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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Justyny Szczykutowicz

,,Ocena O-glikozylacji glikoprotein plazmy nasienia i jej potencjalnego zwigzku z me¢skim
potencjalem rozrodczym” wykonanej pod kierunkiem dr hab. Mirostawy Ferens-
Sieczkowskiej

Proste i zlozone glikany wystepuja powszechnie w przyrodzie i sg podstawowymi sktadnikami
komorek. W procesie glikozylacji tworzone sa wigzania glikozydowe miedzy resztami
cukrowymi, a biatkami lub lipidami, a w wyniku glikozylacji biatek powstajg N- lub 0-glikany.
Fascynujace jest ze z 9 reszt cukrowych i roznej anomerii wigzan cukrowych powstaje tak
wielka réznorodnos¢ strukturalna tych zwigzkéow. Glikany uczestnicza w wielu kluczowych
procesach biologicznych, m.in. adhezji, aktywacji receptoréw, przenoszeniu sygnalow.
Strukturalne elementy glikanow powoduja, ze mogg one oddziatywac z innymi czasteczkami, a
na szczegOlng uwage zastuguje proces oddzialywania ligand-receptor, ktorego przykladem
moga by¢ lektyny endogenne wystepujace w komorkach uktadu odpornosciowego. Opisano
wiele typow lektyn endogennych, w tym lektyny typu C (np. selektyny, MGL, DC-SIGN),
lektyny typu I (Siglecs), galektyny i inne.

Procesy rozpoznawania glikandw maja podstawowe znaczenie w oddzialywaniu gamet
rozrodczych w procesie zaplodnienia, a takze implantacji zarodka i funkcji tozyska. Poznanie
ztozonych mechanizméw molekularnych prowadzgcych do zaplodnienia, jak rowniez
immunomodulacyjnej roli glikanéw obecnych w ptynach ustrojowych ma na celu poszukiwanie
biomarkeréow nieplodnosci. '

Jest to niezmiernie wazne zarowno z poznawczego jak i medycznego punktu widzenia.
Nieptodnos¢ uznawana jest przez Swiatowa Organizacj¢ Zdrowia (WHO) za chorobeg
cywilizacyjna i jest powaznym problemem spotecznym. Szacuje sig, ze dotyczy on 15 % par na
Swiecie, a w Polsce stanowi to okoto 1,2 - 1,5 mln par zmagajacych si¢ z tym problemem.
Podaje sig, ze 20-40 % przypadkéw nieptodnosci spowodowanych jest wytacznie czynnikiem
meskim, a wérod nich ok 15 % stanowig przypadki idiopatyczne.

7. tych wzgledow przedtozona do oceny Rozprawa Doktorska dotyczy waznych zagadnien
powigzania (-glikozylacji glikoprotein plazmy nasienia, ze szczegélnym uwzglednieniem
skroconych O-glikandéw typu mucynowego, z meskim potencjatlem reprodukcyjnym oraz
poszukiwania immunomodulacyjnych glikoprotein wplywajacych na proces zaptodnienia.

Praca powstata pod kierunkiem dr hab. Mirostawy Ferens-Sieczkowskiej, biochemika i
glikobiologa, od lat zajmujacej si¢ zagadnieniami glikozylacji bialek, glikobiologig
nowotworéw oraz nieplodnoscia meska, w tym wszechstronna analizg profilu glikozylacji

biatek plazmy nasienia.
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Przedstawiona do recenzji praca stanowi zbidr trzech spojnych tematycznie artykutow: pracy
przegladowej oraz dwoch prac eksperymentalnych, opublikowanych w recenzowanych
czasopismach naukowych o wysokim wspotczynniku wpltywu. Lgczna wartos¢ IF publikaciji
wchodzgcych w sklad rozprawy wynosi 10,039. Prace te stanowig zbiorowe opracowania, w
ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem. Zalaczone oswiadczenia wspotautorow nie budza
watpliwosci co do wiodacej roli Doktorantki w powstaniu tych prac.

Rozprawe rozpoczyna oméwienie uzyskanych wynikow, sktadajace sie ze wstepu bedacego
wprowadzeniem do tematyki badan, w ktérym Doktorantka przedstawia molekularne podstawy
zaptodnienia, hipoteze obrony fetoembrionalnej oraz udziat sktadnikéw plazmy nasienia w tym
procesie. Ponadto opisuje antygeny T i Tn, ktére sg podstawa skroconego rdzenia O-glikanow i
ich udziat w procesach nowotworowych oraz immunomodulacyjnych.

W dalszej czesci omowienia Doktorantka okresla cel badan, ktorym byta analiza O-glikomu
glikoprotein plazmy nasienia a takze ocena potencjalnych zmian profilu O-glikozylacji w
nasieniu u megzezyzn o obnizonym statusie reprodukcyjnym. Przedstawia roéwniez cele
szczegolowe poszezegolnych prac skladajacych sie¢ na rozprawe doktorskg. W mojej opinii
jasne sformulowanie celow jest kluczowe i $wiadezy o dobrym przygotowaniu merytorycznym
Doktorantki. Nastgpnie opisuje material biologiczny i metody wykorzystywane w czesci
doswiadczalnej wykorzystywane w badaniach m.in. macierze lektynowe, lektynobloting i
chromatografi¢ powinowactwa oraz bardzo skrotowo analize bioinformatyczna. dochodzac do
omoéwienia i dyskusji osiggnigtych wynikow, przedstawionych w publikacjach sktadajacych sie
na rozprawe doktorskg. Omowienie stanowi dobre podsumowanie realizowanych badan i
zakonczone jest oSmioma trafnie sformutowanymi wnioskami. Do rozprawy dotaczono takze
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, o§wiadczenie o wkiadzie wlasnym i oswiadczenia
wspotautoréw oraz prace stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej.

Doktorantka opisuje swoj udzial w powstanie poszczegdlnych publikacji, w tym role w
przygotowaniu koncepcji, przeprowadzaniu doswiadczen i analizie wynikow, przygotowaniu
rycin do prac eksperymentalnych oraz w redakcji manuskryptéw. O$wiadczenia wspotautoréw
szczegdlowo opisuja zakres wykonanych doswiadczen i udzial w powstaniu prac i nie budza
watpliwosci co do znaczacego wkiadu Doktorantki w powstanie prac. Przedstawienie rozprawy
w postaci zbioru publikacji oznacza, ze prezentowane wyniki zostaly juz poddane wnikliwej
krytyce recenzentow. Na uwage zashuguje, ze prace te byly juz kilkakrotnie cytowane pomimo
krotkiego czasu od ich opublikowania.

W pierwszej pracy (Biomed Res Int. 2019; 2019: 5397804), ktora jest praca przegladowa
Doktorantka wprowadza w zagadnienia bedgce przedmiotem rozprawy i przedstawia liczne
argumenty $wiadczgce o roli skladnikéw plazmy nasienia nie tylko jako biernej ochronie
gamet, ale majagcych wplyw na proces zaplodnienia. Opisala regulacyjng role glikoprotein w
procesie kapacytacji oraz w modulacji ukladu odpornosciowego. Przedstawila hipoteze
zaproponowang przez Clarka i wspolpracownikow (1996), dotyczaca oddziatywan miedzy
resztami cukrowymi, a bialkami obecnymi w meskim i zenskim uktadzie rozrodczym, ktore
moga by¢ odpowiedzialne za wytworzenie tolerancji immunologicznej podczas zaptodnienia, a
nastepnie implantacji zarodka i utrzymania ciazy.

. . s
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Praca ta $wiadczy o dobrej znajomosci tematu, prezentuje ogolng wiedzg¢ teoretyczna, obejmuje
najswiezsze cytowania prac i wprowadza czytelnikow do zlozonego zagadnienia mechanizméw
molekularnych prowadzacych do zaplodnienia, ktore sa ciagle jeszcze niedostatecznie poznane,
a wiedza o tych procesach pomoglaby wielu pacjentom borykajacym sie¢ z problemem
bezptodnosci.

Opisujac skladniki plazmy nasienia pisala Pani przede wszystkim o glikoproteinach, ale
wspominala Pani tez o prostaglandynach. Czy nie mozna wykluczy¢, ze inne lipidowe
skladniki np. glikosfingolipidy poprzez reszty cukrowe moglyby oddzialywaé z lektynami
obecnymi na komérkach ukladu odpornosciowego? Czy sa dostepne informacje dotyczace
wystepowania glikolipidéw w plazmie nasienia?

W pracy oryginalnej (Andrologia 2018, e 13018) Doktorantka zastosowala nowoczesng
metode macierzy lektynowych do analizy wzorca glikozylacji bialek obecnych w plazmie
nasienia. Praca ta powstala we wspolpracy z profesorem Blixtem z Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Kopenhaskiego. Zastosowanie szeregu specyficznych lektyn o réznej swoistosci
immobilizowanych na powierzchni stalej umozliwito szybkie profilowanie calkowitego
glikomu. Metoda ta znakomicie nadaje si¢ do poréwnywania wzgledem siebie profili glikanow
obecnych w roznych probkach biologicznych i dzigki miniaturyzacji nie wymaga duzych ilosci
odczynnikow. Materialem badawczym byla znakowana barwnikiem fluorescencyjnym plazma
nasienia 61 pacjentdow o obnizonym statusie plodnosci, zgodnie z klasyfikacja WHO
podzielonych na grupy: oligozoospermiczna, astenozoospermiczng, oligoastenozoospermiczng
i pacjentow z prawidtowymi parametrami nasienia, ktérzy nalezeli albo do grupy kontrolnej
(posiadajacej potomstwo) lub nieposiadajgcej — normozoospermicznej. Grupa kontrolna liczyta
siedmiu ptodnych mezezyzn.

Osiemnascie lektyn roznigcych si¢  specyficznoscia wzgledem monosacharydu i
rozpoznawanego epitopu, immobilizowano na fazie stalej w czterech stgzeniach i trzech
powtdrzeniach, a nastgpne nanoszono na nie znakowane fluorescencyjnie proby plazmy
nasienia i mierzono intensywno$¢ sygnatu. Etap optymalizacji mikromacierzy, polegajacy na
sprawdzeniu reaktywnosci rekombinowanych glikoprotein i glikanéw skoniugowanych z BSA
oraz testowaniu roznych stezen plazmy nasienia, zostal przedstawiony w Omdéwieniu prac.

Dla wszystkich analizowanych lektyn (oprécz ConA) srednia reaktywnos$¢ préb pochodzacych
od mezczyzn o obnizonej plodnosci byla nizsza niz w grupie kontrolnej. Najbardziej bylo to
widoczne dla lektyn specyficznych wzgledem O-glikandw i wiazgcych terminalng fukoze lub
kwas sjalowy.

Czy moglaby Pani przedstawi¢ mozliwe wyjasnienie dlaczego w reakeji z konkanawaling
A obserwowano odmienny wzorzec reaktywnoSci niz z pozostalymi lektynami tzn. wyzszy
reaktywnos¢ probek plazmy nasienia w poréwnaniu do kontroli?

W trzeciej pracy (Imt J Mol Sci. 2021, 22: 7331) Doktorantka podjg¢ta si¢ oszacowania
czestosci wystepowania glikoepitopéw galaktozowych i/lub N-acetylogalaktozaminowych,
rozpoznawanych przez lektyny VVL (Vicia Villosa) i MPL (Maclura pomifera),
reprezentujgcych odpowiednio antygen Tn oraz antygen T. Te antygeny cukrowe wystgpuja na
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skroconych O-glikanach, a ich obecnos¢ moze by¢ zwigzana zardowno z procesem
nowotworowym, jak réwniez sugeruje si¢ ich zaangazowanie w procesy immunologiczne, w
tym prowadzace do zaptodnienia. Co wazne, antygeny te nigdy wczesniej nie byly badane w
kontekscie immunomodulacji podczas zaplodnienia oraz wplywu na status plodnosci meskie;j.
Analizie poddano 103 proby plazmy nasienia: 16 prob kontrolnych oraz 87 prob pochodzacych
od pacjentéw z obnizonym statusem plodnosci, podzielonych na 4 grupy diagnostyczne.

Po rozdziale elektroforetycznym bialek zawartych w plazmie nasienia w badanych grupach
mezczyzn Doktorantka otrzymata profile reaktywnosci glikoprotein z lektynami VVL i MPL,
oznaczyta zaréwno ich catkowita reaktywnos¢ jak i gestos¢ glikoepitopdw na poszezegdinych
biatkach. Obie lektyny reagowaly z tymi samymi frakcjami glikoprotein, w przypadku lektyny
MPL widoczne byly dodatkowe pasma. Cenna obserwacjg bylo wykazanie, ze gestosé
epitopéw, nie miata takiego znaczenia jak reaktywnos¢ poszczegolnych bialek. Biatka po
wycigciu z zelu poddano analizie proteomicznej stosujgc metode LC-MS. Zeby potwierdzié
uzyskane wyniki i jednoznacznie wykaza¢, ktére biatka sg nosnikami glikoepitopéw T i Tn,
przeprowadzono chromatografi¢ powinowactwa z lektynami MPL i VVL immobilizowanymi
na zlozu agarozowym polagczonych préb plazmy nasienia 10 mezczyzn normo-
zoospermicznych. W analizie elektroforetycznej uzyskanych frakcji uzyskano 4 prazki
zawierajgce glikoproteiny o masach czasteczkowych 83 kDa, 70 kDa, 53 kDa i 15 kDa, ktore
nastepnie zidentyfikowano stosujgc analiz¢ LC-MS. Obecnos¢ semenogeliny 1 i 2,
fibronektyny, biatka indukowanego prolaktyng i laktotransferyny potwierdzono dodatkowo w
tescie immunoblotingu ze specyficznymi przeciwciatami.

Interesujgce  wyniki uzyskano przeprowadzajagc analize bioinformatyczna obecnosci
potencjalnych miejsc O-glikozylacji na resztach seryny i treoniny w szesciu glikoproteinach
wytypowanych na podstawie LC-MS. Analiza ta wykluczyla mozliwos¢ glikozylacji w biatku
indukowanym prolaktyng (PIP), w laktotransferynie znaleziono tylko kilka potencjalnych
miejsc O-glikozylacji, natomiast nie wykluczono ich zarowno na fibronektynie jak i
semenogelinie 11 2.

Przeszukiwanie bazy danych STRING umozliwilo uzyskanie informacji o znanych i
przewidywanych oddziatywaniach miedzy badanymi biatkami, zidentyfikowanymi w pasmach
SDS-PAGE oraz zawartych we frakcjach eluowanych w chromatografii powinowactwa. W obu
przypadkach powiazania funkcjonalne wystepowaly miedzy semenogemelinami, lakto-
transferyna, biatkiem indukowanym prolaktyna i poprzez cynkows glikoproteing (AZGP1) z
biatkami integrynowymi, protooonkogenng kinaza tyrozynowa Src oraz fibronektyng. Na
podstawie analizy wzbogacenia strukturalnego przewiduje si¢ udziat tych bialek w odpowiedzi
odpornosciowej, w tym wrodzonej odpornosci.

Przeprowadzona analiza miejse glikozylacji dla semenogeliny 1 wskazala znaczacy
zawarto$¢ miejsc O-glikozylacji tego bialka, co nie ma obecnie potwierdzenia w dostepnej
literaturze. Jakie eksperymenty nalezaloby wykonaé, zeby ostatecznie potwierdzié
obecnosé O-glikanow w semenogelinie 1?

Czy sjalowane antygeny T i Tn moga by¢ rozpoznawane przez receptory Siglec i jakie
mialoby to znaczenie w konteks$cie modulacji odpowiedzi odpornosciowej podczas
zaplodnienia?
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Praca jest napisana poprawnie, bez bledow stylistycznych i interpunkcyjnych. Z obowigzku
recenzenta wspomn¢ o drobnych bledach edytorskich, ktore znalazty sie w omowieniu pracy:
str 28, zle cytowanie tabel, powinno by¢ odniesienie do Tab. 2 i Tab. 3, a nie do Tab. 1 12, w
tabelach 2 i 3 powinno by¢ napisane laktotransferyna zamiast lactotransferyna, wszystkie
skroty nazw bialek podanych na Ryc. 14 powinny by¢ rozwiniete w wykazie skrotow na
poczatku pracy. Te drobne uchybienia nie wptywajg na wysokg warto$¢ merytoryczna pracy.
Podsumowujgc pragne podkresli¢, ze rozprawa doktorska jest wartoSciowym opracowaniem,
przedstawia oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i stanowi logiczny ciag kolejno
przeprowadzonych eksperymentéw. Metody stosowane w pracy sa dobrze dobrane, na
podkreslenie zashuguje zastosowanie nowej techniki macierzy lektynowych jako wynik
wspolpracy naukowej w ramach stazu doktorskiego. Doktorantka wykazata sie wiedzg
teoretyczng z zakresu prowadzonych badan oraz umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej.

Rozprawa doktorska ma tez elementy nowatorskie, gdyz po raz pierwszy zidentyfikowano
glikoproteiny plazmy nasienia prezentujace koncowe reszty N-acetylogalaktozaminy i
galaktozy, jako potencjalne ligandy dla endogennych lektyn, ktore moga uczestniczy¢ w
modulacji matczynej odpowiedzi odpornosciowej podczas zaptodnienia. Oprocz waloru
poznawczego otrzymane wyniki majg znaczenie praktyczne, gdyz wpisuja sie w poszukiwanie
biomarkeréw zwigzanych z ptodnoscia.

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Szczykutowicz uwazam,
ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera oryginalne, bardzo wartosciowe
wyniki i spelnia warunki okreslone w art. 13 (ust. 1) Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65, poz. 595 z pézn. zm.). Wnosz¢ do Rady Naukowej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Justyny Szezykutowicz do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie sktadam wniosek o wyrdznienie tej rozprawy ze wzgledu
na jej warto$¢ merytoryczna. ,
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