Nr rejestracyjny: 2022/45/B/NZ9/01360; Kierownik projektu: dr hab. inz. Mariola Stowirska

TYTUL: SSc5D - rozpuszczalny receptor zmiatacz bogaty w cysteine, nowy gracz w odpornosci
nieswoistej nasienia indora (Meleagris galopavo) w odniesieniu do syndromu zoéltego nasienia

POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

Cel. Celem projektu jest uzyskanie nowych informacji na temat biatka nasienia indora SSc5D, nalezacego do
rodziny receptorow zmiataczy bogatych w cysteing (SRCR), ktore u ssakow sa elementem nieswoistego
uktadu immunologicznego. SRCR naleza do receptoréw rozpoznajacych patogeny a ich obecnosé¢
potwierdzono w komoérkach uktadu immunologicznego - makrofagach oraz w uktadzie rozrodczym samcow
ssakow. Obecnie brak jest informacji na temat specyficznych funkcji SSc5D w nasieniu ptakow. Uwazamy, iz
SScSD obecny w nasieniu indora jest nowym, niezmiernie waznym elementem odpowiedzi nieswoistego
uktadu immunologicznego ptakéw. W zwigzku z tym przedstawiony projekt zostal opracowany w celu
dostarczenia szczegotowych informacji na temat struktury, tkankowej lokalizacji i roli SSc5D w
antybakteryjnej ochronie nasienia. Badanie roli SSc5D rozszerzone zostanie o badania syndromu zottego
nasienia (YSS), ktory jest choroba endemiczng w obrebie populacji indyka. Niska jako$¢ nasienia YSS
prowadzi do spadku zaplodnienia i wylegowosci pisklat. Zotte nasienie charakteryzuje podwyzszong liczba
nieprawidlowych plemnikow i spermatyd oraz spermiofagéw (makrofagi obecne w nasieniu) , co wskazuje na
stan zapalny uktadu rozrodczego. Dlatego przy uzyciu wysokoprzepustowych metod sekwencjonowania
uzupetnione zostang luki w wiedzy dotyczacej sktadowych elementow uktadu immunologicznego, wiaczajac
rodzing receptorow SRCR oraz mikrobiomu nasienia W odniesieniu do patologii YSS. Poniewaz receptory
zZmiatacze sa zaangazowane w patogenez¢ wielu chorob, interesujace jest okreslenie, czy biatko SSc5D moze
by¢ zaangazowane w patogenez¢ YSS. Poglebienie wiedzy na ten temat moze mie¢ znaczenie dla poprawy
rozrodczo$ci indykow, waznego gospodarczo gatunku ptakéw hodowlanych w Polsce.

Hipoteza badawcza zaktada, ze (i) SSc5D obecny w plazmie nasienia jest waznym elementem uktadu
immunologicznego zaangazowanym w ochrong¢ nasienia przed bakteriami, (ii) SSc5D jest wydzielany przez
tkanki uktadu rozrodczego i/lub aktywowane spermiofagi, (iii) profil ekspresji SSc5D w uktadzie rozrodczym
indora jest zalezny od wystepowania YSS, (iv) obecno$¢ spermiofagdw w nasieniu odzwierciedla jako$¢
nasienia, (v) mikrobiom i elementy uktadu immunologicznego, wiaczajac receptory SRCR, rdznicujg jasne,
dobrej jakosci nasienie (WS) od nasienia YSS.

Opis badan. Biatko SSc5D zostanie wyizolowane z plazmy nasienia z wykorzystaniem chromatografii
jonowymiennej, filtracji zelowej oraz chromatografii w uktadzie odwroconych faz. Przy uzyciu technik
elektroforetycznych i spektrometrii mas scharakteryzowane zostana wtasciwosci fizykochemiczne SSc5D, tj.
masa czasteczkowa, punt izoelektryczny, oraz potranslacyjne modyfikacje (glikozylacja i fosforylacja).
Przeciwciata przeciwko SSc5D wyprodukowane zostang poprzez immunizacje krolika 1 uzyte zostang do
immunohistochemii i opracowania testu ELISA. Wiasciwosci antybakteryjne okre§lone zostang za pomoca
wskaznika CFU (jednostka tworzaca koloni¢) oraz testowania lekowrazliwosci drobnoustrojéw. Tkankowa
lokalizacja SSc5D w uktadzie rozrodczym samca (wlaczajac YSS) zostanie okreslona za pomoca metod
immunohistochemicznych i ilosciowej analizy PCR. Ponadto przy uzyciu wspominanych technik, spermiofagi
nasienia analizowane zostang jako potencjale zrodto sekrecji SScSD w nasieniu WS o dobrej jakosci oraz
nasieniu YSS. Nastepnie, wptyw spermiofagdéw na jako$¢ nasienia okre§lony zostanie metodami cystometrii
przeptywowej, testow ELISA, oraz komputerowej analizy ruchu plemnikéw. Przy uzyciu technik
proteomicznych (2DE-DIGE and MALDI TOF/TOF) poréwnane zostang profile biatkowe aktywowanych
spermiofagow z nasienia WS oraz YSS. Sekwencjonowanie RNAseq oraz 16S rRNA wykorzystane zostang
do analizy réznicujacych genéw uktadu rozrodczego oraz mikrobiomu nasienia w odniesieniu do YSS.

Uzasadnienie. Obecnos¢ biatka SSc5D, nalezacego do rodziny receptorow SRCR, wykazano w plazmie
nasienia indora. W przeciwienstwie do ssakow, gdzie SSc5D odgrywa role w regulacji nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej, brak jest informacji na temat funkcji biatka SSc5D w nasieniu ptakow. Dlatego niezwykle
wazne jest uzyskanie rzetelnych informacji na temat SSc5D, zarowno dotyczacych jego struktury i lokalizacji
w tkankach uktadu rozrodczego i komorkach uktadu immunologicznego, jak i rowniez jego antybakteryjnej
roli w nasieniu. Luki w wiedzy dotyczacej sktadowych elementow uktadu immunologicznego, wtaczajac
rodzing receptorow SRCR oraz mikrobiomu nasienia zostang uzupetnione w odniesieniu YSS. Obecnie nie
wiadomo, czy SSc5D moze mie¢ udzial w patogenezie YSS. Poszerzenie wiedzy na ten temat moze miec
znaczenie dla poprawy rozrodu indykow.

Oczekiwane efekty. Naszym zdaniem projekt wniesie niezmiernie wazny wkiad do wiedzy dotyczacej
immunologii rozrodéw ptakow poprzez opisanie nieznanego do tej pory mechanizmu obrony nasienia przed
drobnoustrojami. Uzyskane wyniki maja szanse przyczyni¢ si¢ do pogltebienia wiedzy nad temat roli SSc5D
w zwalczaniu chordb bakteryjnych nasienia ptakow. Poszerzona zostanie wiedza na temat molekularnych
podstaw zaburzen jakosci nasienia - YSS.



