw ,proba kieliszkowa”). Proba ta jest
pomocna do oceny odsetka popekanej ikry, gdyz w momencie kontaktu z wodg dochodzi do
wytrgcenia lipidow zéttka w postaci mlecznej zawiesiny, co z kolei prowadzi do utrudnienia
ruchu plemnikow bgdz ich aglutynacji oraz zablokowania mikropyle. Nasze prace wykazaty
takze, ze mozna zneutralizowa¢ niekorzystny wptyw zmetnienia poprzez uzycie do
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zaptodnienia roztworéw soli zamiast wody, poniewaz zapobiega to wytrgcaniu zoitka i
powoduije przedtuzenie zywotnosci plemnikéw. Opracowana metoda oceny jakosci ikry zostata
juz wdrozona w czterech gospodarstwach rybackich (Dgbie, Mylof, topuszna, Zawoja). Wyniki
opublikowano w pracy eksperymentalnej w Aquaculture oraz w dwdch monografiach
(Zatgcznik 1V, pkt 11.A.44,11.D.19, 17).

W latach 2001-2006 bytam cztonkiem zespotu prowadzgcego Bank Nasienia waznych
gospodarczo oraz zagrozonych gatunkéw ryb przy IRZiIBZ PAN w Olsztynie dotacja z
Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju WSsi. Prace te majg duze znaczenie dla ochrony
bioréznorodnosci populacji ryb. Uczestniczytam aktywnie w pracach nad optymalizacjg metod
kriokonserwaciji licznych gatunkéw ryb w tym ryb jesiotrowatych. Wyniki prowadzonych badan
prezentowano w dwoch monografiach (Zatacznik IV, pkt [1.D.15,18, 111.B.51).

Po uzyskania stopnia doktora

Z dniem 1 lipca 2006, awansowatam na stanowisko adiunkta w Zaktadzie Biologii
Gamet i Zarodka kontynuujgc badania dotyczgce charakterystyki biatek plazmy nasienia i
plemnikow ryb i ptakéw oraz ogélnej charakterystyki parametrow jakosciowych i ilosciowych
nasienia ryb, w tym ryb cennych gospodarczo oraz gatunkéw zagrozonych (sieja i sielawa).
Ponadto uczestniczytam w badaniach nad oceng jakosci oraz analizg biochemiczng ptynu
jajnikowego ryb. Moje zainteresowania gtéwnie koncentrujg sie na izolacji i dogtebnej
charakterystyce wtasciwosci fizykochemicznych oraz funkcji biatek plazmy nasienia karpia i
pstraga teczowego oraz wprowadzeniu metod proteomicznych do analiz nasienia ryb.

Charakterystyka biatek plazmy nasienia pstrgga teczowego, halibuta oraz okonia

Uczestniczytam w badaniach, ktére doprowadzity do identyfikacji i okreslenia
wiasciwosci biochemicznych i kinetycznych gtéwnych biatek nasienia pstraga, tj lipokaliny
(LTP), systemu trzech apolipoprotein C-I (ApoC-l), fetuiny oraz transferyny. Identyfikacja
inhibitora | z plazmy nasienia pstraga jako fetuiny, rodziny zwigzanej z inhibitorami proteinaz
cysteinowych znaczaco przewartosciowuje dotychczasowe poglady na temat inhibitorow
proteinaz serynowych plazmy nasienia ryb. Uzyskane przez nas wyniki wskazuja, ze fetina z
plazmy nasienia pstrgga hamuje aktywnos¢ proteinaz serynowych oraz wykazuje zdolno$é
hamowania proteinazy cysteinowej — papainy. Fetuina obecna w plazmie nasienia pstrgga
prawdopodobniej petni role ochronng w odniesieniu do komérek i biatek uktadu rozrodczego
przed nadmierng aktywnoscig enzymow proteolitycznych. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze biatko LTP wydaje sie by¢ specyficzne tylko dla plazmy nasienia ryb tososioksztattnych,
gdyz nie wystepuje w krwi. Przeprowadzona analiza immunohistochemiczna LTP w ukfadzie
rozrodczym pstrgga teczowego przy wykorzystaniu uzyskanych przeciwciat sugeruje jego role
w transporcie androgendéw, jak réwniez w ruchliwosci plemnikow. Uzyskane wyniki
opublikowano w 3 artykutach w Reproduction Fertility and Development, Comparative
Biochemistry and Physiology Part B oraz licznych referatach na konferencje krajowe i
zagraniczne (wykazane w Zatgczniku IV pkt [1.A.13, 14, 17, 11.B.34). Sg to pierwsze
doniesienia dotyczgce obecnosci fetuiny, apolipoprotein C-I oraz biatka nalezacego do lipokalin
W nasieniu ryb.

Wspoipracujgc z Department of Fisheries and Natural Sciences, Bode w Norwegii

oraz Szent Istvan University, Department of Aquaculture, Gddddllo, Wegry uczestniczytam w

pionierskich badaniach nad analizg parametrow biochemicznych oraz systemu

antyproteolitycznego plazmy nasienia halibuta atlantyckiego (Hippoglossus hippoglossus) oraz

okonia (Perca fluviatilis). Owocem wspdipracy sg dwie publikacje w ktérych jestem
21



wspotautorem, opublikowane odpowiednio w Fish Physiology and Biochemistry oraz Journal
of Applied Ichthyology, wyniki takze byty prezentowana na konferencjach (Zatgcznik 1V, pkt
II.LA.15, 23; 111.B.30, 35).

Jako gtowny wykonawca w projekcie MNiSzW Nr N N311 512739 ,Charakterystyka i
rola biatek wigzgcych wapn nasienia ryb” odpowiedzialna bytam m. in. za wykonanie zadania
badawczego nr 5. Opracowano metode detekcji biatek wigzgcych wapn w plazmie nasienia
réznych gatunkéw ryb z uzyciem Quin2. Zidentyfikowano specyficzne gatunkowo profile
elektroforetyczne biatek wigzgcych wapn w plazmach nasienia ryb. Uzyskane wyniki
przyczynity sie do pogtebienia wiedzy w zakresie badan biatek nasienia ryb i otwierajg nowe
obszary badawcze w zakresie poznania mechanizméw dziatania jondw wapniowych w meskim
uktadzie rozrodczym ryb. Wyniki opublikowatam w Fish Physiol. Biochem. (Zatacznik 1V, pkt
IILA.2). Ponadto uczestniczytam w badaniach nad identyfikacjg biatek niskoczgsteczkowych
nasienia karpia, wyniki zostaty opublikowane w J. Applied. Ichthyol. (Zatgcznik 1V, pkt II.A.2).

Charakterystyka biochemiczna nasienia siei, stynki oraz sielawy

Przedmiotem moich zainteresowan byta réwniez problematyka rozrodu siei. Sieja uwazana
jest za gatunek szlachetny o duzym znaczeniu dla akwakultury, o wyjatkowych walorach
smakowych, czesto utozsamiana z nieskazonym srodowiskiem ze wzgledu na wysokie
wymagania tlenowe. Odpowiedzialna bytam za przeprowadzenie szerokich badan majgcych na
celu fizjologiczng i biochemiczng charakterystyke mleczu siei w czasie sezonu rozrodczego
oraz sprawdzenie skutecznosci stymulacji hormonalnej w celu poprawy produkcji nasienia u
tego gatunku. Uzyskane wyniki wykazaty przydatno$¢ analogu GnRH azagly-nafarelin do
stymulacji spermiacji. W tym okresie uczestniczytam takze w pracach dotyczgcych regulaciji
ruchliwosci plemnikéw siei. Wyniki tych doswiadczen zostaty opublikowane w dwédch
publikacjach eksperymentalnych Archive fur Hydrobiologie, monografii oraz licznych
doniesieniach na konferencje (Zatacznik 1V, pkt. 11.A.34,35, I11.D.5, 1Il.B.21,24,42,43).
Kontynuujgc badania nad rozrodem siei uczestniczytam w badaniach nad analizg nasienia
unikalnej formy siei z jeziora tebsko, tzw siei tebskiej. Sieja tebska jest anadromicznym
gatunkiem wstepujgcym na tarto z wod stonych Morza Battyckiego do wdd stodkich Jeziora
tebsko. Przyjmuje sie, ze populacja siei z Jeziora tebsko jest jedng z dwdch
autochtonicznych, naturalnie rozradzajgcych sie populacji tego gatunku w Polsce. W ostatnich
latach liczebnos¢ siei tebskiej znaczgco zmalata w wyniku m.in. narastajgcej eutrofizacji i
zanieczyszczenia jezior oraz intensywnych odtowéw rybackich. W ramach projektu
»ichtiologiczna bioréznorodnos¢ jezior: wypracowanie modelu rozwigzywania probleméw na
przyktadzie zasobow naturalnych autochtonicznej siei wedrownej w jeziorze tebsko (siei
tebskiej)" (Fish-WILL), majacym na celu odbudowe i zachowanie bioré6znorodnosci populacji
siei tebskiej, uczestniczytam w badaniach majacych na celu kompleksowg charakterystyke
nasienia swiezego oraz kriokonserwowanego tego gatunku. W wyniku przeprowadzonych
badan opracowano efektywng metode kriokonserwacji nasienia siei, co zapewnia catoroczng
dostepnos¢ nasienia oraz umozliwia utworzenie banku gendw dla tego gatunku. Uzyskane
wyniki dajg mozliwos¢ optymalizacji metod sztucznego rozrodu siei z wykorzystaniem prob
nasienia pochodzgcych od osobnikow charakteryzujgcych sie najlepszymi parametrami
jakosciowymi nasienia. Prace te majg duze znaczenie dla ochrony bioro6znorodnosci rodzimych
populacji ryb. Badania te miaty na celu wypracowanie skutecznej metody kriokonserwaciji
lokalnej populacji siei, a w konsekwencji utrzymanie puli genetycznej tego gatunku. Uzyskane
wyniki zostaty opublikowane w Fundamental and Applied Limnology, Journal of Applied
Ichthyology oraz rozdziatach w monografiach (Zatacznik 1V, pkt II. A.9,18,20, 11.D.1,2,6,8) .
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Wspotuczestniczytam takze w pionierskich badaniach dotyczacych kompleksowej
analizy plemnikéw stynki (Osmerus eperlanus), gatunku niezwykle istotnego z punktu widzenia
ekologicznego, w wielu krajach zagrozonego wyginieciem. Na podstawie wynikow
zidentyfikowano szereg parametréw biochemicznych nasienia wyrdzniajgcych stynke na tle
innych gatunkoéw ryb, w tym mate rozmiary plemnikéw czy rdznice w trajektorii ruchu
plemnikdw pomiedzy nasieniem gonadalnym a ejakulowanym. Uzyskane wyniki opublikowano
w Agquaculture oraz monografii (Zatgcznik 1V, pkt 11.A38, 11.D.9).

Bytam takze cztonkiem zespotu zajmujgcego sie badaniem rozrodu sielawy (Coregonus
albula L.), ryby cennej gospodarczo. Kiedys bardzo rozpowszechniona, staje sie ostatnimi laty
coraz rzadszg zdobyczg rybakow. Dzieje sie tak m.in. dlatego, ze ryba ta jest wrazliwa na
zanieczyszczenia powodujgce przyspieszong eutrofizacje. W wielu przypadkach doszio takze
do nadmiernej eksploatacji rybackiej sielawy. Ta niekorzystna sytuacja zainspirowata nasze
prace nad zrozumieniem biologii rozrodu, ktére sg niezbedne dla ulepszenia metod sztucznego
tarta, np. wyboru optymalnych warunkéw aktywacji ruchu plemnikéw oraz kriokonserwaciji
nasienia. Celem prowadzonych badan byla kompleksowa analiza nasienia sielawy w tym
ruchliwosci i parametréw morfometrycznych plemnikow. Uzyskane wyniki, po raz pierwszy
opisujg ruchliwos¢ i morfometrie plemnikéw sielawy. Parametry opisujgce predkosé i trajektorie
ruchu plemnikéw sielawy byly zblizone do siei, jednakze plemniki sielawy byly bardziej
wrazliwe na niskie pH. Zwiekszona wrazliwos¢ plemnikéw sielawy na jony wapnia i sodu oraz
charakterystyczny ruch kotowy plemnikoéw wydaje sie wyrdznia¢ siejowate na tle innych
lososioksztattnych. Uzyskane wyniki opublikowano w racy eksperymentalnej w Fish Physiology
and Biochemistry oraz w monografii (zatgcznik IV, pkt 1I.A.18, 11.D.4).

Ocena jakosci ikry pstrgga teczowego oraz sandacza amerykanskiego

Ocena jakosci ikry jest jednym z podstawowych probleméw w hodowli ryb tososiowatych,
gdyz niska jakos¢ ikry skutkuje stratami produkcyjnymi w postaci zmniejszonej iloSci
uzyskanego narybku. Dlatego tez kontynuowatam wraz z zespotem prace w zakresie
poszukiwan prostych wskaznikéw jakosci ikry takich jak np. opracowana przez nas w
poprzednich badaniach proba zmetnieniowa zwana ,kieliszkowg”. Badania w ktorych
uczestniczytam dotyczyly sprawdzenia zwigzku pomiedzy stopniem rozproszenia kropli
lipidowych oocytéw a zaptadnialnoscig ikry. Badania miaty na celu opracowanie prostego testu
morfologicznego jakosci oocytéw, gdyz rozktad kropli moze by¢ zwigzany ze starzeniem ikry.
Wykazano, ze jedynie ikra z tarta jesiennego wykazuje zalezno$¢ pomiedzy stopniem
rozproszenia kropli lipidowych a wynikami zaptodnienia, ikra o réwnomiernym rozproszeniu
kropli charakteryzowata sie najwyzszym odsetkiem wylegu. Uzyskane wyniki opublikowano w
Aquaculture oraz monografii (Zatgcznik 1V, pkt 11.A.21, 11.D.3, 111.B.33). Dalsze prace powinny
przesadzic o mozliwym praktycznym wykorzystaniu wymienionych charakterystyk do oceny
jakosci ikry.

Kontynuujgc badania nad charakterystykg ptynu owaryjnego uczestniczytam w
badaniach dotyczagcych wptywu pH ptynu jajnikowego na parametry ruchu plemnikow.
Uzyskane wyniki wskazujg jednoznacznie na kluczowa role pH ptynu jajnikowego w aktywacji
ruchu plemnikéw ryb, ptyny owaryjne o niskim pH nie wykazywaty zdolnosci do aktywacji
ruchu, co wptywa negatywnie na zaptodnienie. W kolejnym doswiadczeniu wykazalismy
negatywne korelacje miedzy zmetnieniem a pH pitynu jajnikowego. Ponadto, dodanie
zgniecionych ziaren ikry do ptynu jajnikowego powodowato obnizenie pH i obnizenie zdolnosci
ptynu do aktywacji ruchliwoéci plemnikow. W ostatnich latach wykazalismy takze wptyw pH
ptynu jajnikowego na ruchliwo$¢ plemnikéw innych gatunkéw ryb tososiowatych. Otrzymane
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wyniki dotyczace charakterystyki ptynu owaryjnego opublikowano w czterech pracach
eksperymentalnych oraz licznych doniesieniach na konferencje i monografiach (wykazane w
Zatgczniku 1V, pkt 11.A.25,16,31,33, 11.D.10, 111.B.29,36).

Przebywajgc na stazu w School of Environment and Natural Resources, The Ohio
State University w USA kontynuowatam prace nad okresleniem parametréw jakosciowych ikry
sandacza amerykanskiego (Sander Vvitreus). Celem moich badah byto okreslenie
biochemicznych wskaznikow zdolnosci zaptadniajgcej oocytow oraz ich zmian w czasie
przechowywania i dojrzewania oocytéw. Uzyskane wyniki wskazujg, ze stezenie biatka i
zmetnienie ptynu jajnikowego sandacza amerykanskiego mogg byé stosowane jako wskaznik
do oceny jako$ci oocytow. Otrzymane wyniki opublikowatam, jako pierwszy autor w Journal of
Great Lakes Research oraz konferencji naukowej (Zatgcznik 1V, pkt II.A.11, 111.B.40).

Wptyw metali ciezkich oraz surfaktantéw na jako$¢ plemnikéw ryb

Inny kierunek badawczy w ktérym uczestniczytam dotyczyt wptywu subletalnych dawek
metali ciezkich na parametry ruchu plemnikow ryb tososiowatych i jesiotrowatych. Jony metali
ciezkich mogg kumulowac sie w tkankach ryb i osiggaé stezenia nawet 20 tys. razy wieksze niz
w otaczajgcym srodowisku wodnym. Co wiecej, metale ciezkie mogg wptywac¢ zaréwno na
ilos¢ i wartosc biologiczng gamet, jak réwniez, oddziatujgc na uktad endokrynny, powodowac
zaburzenia w przebiegu gametogenezy. Zaburzenia te moga takze dotyczy¢ zmian w trajektorii
ruchu plemnikéw, integralnosci plazmolemmy czy fragmentacji DNA plemnikow. Celem badan
byto okreslenie wplywu subletalnych stezen jonéw rteci i kadmu na parametry ruchu (CASA)
plemnikéw pstrgga teczowego i jesiotrow, integralnos¢ plazmolemmy plemnikéw oraz wartos¢
biologiczng plemnikéw. Wykazano, ze jony kadmu i rteci wptywaty negatywnie na parametru
ruchu plemnikow, integralno$¢ bton oraz zaptodnienie. Rezultaty badan przedstawiono w
dwdch oryginalnych pracach w Aquatic Toxicology oraz J. Appl. Ichthyol, licznych rozdziatach
w monografiach oraz w szeregu komunikatach na konferencjach krajowych i
miedzynarodowych (zatgcznik 1V, pkt 11.A.8,19, 11.D.13,16; 111.B.23,45,47,52). Jednym z
owocéw doswiadczen bylo stworzenie witasnej, metody in-vitro symulacji przechowywania
mleczu ryb z wykorzystaniem plazmy nasienia ryb jako ptynu immobilizujgcego ruch
plemnikdw, co pozwolito na stwierdzenie unikalnej, ochronnej roli plazmy nasienia w
przeciwdziataniu negatywnym efektom metali ciezkich.

Ponadto uczestniczytam w badaniach nad wptywem surfaktantéw tj. SDS, Triton,
powszechnie stosowanych sktadnikéw detergentéw, na fragmentacje DNA i ruchliwosé
plemnikéw karpia i pstrgga teczowego. W/w surfaktanty po wykorzystaniu trafiajg do waod
powierzchniowych, gdzie mogg stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla organizmoéw wodnych
Uzyskane wyniki wykazaty, ze surfaktanty wptywajg bardziej na ruchliwos¢ plemnikdéw niz na
fragmentacje DNA, co moze by¢ gtdwng przyczyng obnizenia ich zdolnosci zaptadniajgcej. Z
tego powodu surfaktanty mogg wywiera¢ negatywny wptyw na proces reprodukcji ryb w
warunkach hodowlanych jak i naturalnych. Uzyskane wyniki opublikowano w Reproductive
Biology (Zatgcznik IV pkt 11.A.36).

Charakterystyka biatek oraz analiza biochemiczna nasienia indora

Indyki odgrywajg wazng role w produkcji miesa drobiowego w kraju. W hodowli
Srednich i ciezkich rodow indykéw ze wzgledu na duzg mase ciata i uksztattowanie piersi
indorow konieczne jest stosowanie inseminacji. Jednak podczas przechowywania nasienia
nastepuje szybkie obnizenie zdolnosci zaptadniajgcej plemnikéw, co zmniejsza skutecznosc
inseminacji. Celem badan w ktérych uczestniczytam byta charakterystyka zmian aktywnosci
amidazowej, fragmentacji DNA oraz ruchliwosci plemnikdw indora podczas 48 godz
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przechowywania nasienia. Uzyskane wyniki wskazujg, ze obnizenie zdolnosci zaptadniajgce;j
nasienia indora podczas jego krotkookresowego przechowywania moze by¢ wynikiem
zburzenia szlakow proteolitycznych wewnagtrz plemnikéw, prawdopodobnie zwigzanych z
przedwczesng aktywacjg akrosomalnych proteinaz serynowych. Powyzsze wyniki
opublikowano w Theriogenology oraz komunikatach (Zatgcznik 1V, pkt 11.A.37, 111.B.27).

W ramach badan nad rozrodem ptakow uczestniczytam w pracach nad charakterystykg
inhibitoréw proteinaz serynowych plazmy oraz akrosyny nasienia indora, ktére doprowadzity do
identyfikacji i dogtebnej charakterystyki wiasciwosci fizykochemicznych i kinetycznych
inhibitora typu Kazal, okre$lany u ssakéw jako inhibitor akrosyny. Sg to pierwsze informacje o
obecnosci inhibitora typu Kazal w uktadzie rozrodczym ptakoéw dla ktérego otrzymano petng
sekwencje cDNA, ktéra zostata umieszczona w nukleotydowej bazie danych EMBL pod
numerem dostepu AJ 877013. Wyniki zostaty opublikowane w Comparative Biochemistry and
Physiology oraz komunikatach naukowych (Zatgcznik IV pkt 11.A.27, 111.B.31,49)

Charakterystyka proteomu plemnikéw karpia

Struktura chromatyny w plemniku jest wysoce skondensowana i upakowana w
nukleoprotaminowe chromosomy, w ktérych nie zachodzi replikacja, ani transkrypcja.
Poniewaz plemniki sg nieaktywne transkrypcyjnie, proteomika jest niezwykle przydatna w
poznaniu ich funkgcji i charakterystyce biatek, gdyz proteom plemnikéw jest bardziej statyczny w
porownaniu do dynamicznego proteomu komorek somatycznych. Przy uzyciu metody shotgun
zidentyfikowatam 348 biatek plemnikéw karpia. Na podstawie kryterium ,procesy biologiczne”
biatka zostaty zakwalifikowane jako uczestniczace w metabolizmie (62%), odpowiedzi na
bodzce (11%), transporcie (11%), transdukcji sygnatow (7%), ruchliwosci (2%) oraz
spermatogenezie (1%). Wykazano, ze wiekszos¢ biatek posiada aktywno$¢ enzymatyczng
(44%; hydrolazy, oksydoreduktazy, transferazy, izomerazy, ligazy, inhibitory proteinaz) oraz
posiada funkcje wigzace (41%; w wiekszosci nukleotydy i jony metali). Uzyskane wyniki
dopetniajg wczesniejszg prace nad sktadem biatkowym plazmy nasienia karpia pozwalajgc na
kompleksowa analize proteomu nasienia karpia (plazmy nasienia i plemnikoéw) identyfikujgc w
sumie 534 biatka. Jest to dotychczas najwiekszy zbiér opisanych biatek dla nasienia tego
gatunku. Uzyskane wyniki majg charakter pionierski, wiekszos¢ zidentyfikowanych biatek jest
opisanych po raz pierwszy dla nasienia ryb. Uzyskane wyniki opublikowano w Comparative
Biochemistry and Physiology Part D Genomics and Proteomics oraz prezentowatam na
konferencji miedzynarodowej (Zatgcznik 1V 11.A.4, 111.B.14).

Wprowadzenie do analiz nowego podejscia metodycznego jakim jest proteomika
pozwolito na dokonanie przetomu w badaniach, polegajgcego na rownoczesnej obserwac;ji
ztozonych mieszanin biatek w sposéb kompleksowy. Potrzebe dokonania zmian metodycznych
w badaniach rozrodu ryb przedstawiono na konferencji dotyczacej biologii gamet ryb (3™
International Workshop on the Biology of Fish Gametes a nastepnie opublikowano w pracy
przegladowej, w ktorej jestem wspotautorem (Zatgcznik IV 11.A.10, 111.B.1,17, 22).

W ostatnim roku przy wspotpracy z Research Institute of Fish Culture and
Hydrobiology, University of South Bohemia w Ceske Budejovice bratam udziat w
doswiadczeniu nad wptywem reaktywnych form tlenu na jako$¢ nasienia (parametry ruchu
plemnikéw, integralnos¢ DNA, aktywnos$¢ fosfatazy kwasnej oraz fosforylacije reszt
tyrozynowych biatek plemnikéw) karpia. Odpowiedzialna bytam za przeprowadzenie analiz
proteomicznych, w tym identyfikacji biatek ulegajgcych fosforylacji w wyniku ekspozycji na
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stres oksydacyjny. Uzyskane wyniki wykazujg, ze stres oksydacyjny powoduje zaburzenia w
funkcjonowaniu plemnikow karpia tj powoduje obnizenie odsetka ruchliwych plemnikow, ich
predkosci oraz stabilnosci DNA oraz wplywa na wewngtrzkomorkowe szlaki sygnatowe,
poprzez zmiany w fosforylacji tyrozyny zidentyfikowanych biatek oraz aktywnos¢ kwasnej
fosfatazy. Efektem wspétpracy jest praca eksperymentalna, w ktérej jestem wspétautorem,
opublikowana w Molecular Reproduction and Development (zatgcznik IV, pkt 11.A.3). Ponadto
zaangazowana bytam w badania zmian proteomu endometrium powstatych w wyniku
implantacji zarodka $wini, wyniki tych badan opublikowano w J. Proteomics (Zatgcznik IV, pkt
I1.A.1).

Wspoébtpraca krajowa:

- Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Instytut Zoologii, Zaktad Endokrynologii pod
kierunkiem prof. dr hab. Barbara Bilihska. Wspotpraca dotyczyta immunohistoche-
micznej lokalizacji parwalbuminy, apolipoprteiny oraz transferryny w ukladzie
rozrodczym karpia. Efektem wspotpracy jest pie¢ oryginalnych publikacji
eksperymentalnych oraz liczne komunikaty naukowe (1.B.2,4,6, 11.A.13,14,
111.B.3,4,9,25,28);

Zaktad Ichtiobiologii i Gospodarki Rybackiej w Gotyszu, Polska Akademia Nauk, dr llgiz
Irnazarow oraz dr Patrycja Jurecka. Wspotpraca dotyczy badah nad identyfikacjg
gtébwnych biatek nasienia karpia. Efektem sg cztery oryginalne publikacje
eksperymentalne i liczne komunikaty naukowe (1.B.1,2,5, Il.A.2, 111.B.13,32).

Instytut Rybactwa Srédlgdowego Zaktad Hodowli Ryb tososiowatych w Rutkach, dr
hab. Stefan Dobosz. Wspétpraca dotyczy badan nad charakterystykg biatek nasienia
pstraga teczowego oraz ptynu owaryjnego na parametry ruchu plemnikéw. Efektem tej
wspétpracy sg liczne publikacje eksperymentalne (11.A.16,19,21,22,25,30,31,33,
34,35,40,41,44), rozdziaty w monografiach (11.D.3,6,7,8,10,12,13,14,17,19) oraz
komunikaty naukowe (111.B.29,33,36,37,42,43,45).

Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Wydziat Nauk o Srodowisku, Katedra Ichtiologii, dr
hab. Piotr Hliwa. Wspodipraca dotyczy badan nad wplywem metali ciezkich na jakos¢
nasienia karpia oraz analiz biochemicznych i histologicznych nasienia siei oraz stynki
(1.B.2,3, 11.A.18,20,22,38, 11.D.4,5,6,9, 111.B.26).

Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Wydziat Nauk Medycznych, Katedra Farmakologii i
Toksykologii, dr hab. Catka. Wspotpraca dotyczy immunofluorescencyjnej lokalizacji —
antyproteinazy w jadrze karpia (II.A.32).

Wspotpraca z osSrodkami zagranicznymi:

University of Veterinary Medicine in Hanover, Fish Disease Research Unit, Germany dr
Mikotaj Adamek. Efektem wspotpracy jest jedna oryginalna praca eksperymentalna
(1.B.6) oraz komunikaty naukowe (111.B.8,9,10,11)

Laboratory for Functional Genome Analysis (LAFUGA), Gene Center, Ludwig-
Maximilians-Universitat, Munich, Germany. dr Georg J. Arnold, Thomas Fréhlich
wspotpraca w badaniach nad analizami proteomicznymi nasienia karpia. Efektem
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wspotpracy sg dwie publikacje (1.B.7; 1l.A.4) oraz komunikaty naukowe (l11.B.5,14,18,
19)

School of Environment and Natural Resources, The Ohio State University, Columbus
Ohio, USA. dr Konrad Dabrowski. Wspotpraca dotyczyta analiz jakosciowych ikry
sandacza amerykanskiego oraz wptywu doboru efektywnej diety dla suma
afrykanskiego. Efektem wspotpracy sg dwie oryginalne prace eksperymentalne (11A7,
IIA11) oraz komunikaty naukowe (111.B.39-41).

Department of Fisheries and Natural Sciences, Bodg University College, Bodo, Norway
dr Igor Babiak oraz dr Maren Mommens. Wspotpraca dotyczyta analiz nasienia
halibuta. Efektem wspoipracy jest jedna praca eksperymentalna (11.LA.23) oraz
komunikat naukowy (111.B.35).

Faculty of Fisheries and Protection of Waters, South Bohemian Research Center of
Aquaculture and Biodiversity of Hydrocenoses, Research Institute of Fish Culture and
Hydrobiology, University of South Bohemia in Ceske Budejovice, Vodany, Czech
Republic. levgeniia Gazo, dr Psenicka. Wspotpraca dotyczyta analiz proteomicznych
nasienia karpia oraz wptywu kriokonserwacji na strukture akrosomu plemnikéw jesiotra.
Efektem wspdtpracy sg dwie oryginalne prace eksperymentalne (11.A.3,26).

Departamento de Biologi’a Pesquera, Instituto Canario de Ciencias Marinas, Telde
(Las Palmas) Canary Islands, Spain dr Victor Tuset , wspodipraca dotyczyla
sprawdzenia korelacji morfolofii plemnikow pstrgga teczowego a ich zdolnoscig
zaptadniajgcg oraz analiz morfometrycznych plemnikow pstrgga teczowego. Efektem
wspotpracy sg dwie prace eksperymentalne (11.A.24,28) oraz komunikat naukowy
(111.B.38).

Szent Istvan University, Department of Aquaculture, Pater K. u. Géddllo, Hungary dr
Acosh Horvath. Wspétpraca dotyczyta analiz inhibitoréw proteinaz serynowych w
plazmie nasienia ryb okoniowatych oraz analiza systemu antyoksydacyjnego w plazmie
nasienia roznych gatunkoéw ryb. Efektem wspétpracy sg dwie prace eksperymentalne
(11.A.6,15) oraz komunikat naukowy (l11.B.30).

Petna lista moich osiagnieé dotyczacy pracy badawczej, dydaktycznej i
organizacyjnej znajduje sie w Zatgczniku IV pt: ,Wykaz opublikowanych prac naukowych
oraz informacja o osiggnieciach dydaktycznych, wspofpracy naukowej i popularyzacji nauki’.

Podsumowujgc, bratam udziat lub obecnie uczestnicze w realizacji 16 projektow
badawczych, w tym pieciu projektdw miedzynarodowych. W czterech projektach
bytam/jestem kierownikiem. Odbywatam staze w zagranicznych osrodkach naukowych: w
Department of Molecular Biology of Fertilization, Institute of Molecular Genetics, Praga,
School of Environment and Natural Resources, The Ohio State University, Columbus Ohio,
USA oraz w Laboratory for Functional Genome Analysis (LAFUGA), Gene Center, Ludwig-
Maximilians-Universitat, Munich, Germany

Wyniki badan prezentowatam w formie referatéow (9) oraz plakatéw (13) na licznych
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konferencjach miedzynarodowych i krajowych. Z 56 komunikatow naukowych, w 20 jestem
pierwszym autorem.

Wspodtpracujgc z redakcjami czasopism o zasiegu miedzynarodowym z bazy JCR,
wykonatam recenzje oryginalnych publikacji eksperymentalnych dla czasopism Asian
Journal of Andrology (1 recenzja); Fish and Shellfish Immunology (1 recenzja), Process
Biochemistry (1 recenzja), Acta Ichthyologica et Piscatoria (1 recenzja), Biology of
Reproduction (1 recenzja), Proteomics (1 recenzja).

Jestem laureatkg licznych nagrod i stypendiow naukowych, m.in. stypendium dla wybitnych
miodych naukowcéw MNiISW, dwukrotne stypendium START Fundacji Nauki Polskiej oraz
nagroda Pro Scientia et Vita Fundacji Czionkow PAN, dyplom Uznania Wydziatu Nauk
Rolniczych, Lesnych i Weterynaryjnych za cykl prac ,Biochemiczne podstawy
funkcjonowania meskiego uktadu rozrodczego ryb oraz mozliwosé ich praktycznego
wykorzystania”.

Na Wydziale Biologii UWM w latach (2003-2005) wspétuczestniczytam w prowadzeniu
¢wiczen ze studentami Ill i IV roku Biotechnologii. Bytam promotorem 1 pracy magisterskich
oraz opiekunem naukowym trzech prac magisterskich oraz jednej pracy licencjackiej.
Obecnie petnie funkcje promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim Pana Bfazeja
Westfalewicza pt” Charakterystyka proteomu nasienia buhaja: uwarunkowania fizjologiczne
oraz zmiany wynikajgce z technologii kriokonserwacji”.

Moja dziatalno$¢ popularnonaukowa obejmuje: przygotowanie i prowadzenie warsztatow
"Ocena jakosci nasienia ryb" (3 x 45 min) w ramach miedzynarodowych warsztatow "Karp
jako organizm modelowy do badanh biologicznych: propagacja, hodowla i kontrola zdrowia"
(maj 9-11 , Gotysz/Ustron), wspotautorstwo monografii oraz zdeponowanie sekwenciji
petnego cDNA ApoA oraz parvalbuminy w bazie danych GenBank.
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Zestawienie danych dotyczacych dorobku naukowego

Rodzaj opracowania Przed doktoratem Po doktoracie Razem

Rozdziaty 11 8 19
w monografiach

Oryginalne prace
eksperymentalne:
w czasopismach znajdujacych

sie w bazie Journal Citations 8 46 54

Reports (JCR)
Komunikaty naukowe 1D 41 56
Ogoétem 34 95 129

Dane bibliograficzne dla catlego dorobku naukowego

Sumaryczny impact factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z
rokiem opublikowania: 87,72

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS): 501

Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science (WoS): 13

taczna liczba pubktow MNiSW = 1169

Sumaryczna ilos¢ punktow MNiISW zgodnie z aktualnie obowigzujgcy listg czasopism
punktowanych (2014r) 1395

Y,
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