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,Ocena O-glikozylacji glikoprotein plazmy nasienia i jej potencjalnego zwiazkil ‘fe/a,,

Recenzja rozprawy doktorskiej pt.

z meskim potencjalem rozrodczym” mgr Justyny Szczykutowicz

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Miroslawy Ferens-Sieczkowskiej, prof. UMW

W ostatnich latach nastapit ogromny wzrost przypadkow meskiej nieptodnosci, szczegdlnie w
krajach wysoko rozwinigtych. Ma to znaczny wplyw na jako$¢ zycia mezczyzny prowadzac, oprocz
braku potomstwa, nawet do zaburzefi psychicznych. Nieptodnos¢ w Polsce dotyka 1,5 miliona par, a
wedhlug statystyk u 30% - 40% par spowodowana jest czynnikiem meskim. Dlatego tez oprocz
podstawowych badan takich jak budowa, liczba czy ruchliwo$¢ plemnikéw, poszukuje si¢ nowych
markerow diagnostycznych nieptodno$ci megskiej. Szczegdlng uwage zwraca si¢ rowniez na plazme
nasienia, ktorej sktadniki odpowiedzialne sg za dojrzewanie plemnikéw, wydtuzenie czasu przetrwania
gamet w zZenskich drogach rozrodczych oraz regulacj¢ matczynej odpowiedzi immunologicznej
wzglgdem meskich gamet i rozwijajgcego si¢ zarodka. W procesie zaptodnienia duzg role przypisuje si¢
glikozylacji glikoprotein plazmy nasienia. Glikoepitopy rozpoznawane przez specyficzne lektyny moga
uczestniczy¢ w procesach immunomodulacyjnych towarzyszacych zaplonieniu. Dlatego tez podjgte
przez Doktorantke badania sg jak najbardziej aktualne i uzasadnione.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest opracowaniem trzech spojnych
tematycznie prac opublikowanych w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym o wysokim
wspotczynniku oddziatywania (tgczny IF to 10,039 co stanowi 230 pun_ktéw MNiSW). We wszystkich
pracach Doktorantka jest pierwszym autorem. Zgodnie z oswiadczeniami wspolautorow zalaczonymi
do rozprawy jej udziat w ich powstawaniu byt znaczacy i polegat na: przygotowaniu koncepcji pracy,
opracowaniu metodyki badan, wykonaniu analiz i interpretacji danych oraz ostatecznym redagowaniu
manuskryptu. Ponadto udzial w drugiej pracy obejmowalt nawigzanie wspotpracy z Uniwersytetem
Kopenhadzkim i wykonaniu tam badan podczas stazu naukowego w Laboratorium Glikobiologii
Chemicznej.

Przestana do recenzji rozprawa doktorska liczy 50 stron, w tym strong tytulowa, spis tresci,
wykaz publikacji wchodzacych w sktad doktoratu, spis stosowanych w pracy skrotow, wstep, cele pracy,
opis materialu, metodyki oraz analizy statystycznej wynikow, wyniki, dyskusje, wnioski, pismiennictwo
oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Ponadto do pracy dotaczono odbitki kserograficzne

trzech prac naukowych skladajacych sig¢ na rozprawe doktorska. Zawierajg one analize piSmiennictwa



i oceng stanu wiedzy z zakresu tematyki pacy (1 praca pogladowa) oraz wyniki przeprowadzonych
badan, ktore stanowia zasadnicza czgs$¢ rozprawy (2 prace oryginalne):
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in Immune Modulation in the Fertilization Process. Int J Mol Sci. 2021 Jul 8;22(14):7331.
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Dotgczono réwniez o$wiadczenia wspotautoréw dokumentujgcych ich indywidualny udzial w
powstawaniu powyzszych publikacji. Analiza tresci o§wiadczen potwierdza wiodacg role Doktorantki
w przygotowaniu tych publikacji, co uzasadnia uznanie tego dorobku jako osobistego wktadu w rozwoj
medycyny. Cato$¢ rozprawy doktorskiej zredagowana jest poprawnie z zachowaniem poprawnosci
formalno-jgzykowej, stylistycznej i interpunkcyjnej. Ponadto zamieszczenie wykazu skrotow
stosowanych w rozprawie znacznie watwia jej czytanie.

We wstgpie do omowienia prac skladajgcych sig na rozprawe doktorskg Autorka omowita
narastajgcy problem meskiej nieptodnosci. Zwrocita przy tym uwage na udzial reszt cukrowych
zawartych w glikoproteinach, ktore sg rozpoznawane przez uktad odporno$ciowy matki i biorg udzial
w rozwoju tolerancji immunologicznej podczas zaptodnienia i cigzy. Jest to podstawg hipotezy
fetoembrionalnej ktéra zaklada rowniez, Ze oddzialywania biatko-cukier w zefskim uktadzie
rozrodczym w okresie postkoitalnym sg podobne do mechanizméw wykorzystywanych przez patogeny
i komorki nowotworowe do uchylania si¢ od odpowiedzi ukiadu odpornosciowego gospodarza.
Zarowno patogeny, jak i przerzutowe komoérki nowotworowe prezentuja powierzchniowe antygeny
cukrowe, ktore prawie nie wystgpuja w glikoproteinach ptynéw ustrojowych zdrowych ludzi. Okazuje
si¢, z¢ podobne glikany obecne sg na powierzchni plemnikéw oraz w glikoproteinach plazmy nasienia
zdrowych, plodnych mezczyzn. Badania zwiazane z analiza wzorca glikozylacji nasienia dotycza
glownie glikoepitopodw zawierajgeych fukozg i kwas sjalowy, ktére jako ligandy dla endogennych lektyn
wystgpujgeych na komorkach odpornosciowych, uwazane sa za immunomodulujgce. Glikoepitopy te
mogg by¢ prezentowane zarowno na N-glikanach, jak i O-glikanach.

W dalszej czesci wstepu Doktorantka pokrotce omowita metody standardowe zastosowane w
swojej pracy. Szczegolng uwage zwrocita na zoptymalizowanie i dostosowanie do glikoprofilowania
glikoprotein plazmy nasienia, nowej, wysokowydajnej techniki mikromacierzy lektynowych, ktéra
wykorzystuje bezpodrednig interakcj¢ wielu prob z panelem lektyn o roznej specyficzno$ci
rownoczes$nie. Poprzez miniaturyzacje calego ukfadu metoda pozwala na analizy przy uzyciu

niewielkich ilo$ci odczynnikéw, jest szybka i nie wymaga izolacji glikanéw ani fragmentacji biatka.

2



Dzigki temu analizowane glikoproteiny zachowuja swoja nienaruszong, naturalng konformacje, obfitosé
1 natywne rozmieszczenie przestrzenne glikoepitopdw na swojej powierzchni, co z kolei ma znaczenie
dla ich dostgpnosci dla naturalnych ligandow in vive. Metoda moze by¢ zatem przydatna w ocenie
interakcji zachodzagcych w ustroju i stosowana jest przede wszystkim w przypadku znacznie
trudniejszych do analizy O-glikanow.

W celach pracy Doktorantka przedstawita cele kazdej z trzech prac sktadajgcych sig na rozprawe
doktorska. Gtownym celem rozprawy doktorskiej byta analiza O-glikomu glikoprotein plazmy nasienia
i ocena potencjalnych zmian profilu O-glikozylacyjnego u mezczyzn o obnizonym potencjale
reprodukcyjnym.

Celem pracy nr 1 stanowigcej czg8¢ teoretyczng rozprawy doktorskiej byta analiza i
przedstawienie danych na temat udziatu sktadnikéw plazmy nasienia w procesie zaptodnienia.

Celem pracy nr 2 byto zaprojektowanie i dostosowanie do analiz mikromacierzy zawierajacej
panel lektyn o roznej specyficznoscei, w tym lektyny rozpoznajace O-glikany i wst¢pna analiza, ktéra
stata si¢ punktem wyjscia do podjgcia dalszych, bardziej wnikliwych badan nad O-glikozylacjg biatek
plazmy nasienia.

Celem pracy nr 3 byla analiza O-glikanéw typu mucynowego, w tym ich niekompletnych form
— antygenoéw T i Tn, rozpoznawanych kolejno przez lektynge MPL i VVL
Szczegotowe cele pracy doktorskiej zostaty sformutowane nastepujgco:

1. Wstepna ocena profilu glikozylacji glikoprotein w probach plazmy nasienia me¢zezyzn o réznym
potencjale rozrodczym, przy wykorzystaniu zoptymalizowanej do tego celu metody opartej na
technologii mikromacierzy lektynowych.

2. Ocena wystgpowania nickompletnych O-glikanéw typu mucynowego — antygenéow T/Tn w
poszczegolnych frakcjach préb plazmy nasienia, pochodzacych od mezezyzn o réznym statusie
plodnosci.

3. Izolacja i identyfikacja biatek plazmy nasienia bgdgcych nosnikami glikoepitopow
prezentujgcych terminalng galaktozg lub GalNAc, w tym antygenu T i Tn.

4. Wstgpne wytypowanie glikoprotein wykazujacych réznice w prezentacji antygenéw T/Tn w
grupie me¢zczyzn o obnizonym potencjale reprodukcyjnym wzgledem grupy mezczyzn o
potwierdzonym ojcostwie.

5. Ocena potencjatu O-glikozylacyjnego wytypowanych biatek oraz identyfikacja ich partnerow
funkcjonalnych i sieci interakcji przy wykorzystaniu technik bioinformatycznych.

Materialy 1| metody, a takze charakterystyka kliniczna pacjentow zostaly opisane w sposdb
wyczerpujgcy. Materialem klinicznym wykorzystanym do badan byta plazma nasienia 139 pacjentow
w wieku 22-56 lat, zyjgcy w parach bezdzietnych. Na podstawie standardowego badania nasienia,
zgodnie z wytycznymi WHO, wyodrgbniono 4 grupy pacjentéw: normozoospermiczng, (grupa
kontrolna), oligozoospermiczng (liczba plemnikéow <I5 mln/ml), astenozoospermiczng (obnizona

ruchliwos¢ plemnikow) i oligoastenozoospermiczng (liczba plemnikéw <15min/ml i obnizona
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ruchliwo$¢ plemnikéw). Grupg kontrolng stanowito 23 ochotnikéw z potwierdzonym ojcostwem. W
celu dokonania wstgpnego porownania profilu glikozylacyjnego glikoprotein w probach plazmy
nasienia pochodzacych od mgzczyzn plodnych i nieptodnych skonstruowano mikromacierz zawierajaca
18 lektyn o roznej specyficznosci, w tym 6 charakterystycznych dla O-glikozylacji.

Wiyniki zostaly przedstawione w sposob przejrzysty i usystematyzowany i ujete sg we
whnioskach.

W dyskusji do publikacji Doktorantka omoéwita wyniki pracy w kontek$cie aktualnego
pismiennictwa $wiatowego, obejmujgcego w wigkszosei ostatnie 13 lat. Doktorantka wykazata sig
doskonalg znajomoscia tematu a sposob prowadzenia dyskusji jest przejrzysty i w pelni odzwierciedla
najwazniejsze obserwacje z przeprowadzonych badan. Potwierdza to rzetelno$¢ naukows oraz
doskonala orientacj¢ Autorki w zakresie aktualnie powadzonych badan klinicznych dotyczacych
zagadnien bedgcych podstawg rozprawy doktorskicj.

W oparciu o uzyskane w swojej pracy wyniki Doktorantka, w podsumowaniu dyskusji,
wysnuwa pewne sugestie, ktére mozna by wykorzystaé w przysziosci w tego typu badaniach.
Glikoprofilowanie nalezaloby poszerzy¢ o badania przeprowadzone na konkretnych biatkach.
Natomiast zoptymalizowana w ramach pracy metoda analiz przy wykorzystaniu mikromacierzy moze
by¢ przydatnym narzedziem wykorzystanym w tym celu, zwtaszcza w kontekscie O-glikozylacji, ktorej
analiza, pomimo intensywnego w ostatnim czasie rozwoju technik glikobiologicznych, wcigz stanowi
wyzwanie. RoOwniez analiza interakcji wytypowanych skladnikow nasienia z MGL wymaga
kontynuacji, gdyz lektyna ta cho¢ budzi duze zainteresowanie w ostatnich latach, jednak nigdy nie
badano jej interaktomu w kontek$cie procesu zaptodnienia.

Roznice w reaktywnosci poszczegOlnych frakeji prob z lektynami migdzy grupami
diagnostycznymi pacjentow wykazane w pracy moga wskazywac na udziat analizowanych epitopéw w
procesach prowadzacych do skutecznego zaplodnienia, a wigc moga stanowi¢ potencjalne
immunologiczne biomarkery meskiej nieptodnosei.

W oméwieniu prac skladajgcych si¢ na rozprawe doktorska Autorka sformulowata osiem
wnioskow, ktore w pelni odpowiadajg na pytania postawione w celach pracy.

Reasumujac stwierdzam, ze cele pracy doktorskiej zostaly przez Doktorantke jasno
sformutowane. W publikacjach sktadajgcych si¢ na rozprawe doktorskg przeprowadzono w sposob
wiasciwy analizg literatury §wiatowej oraz aktualnego stanu wiedzy, co §wiadczy o doskonatej wiedzy
i doswiadczeniu naukowym. Whnioski z pracy oraz przegladu zrodet naukowych sformutowano w
sposab jasny i przekonywujgcy. Autorka w sposob wlasciwy uzasadnita przyjete cele, rozwigzala
postawione zagadnienia i uzyta do tego adekwatnie dobranej metody badawczej. Wykazala si¢ takze
umiejetnoscig poprawnego i przekonywujacego przedstawienia uzyskanych przez siebie wynikow.
Ponadto rozprawa zostata napisana w oparciu o publikacje zamieszczone w czasopismach o wysokim

wspotczynniku oddziatywania w ktorych Doktorantka jest pierwszym autorem, dlatego tez oceniam ja



bardzo wysoko. Przedstawiona praca w petni odpowiada kryteriom stawianym przed kandydatami do
stopnia doktora.

,.-Rozprawa doktorska spetnia 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 pozn. zm.)”.

W zwigzku z tym mam zaszczyt zwrdcic sig¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu z wnioskiem o dopuszczenie mgr Justny
Szczykutowicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na jakos¢ uzyskanych wynikéw oraz opublikowanie ich w wysoko punktowanych
czasopismach naukowych zwracam si¢ do Wysokiej Rady z wnioskiem o wyr6znienie przedstawionej

mi do recenzji rozprawy doktorskie;j.
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