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Ocena rozprawy doktorskiej magister Ewy Magdaleny Janiszewskiej
pt.: ,Zmiany glikozylacji klasteryny oraz ekspresji wybranych parametréw
réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnych jako potencjale biomarkery
obnizonej ptodnosci meskiej”
wykonanej w Katedrze Diagnostyki Laboratoryjnej i Zaktadzie Diagnostyki
Klinicznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu,
promotor: dr hab. Ewa Maria Kratz, profesor Uczelni.

Przedlozona do recenzji praca doktorska jest zbiorem czterech tematycznie
spojnych publikacji, w tym jednej przegladowej i trzech oryginalnych, opublikowanych
w recenzowanych czasopismach naukowych m.in. International Journal of Molecular
Sciences i Cells, o wysokim IF wynoszgcym 21.480 i 520 punktach MNiSW.
Czasopisma te stosujg wnikliwy system oceny peer review, w ktérym uczestniczg
migdzynarodowi niezalezni eksperci, w zwigzku z tym recenzent niniejszej rozprawy
doktorskiej jest de facto kolejnym recenzentem prac uprzednio pozytywnie
ocenionych. Nalezy podkreslic, ze prace powstaty w krotkim okresie, w latach
2020-2022. Ponadto we wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem o
istotnym udziale, co potwierdzajg oswiadczenia wspotautoréw. Warto wspomnieé, ze
publikacje te sg juz cytowane, co jest duzym osiggnigciem i potwierdza duzg wage
kliniczng zaréwno poruszanych tematow jak i samych publikaciji.

Temat podjety przez Doktorantke dotyczacy problemu bezptodnosci uwazam
za bardzo aktualny i wazny z punktu widzenia klinicznego i spotecznego. Problem
bezptodnosci dotyczy coraz wiekszego odsetka par i wg najnowszych danych WHO,
staje sie istotnym problemem wspoéiczesnego $wiata. Standardowe badania
oceniajgce ptodno$¢ meska, badanie seminologiczne nie wykazujg odchylen od
normy nawet u 50% nieptodnych mezczyzn. Poszukiwanie nowych przyczyn i
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mechanizméw prowadzgcych do bezptodnosci a takze potencjalnych biomarkerow
wskazujgcych na bezptodnos¢ lub obnizenie potencjatu reprodukcyjnego mezczyzn
jest jak najbardziej uzasadnionym tematem badawczym. Jak podaje doktorantka
wspolnym mianownikiem wielu przyczyn nieptodnosci jest stres oksydacyjny,
definiowany jako =zaburzenie réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej w
organizmie. Gtébwnym materiatem biologicznym, w ktérym Doktorantka
przeprowadzata swoje badania, oprocz surowicy, byta plazma nasienia. Jak dotad
nie prowadzono analizy profilu i stopnia fukozylacji oraz sjalizacji klasteryny i oceny
zdolnosci redukcji jonéw zelaza (FRAP) w tym materiale, co podkresla dodatkowo
nowatorskie i oryginalne walory przeprowadzonych badan.

Rozprawa doktorska mgr Ewy Magdaleny Janiszewskiej liczy 62 strony. W
mojej ocenie, ukiad pracy jest przejrzysty i zgodny z wymaganiami stawianymi
rozprawom doktorskim. Napisana jest poprawnym jezykiem, wysoko oceniam
rozprawe pod wzgledem redakcyjnym. Dysertacjg rozpoczyna przejrzysty spis tresci i
wykaz publikacji wchodzgcych w skiad rozprawy doktorskiej. Wiasciwg tresc
rozprawy rozpoczyna zwiezty wstep teoretyczny, ktéry syntetycznie i kompleksowo
przedstawia zagadnienia bedace tematem rozprawy. Doktorantka przedstawia
problem nieptodnosci meskiej, jej przyczyny i najnowsze - z 2021 r. rekomendacje
WHO dotyczace badania nasienia u mezczyzn. Nastepnie przedstawia budowg i
funkcje jednej z gtéwnych glikoprotein plazmy nasienia — klasteryny, ktéra byta
przedmiotem badania oraz opisuje badane procesy: glikozylacji, ktéra jako jeden z
gtéwnych proceséw potranslacyjnych determinuje wtasciwosci i funkcje biatek oraz
stres oksydacyjny i jego wplyw na meska ptodno$é. Informacje zawarte we wstgpie w
sposéb wyczerpujgcy wprowadzajg do podjetych badan, sg tez niezbgdne dla
zrozumienia hipotezy i zasadnosci prowadzonych badan.

Gtéwnym celem rozprawy doktorskiej Pani Ewy Magdaleny Janiszewskiej byta
odpowiedZz na pytanie czy plazma nasienia moze by¢ cennym materiatem
biologicznym, w ktérym mozna badaé nowe biomarkery ptodnosci meskiej oraz czy
takim biomarkerem moze byé wystepujgca w plazmie nasienia klasteryna a takze czy
istnieje zalezno$¢ pomiedzy surowicg a plazma nasienia jako materiatami
biologicznymi, w ktérych oceniano ekspresje fukozy oraz kwasu sjalowego (struktur
cukrowych klasteryny) jako markeréw potencjalnych stresu oksydacyjnego. W
nastepnej kolejnosci Doktorantka przedstawia cele szczegétowe poszczegdlnych
publikacji oryginalnych. W mojej ocenie cele badawcze jakie postawita sobie
Doktorantka sg sformutowane poprawnie, a sam pomyst dotyczacy analizy plazmy
nasienia jako materiatu uzytecznego diagnostycznie uwazam za interesujacy i istotny
z punktu widzenia klinicznego i praktycznego. Z obowigzku Recenzenta
sugerowatabym wyodrebnienie celéw w punktach, co utatwitoby w dalszej czesci
pracy wyciggniecie konkretnych wnioskow.

W kolejnym rozdziale ,Materialy i metody zastosowane w badaniach”
Doktorantka przedstawia materiat badany, grupy badane, metodyke badawczg oraz
analize statystyczna opisujgac je szczegtowo, oddzielnie dla kazdego z artykutow
oryginalnych. Materiatem badanym byly: 132 plazmy nasienia i 91 surowic
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pochodzgce od nieptodnych mezczyzn w wieku 29-44 lata. Brakowato mi informacji o
dokladnej liczbie pacjentow i czy od tych samych pochodzita plazma nasienia i
surowice. Grupe badang stanowili jedynie nieptodni mezczyzni, ktérych podzielono
na 4 podgrupy w oparciu o badanie ogoélne nasienia zgodnie ze standardami WHO.
W tym miejscu nasunety mi sie pytania: Czy nie nalezatoby poszerzy¢ grupy badanej
o mezczyzn ptodnych? Czy byty jakie$ kryteria wylgczenia z grupy badanej?
Zastosowane metody badawcze i testy statystyczne sg poprawne i nie budzg moich
zastrzezen. Jako metody badawcze przede wszystkim zastosowata rézne
modyfikacje testow immunoenzymatycznych (ELISA), ktére zostaty one szczegdtowo
opisane w artykutach oryginalnych.

W rozdziale ,Wyniki” Doktorantka przedstawita najwazniejsze wyniki badan
opisane w poszczegolnych publikacjach oryginalnych. Wyniki badan mgr Ewy
Magdaleny Janiszewskiej mozna nazwac pionierskimi. W pierwszej publikagji
oryginalnej po raz pierwszy w literaturze wykazata, Zze stezenie klasteryny w
plazmach  nasienia  bylo istotnie  statystycznie  wyzsze w  grupie
oligoastenoteratozoospermicznej (OAT) w poréwnaniu z pozostatymi grupami
badanymi a w suowicy istotnie statystycznie nizsze w grupie normozoospermicznej
(N) w poréwnaniu z pozostatymi grupami. Poszczegdlne grupy pacjentdéw réznity sie
takze m.in. stgzeniem enzymu FUT3 i FUT4 w plazmach nasienia, wzgledng
reaktywnoscig glikanéw klasteryny, zas analiza korelacji wykazata ujemng zalezno$é
pomigdzy stezeniem klasteryny plazmy nasienia a catkowitg liczbg plemnikéw i
odsetkiem plemnikéw poruszajgcych sie ruchem postepowym. Analiza ROC
wykazata takze, ze stezenie klasteryny, FUT3 i FUT4 w plazmie nasienia mogg by¢
pomocne w réznicowaniu nieptodnych grup pacjentéw. Doktorantka zaproponowata
takze dwa panele biomarkerow, ktére moga mieé¢ potencjalne znaczenie w
diagnostyce nieptodnosci. Na uznanie zastugujg publikacje nr 3 i 4 opublikowane
odpowiednio w International Journal of Molecular Sciences i w Cells, ktore cechujg
sie duzym wspotczynnikiem oddziatywania i wysokg renomg. Kompleksowe badania,
ktore Doktorantka przeprowadzita w pierwszej pracy dotyczyty m.in. oceny stezenia
SIRT3 i SIRTS zaréwno w plazmach nasienia jak i surowicy w poszczegdlnych
grupach niepfodnych mezczyzn. Ocena catkowitej zdolno$ci antyoksydacyjnej
wykazata, ze jedynie stezenie FRAP w surowicy bylo istotnie wyzsze u pacjentéw
normozoospermicznych ~w  poréwnaniu do  astenoteratozoospermicznych.
Doktorantka wykazata takze, ze wzgledna aktywno$é glikanow CLU z MAA,
wspotczynnik sjalilacji, stezenie SIRT3 i SIRT5 mogg by¢ dodatkowymi markerami
réznicujgcymi pacjentéw z nieprawidlowosciami dotyczacymi plemnikéw od
nieptodnych mezczyzn z normozoospermia. Analiza krzywych ROC wykazata takze,
ze SIRT3 jako jedyny parametr oznaczany w plazmie nasienia charakteryzuje sie
obiecujacg wielkoscig pola pod krzywg AUC, tym samym wskazuje na jego
potencjalng moc diagnostyczng. Zaproponowata takze dwa panele biomarkerow —
wzgledna reaktywnosc¢ glikanu CLU z MAA, wspotczynnik sjalilacii, stezenia SIRT3 i
5 (oznaczane w plazmie nasienia) oraz oznaczane w surowicy - wzgledna
reaktywnos$¢ glikanu CLU z MAA, stezenie SIRT3 oraz FRAP, o mozliwym znaczeniu

3



w diagnostyce nieptodnosci meskiej. W ostatniej z prac oryginalnych Doktorantka
zajeta sie oceng zaleznosci miedzy zaawansowanymi produktami utleniania biatek
(AOPP) a wybranymi parametrami biochemicznymi zwigzanymi ze statusem
oksydacyjno-redukcyjnym w plazmach nasienia nieptodnych mezczyzn. Stezenie
AOPP w plazmach nasienia byto wyzsze w grupie pacjentéw N oraz T w poréwnaniu
z pozostatymi grupami. Natomiast stezenie biatka catkowitego w grupie T byto
istotnie nizsze w poréwnaniu do AT i AOT, a stezenie zelaza w plazmach nasienia
wyzsze niz w grupie OAT. AOPP moze by¢ parametrem réznicujgcym miedzy grupg,
T a AT oraz OAT.

W rozdziale ,Podsumowanie” Doktorantka dokonuje syntetycznej reasumpciji
wynikdw badan wiasnych. W kazdej z prac wigczonych do cyklu publikagji
doktorantka w sposdb umiejetny i wnikliwy omowita uzyskane wyniki, jednoczes$nie
potrafita poddac je krytycznej analizie w kontekscie danych publikowanych przez
innych badaczy. Swiadczy to o duzej dojrzatosci naukowej Doktorantki oraz wskazuje
na profesjonalny nadzér nad badaniami na wszystkich etapach jej powstawania
przez Panig Promotor Prof. Ewe Kratz. Swoje obserwacje podsumowuje dwiema
bardzo ciekawymi rycinami, ktére prezentujg zawitosci uzyskanych wynikow badan.
Przedstawia na nich zaleznosci miedzy sjalizacjg a wybranymi parametrami stresu
oksydacyjnego (Ryc. 1) oraz miedzy stezeniami zaawansowanych produktow
oksydacji biatek (AOPP) oraz stezeniem biatka catkowitego w plazmach nasienia a
wybranymi parametrami standardowej analizy nasienia (Ryc. 2). Niezwykle cennym
stwierdzeniem jest, ze plazma nasienia, ktéra dotad nie znalazta zastosowania w
diagnostyce rutynowej, moze stanowi¢ cenne zrédto dodatkowych biomarkerow o
potencjalnym znaczeniu diagnostycznym. Wyniki badan uzyskanych przez mgr Ewe
Janiszewskg przedstawiajg nowe mechanizmy, ktére mogg odpowiada¢ za
wystepowanie nieptodnosci meskiej idiopatycznej. Po raz pierwszy dokonata analizy
profilu i stopnia fukozylacji oraz sjalilacji CLU oraz zdolnosci redukcji jonow zelaza
(FRAP) zaréwno w plazmach nasienia jak i surowicy. Zaproponowata nowe panele
parametréw, ktére moga stanowi¢ dodatkowe badania w roznicowaniu grup
nieptodnych mezczyzn. Tak wiec oprécz niewatpliwych waloréw poznawczych
rozprawa doktorska charakteryzuje sie takze wartosciami praktycznymi, ktére w
chwili obecnej sg jeszcze trudne do oszacowania, ale bardzo obiecujgce. W tym
miejscu jako recenzent ponownie zachecam do pogtebienia badan i poszerzenia
grupy badanej o mezczyzn ptodnych, na co, ku mojej radosci, takze wskazuje
Doktorantka. Metody jakich uzyta do swoich badan (np. ELISA), sg ogdlnie dostepne
i uzywane takze w diagnostyce rutynowej mogtyby by¢ wigc cennym uzupetnieniem,
albo wrecz pomdc w wyjasnieniu przyczyny nieptodnosci u mezczyzn, ktére mogtyby
w przysziosci sta¢ sie potencjalnymi celami terapeutycznymi.

Na koniec Doktorantka sposréod wielu wnioskéw wynikajgcych z
poszczegolnych badan formutuje trzy ,Wnioski koncowe”, stanowigce wg Autorki clue
Jej badan. Wnioski logicznie wynikajg z uzyskanych wynikow badan. Interesujace sg
takze pytania jakie nasunely sie Doktorantce w toku prowadzonych badan w
kontekscie bariery krew — jgdro i mogg by¢ przedmiotem badan w przysztosci. Praca
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wnosi istotne informacje m.in. na mato znany temat glikozylacji klasteryny, ktora
wystepuje w plazmie nasienia i surowicy mezczyzn z nieprawidtowosciami w budowie
i ruchliwosci plemnikéw, wskazujac iz to wtasnie klasteryna oraz FUT3 i FUT4 mogg
mie¢ zwigzek z zaburzong liczbg plemnikoéw w nasieniu.

Dysertacje konczy Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis literatury
liczacy 38 pozycji anglojezycznych oraz wykaz skrotow, spis rysunkéw i zatgczniki.
Literatura zostata poprawnie zacytowana we wstepie dysertacji. Zatgczniki 1-4
stanowig kopie artykutow: jednego przegladowego i trzech oryginalnych. Doktorantka
przedstawita tez Zzrédta finansowania prac wchodzgcych w skfad dysertacii.
Publikacje byty realizowane w ramach subwencji Katedry Diagnostyki Laboratoryjne;j
oraz dzieki finansom pochodzgcym z Funduszu MNiISW oraz w ramach realizaciji
projektu dla ,Mtodych Naukowcéw” Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, co
wskazuje na Jej umiejetnosci pozyskiwania funduszy na badania. Zatgcznik nr 5
przedstawia catkowity dorobek mgr Ewy Magdaleny Janiszewskiej przygotowany
przez Biblioteke Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. taczny IF publikacji, w
ktérych jest autorem lub wspétautorem wynosi 28.790 i 666,00 punktéw MNISW,
Doktorantka jest takze autorem 11 i wspotautorem 13 streszczen krajowych.
Zalgcznik 6 stanowig oswiadczenia wspoétautorow publikacji wechodzgcych w sktad
cyklu. Wszyscy wspétautorzy wyrazili zgode na dotgczenie poszczegdlnych publikaci
do cyklu stanowigcego podstawe rozprawy doktorskiej mgr Ewy Janiszewskiej. Co
prawda brak jest udziatu procentowego Doktorantki w poszczegoélnych publikacjach,
ale oceniajgc po wkladzie pozostatych wspotautoréw jest on znaczacy.

W podsumowaniu pragne stwierdzi¢, ze przedstawiony do oceny cykl
publikacji spetnia wszystkie wymogi, jakie stawiane sg tego rodzaju osiggnieciem
naukowym. Wysoko oceniam wielowagtkowe i kompleksowe podejscie do podjetego
problemu badawczego, ktére pozwolito na wskazanie kilku istotnych danych oraz
wskazanie kierunkéw dalszych badan. Nadestang do oceny prace oceniam bardzo
wysoko, Swiadczy o bardzo dobrym warsztacie naukowym Doktorantki i posiadaniu
przez nig duzej wiedzy w podjetym temacie, potwierdzajgc tym samym umiejetno$é
samodzielnego projektowania i prowadzenia badan naukowych.

W mojej opinii przedstawiona do oceny rozprawa pt.: ,Zmiany glikozylacji
klasteryny oraz ekspresji wybranych parametrow rownowagi
oksydacyjno-antyoksydacyjnych jako potencjale biomarkery obnizonej ptodnosci
meskiej” spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w
art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2018 r. poz. 1668 z pdézn. zm.) i w zwigzku z powyzszym zwracam sie do
Wysokiego Senatu Uniwersytetu im. Piastow Slaskich we Wroctawiu z wnioskiem o
dopuszczenie Pani mgr Ewy Magdaleny Janiszewskiej o dopuszczenie do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.



Jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie przedstawionej mi do oceny rozprawy
doktorskie;.
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