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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Ewy Magdaleny Janiszewskiej
pt. ,Zmiany glikozylacji klasteryny oraz ekspresji wybranych parametréw rownowagi
oksydacyjno-antyoksydacyjnej jako potencjalne biomarkery obnizonej pfodnosci
meskiej”

wykonanej pod kierunkiem

Prof. dr hab. Ewy Marii Kratz

Nieptodnos$c¢ jest narastajgcym problemem spotecznym, ktdry dotyka coraz wiekszej
liczby wspoiczesnych mezczyzn na $wiecie. Szacuje sie, ze az 50% przypadkow nieptodnosci
u mezczyzn stanowi nieplodnosc idiopatyczna, tj. bez wyjasnionej dotad przyczyny. W swietle
obecnych badan uwaza sie, ze sklad proteomiczny plazmy nasienia stanowi jeden
z kluczowych czynnikéw wplywajacych na dojrzewanie plemnikéw, jak i proces zaptodnienia.
Dotyczy to zaréwno skiladu ilosciowego, odzwierciedlonego przez m.in. zmiany stezen
poszczegolnych biatek i glikoprotein, jak i jakosciowego, manifestujgcego sie na przykiad
zmieniong ekspresjg glikanow glikoprotein. Kolejnym istotnym czynnikiem odgrywajgcym role
w procesie zaptodnienia jest stres oksydacyjny. Badania bedgce przedmiotem niniejszej
rozprawy doktorskiej dotyczg zmienionej ekspresji faricuchow N-glikozydowych klasteryny,
fi. gtéwnej glikoproteiny plazmy nasienia ludzkiego, bedacej czulym wskaznikiem stresu
oksydacyjnego. Badania te zostaly przeprowadzone w Zaktadzie Diagnostyki Laboratoryjnej na
Wydziale Farmacji, Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu. Stanowia
one kontynuacje badan prowadzonych wczesniej w tym Zakladzie pod kierunkiem Pani Prof.
Katnik-Prastowskiej dotyczgcych m. in. stopnia i profilu glikozylaciji fioronektyny, o1 kwasnej
glikoproteiny oraz innych glikoprotein uczestniczgcych w procesach zwigzanych z procesem
zaptodnienia, takich jak immunoglobuliny A oraz immunoglobuliny G. Postawiony problem
badawczy ma znaczenie nie tylko poznawcze, ale moze mie¢ réwniez swoje implikacje
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kliniczne i w przysziosci przyczynic sig do zaprojektowania nowych markeréw diagnostycznych.
Zatem podjety temat pracy doktorskiej jest w peini uzasadniony.

Tytut przediozonej do recenzji rozprawy doktorskiej ,Zmiany glikozylacji klasteryny oraz
ekspresji wybranych parametrow réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej jako potencjalne
biomarkery obnizonej ptodnosci meskiej” jest trafny i odzwierciedla jej zawartos¢. Czesc
pierwszg, o objetosci 62 strony, stanowi autoreferat, ktéry obejmuje: wykaz publikacji
stanowigcych cykl czterech tematycznie spojnych artykutdw bedacy podstawg rozprawy
doktorskiej, wprowadzenie, cel pracy, charakterystyke badanych grup pacjentéw i opis
stosowanej metodologii, opis najwazniejszych wynikow badan facznie z ich analizg
statystyczng i podsumowaniem, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz
cytowanych pozycji pismiennictwa w liczbie 38, zrodia finansowania, wykaz stosowanych
skrotow, spis rysunkoéw oraz wykaz zalgcznikéw. Drugg czes¢ rozprawy Doktorantki,
ubiegajgcej sie o stopienn doktora nauk farmaceutycznych, stanowia: artykut przeglgdowy
z 2020 roku oraz trzy publikacje oryginaine opublikowane w latach 2021-2022; wszystkie
w czasopismach z listy filadelfijskiej o zasiegu miedzynarodowym. Dorobek naukowy
Doktorantki uzupetniaja publikacje niezwigzane z rozprawg doktorskg oraz wykaz 42
abstraktéw konferencyjnych. Na uwage zasluguje fakt, ze we wszystkich publikacjach
stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej Pani mgr Ewa Magdalena Janiszewska
jest pierwszym autorem. Zaréwno z oswiadczenia Pani Prof. dr hab. Ewy Marii Kratz,
jak i oswiadczen pozostalych wspétautoréw prac skiadajgcych sie na niniejszg rozprawe
doktorskg wynika, ze Doktorantka uczestniczyla w doborze metod badawczych i ich
optymalizacji, przeprowadzita czes¢ doswiadczalng, analizowata oraz interpretowata uzyskane
wyniki oraz uczestniczyta w przygotowaniu manuskryptéw niniejszych prac. Chociaz nie zostato
to nigdzie jasno okreslone, mozna przypuszczac, ze udziat Doktorantki w powstawaniu
publikacji stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej byt wigkszy niz 60%.
Publikacje stanowigce podstawe pracy doktorskiej sg tematycznie powigzane z aktualnym
i wiasciwie dobranym pismiennictwem, zostaly wzbogacone o schematy, tabele, ryciny
i dendrogramy dobrze ilustrujgce uzyskane wyniki badan. Poprawny jezyk oraz bardzo
staranne opracowanie rycin czyni je dodatkowo przyjemne w odbiorze. Pragne podkresli¢,
ze w mojej opinii w przypadku rozprawy doktorskiej prezentowanej w formie cykiu prac, ktére
ukazaly sie w renomowanych czasopismach z listy filadelfijskiej, nalezy uwzgledni¢ fakt ich
przejscia przez rygorystyczny tryb oceny peer-review. Prace oryginalne cechuje bowiem wysoki
wspoétczynnik wplywu IF, odpowiednio Scientific Reports |F=4,997; Cells |F=7,666;
International Journal of Molecular Sciences IF=6,208. tgczny wspdtczynnik wptywu IF wynosi
28,790 a punkty MNiSW wynoszg 620.

Przedstawiona do recenzji czesé pierwsza rozprawy doktorskiej ma typowy ukiad
z podziatem na poszczegdlne rozdzialy. We wstepie Pani mgr Ewa Magdalena Janiszewska
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w przemyslany sposéb wprowadza w tematyke zagadnier bedgcych przedmiotem jej badan,
porusza m. in. zagadnienia zwigzane z etiopatogenezg meskiej nieplodnosci, strukturainag
i funkcjonaing charakterystykg klasteryny, glikozylacja bedacag czynnikiem determinujgcym
wiasciwosci funkcjonalne biatek oraz wplywem stresu oksydacyjnego na nieptodnosc
u mezczyzn. Autorka w sposob precyzyjny zdefiniowata gidwny cel pracy, jakim bytfa
identyfikacja potencjalnych markeréw diagnostycznych réznicujgcych nieptodnych mezczyzn ze
zmienionymi parametrami nasienia dotyczgcymi liczby, morfologii oraz ruchliwosci plemnikow.
Cele szczegolowe zostaly rowniez jasno okreslone i obejmowaty one: i) analize faricuchéw
N-glikozydowych klasteryny pochodzgcej zarowno z plazmy nasienia, jak i surowicy
nieptodnych mezczyzn, szczeg6lnie pod katem ich fukozylacji i sjalilacji, ii) sprawdzenie, czy
istnieje zalezno$¢ pomigedzy dwoma analizowanymi plynami biologicznymi w ekspresji
N-glikandéw oraz iii) okreslenie, czy istnieje zaleznos¢ pomiedzy stezeniem klasteryny,
ekspresja jej N-glikanow oraz wybranymi wskaznikami stresu oksydacyjnego, jak rowniez
parametrami  biochemicznymi  zwigzanymi 2z zaburzeniami réwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej.

Wigczona do jednotematycznego cyklu wchodzgcego w skiad niniejszej rozprawy
publikacja pierwsza przedstawia budowe i funkcje klasteryny w kontekscie zaburzen plodnosci
u mezczyzn. Dwa kolejne opracowania stanowig publikacje dotyczace badarn profilu
glikozylaciji, tj. odpowiednio fukozylacji i sjalilacji klasteryny obecnej w plazmach nasienia oraz
surowicach pacjentow. Ostatnia wigczona do cyklu publikacja prezentuje wyniki badan
dotyczgcych zaleznosci miedzy zaawansowanymi produktami utleniania biatek (AOPP, ang.
advanced oxidation protein product) a wybranymi parametrami biochemicznymi, takimi jak:
biatko catkowite, zelazo, kwas moczowy, magnez i wapn. Badania przeprowadzono na 132
probkach nasienia oraz na 91 probkach surowic pobranych od pacjentéw zgtaszajacych sie do
Centrum Ginekologii, Potoznictwa i Neonatologii w Opolu (zgodnie z opinig Komisji Bioetycznej
KB-549/2019 oraz KB-591/2021) oraz Kliniki Leczenia Nieptodnosci InviMed w Warszawie
(zgodnie z opinig Komisji Bioetycznej KB-765/2018, KB-103/2019 oraz KB-117/2020). Kryteria
wigczenia i wylgczenia pacjentéw do wyzej wymienionych grup zostaly precyzyjnie okreslone.
W oparciu o wyniki badania ogélnego nasienia, wykonanego zgodnie z obowigzujgcymi
standardami WHO z 2010 roku, w zaleznosci od liczby, morfologii i ruchliwosci plemnikéw,
nieptodni pacjenci zostali sklasyfikowani w nastepujgce grupy: normozoospermiczng,
teratozoospermiczng, astenoteratozoospermiczng oraz oligoastenoteratozoospermiczna.
Czynnikiem ograniczajagcym byl brak grupy normozoospermicznej zdrowych mezczyzn,
o udowodnionej ptodnosci, o czym Autorka wspomina zarowno w swoim autoreferacie,
jak i w dyskusji w prezentowanym cyklu prac.

Metody immunochemiczne, biochemiczne oraz kolorymetryczne, jak réwniez
zaawansowane narzedzia statystyczne, zastosowane przez Autorke, sg adekwatne do
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realizacji zalozonych celéw badawczych. llo$¢ oraz réznorodno$¢ wykonanych analiz
statystycznych $wiadczg o bardzo dobrym opanowaniu warsztatu badawczego przez
Doktorantke, wskazujgc na jej dojrzalos¢ naukowg oraz duzg wiedze w zakresie planowania
i przeprowadzania doswiadczen.

Wyniki przeprowadzonych badan zawarte w cykiu 4 publikacji stanowigcych podstawe
pracy doktorskiej udzielity odpowiedzi na postawione pytania badawcze, co stanowi niezbity
dowdd na to, ze Autorka w calej rozcigglosci zrealizowata zadeklarowany nie tylko gtéwny cel
badan, ale i postawione cele szczegolowe. Zwiericzeniem rozprawy doktorskiej jest
szczegodlowe omowienie i podsumowanie uzyskanych wynikdw, przeprowadzone prawidtowo,
co pozwala ocenic¢ oryginalno$¢ oraz nowatorstwo przeprowadzonych badan. Dowodem na to
sg zawarte w podsumowaniu najwazniejsze wyniki, ktére jednoznacznie wskazujg, ze:

1) Ekspresja klasteryny réznita sie miedzy badanymi grupami oraz ptynami biologicznymi,

2) Profil i stopien fukozylacji klasteryny réznit sie miedzy badanymi grupami oraz plynami
biologicznymi, co sugeruje odmienne mechanizmy prowadzace do glikozylacji glikoprotein
W surowicy i w plazmie nasienia,

3) Profil i stopien sjalilacji klasteryny roznit si¢ miedzy badanymi grupami oraz plynami
biologicznymi i byt prawdopodobnie zwigzany z zaburzeniami réwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej u nieptodnych mezczyzn,

4) Stezenie AOPP w plazmie nasienia nieptodnych mezczyzn normozoospermicznych bylo
istotnie wyzsze od tych obserwowanych w grupie astenoteratozoospermicznej oraz
oligoastenoteratozoospermicznej. Dodatkowo stezenie AOPP w grupie teratozoospermicznej
bylo réwniez istotnie wyzsze od tych obserwowanych w grupie astenoteratozoospermicznej
oraz oligoastenoteratozoospermicznej,

5) Stezenia bialka catkowitego w plazmach nasienia w grupie teratozoospermicznej byio
istotnie  nizsze w  poréwnaniu do grupy astenoteratozoospermicznej oraz
oligoastenoteratozoospermicznej,

6) Poziom zelaza w plazmach nasienia byt istotnie nizszy w grupie
oligoastenoteratozoospermicznej w porownaniu do grupy normozoospermicznej oraz
teratozoospermicznej.

Doktorantka poddaje dyskusji wyniki badan, ktérym towarzyszyta trafna interpretacja
danych. Autorka spekuluje, ze obnizona liczba plemnikéw w nasieniu moze mie¢ zwigzek ze
zmieniong ekspresjg klasteryny oraz fukozylotransferaz 3 i 4 obecnych w tym plynie
biologicznym, co odnotowano w grupie oligoastenoteratozoospermicznej w poréwnaniu do
pozostatych grup badanych pacjentéw. Ponadto zaobserwowane roznice w stezeniach
surowiczej klasteryny, ekspresji fukozy rdzeniowej, jak rowniez fukozy przytaczonej wigzaniem
a1,2 do Gal anten cukrowych N-glikanéw klasteryny moglyby stanowi¢ dodatkowy panel
markeréw roznicujgcych normozoospermicznych nieptodnych mezczyzn od pacjentéw
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z obnizong liczbg, zmieniong morfologig oraz ruchliwoscig plemnikéw. Analiza za pomoca
krzywej ROC oraz analiza skupien umozliwity zaprojektowanie panelu biomarkerow
przydatnych w réznicowaniu badanych grup nieptodnych mezczyzn. W plazmach nasienia byly
to: stezenia klasteryny, fukozylotransferazy 3 i 4 natomiast w surowicach: stezenia klasteryny,
fukozylotransferazy 4 oraz wzgledne reaktywnosci N—glikanéw klasteryny
z fukozylospecyfcznymi lektynami Ulex europaeus agglutinin (UEA) i Lens culinaris agglutinin
(LCA).

Zaproponowano rowniez panel biomarkerébw plazmy nasienia, przydatny
w roznicowaniu nieptodnych mezczyzn z grupy oligoastenoteratozoospermicznej od
pozostalych grup badanych, w sktad ktérego wchodzity: wzgledne reaktywnosci N-glikanéw
klasteryny plazmy nasienia ze sjalospecyficzng lektyng Maackia amurensis agglutinin (MAA),
wartos¢ wspotczynnika sjalilacji MAA/ Sambucus nigra agglutinin (SNA), stezenia sirtuiny 3 i 5
oraz ocena zdolnosci redukcji jonow zelaza (FRAP, ang. ferric reducing antioxidant power).
Z kolei stopien ekspresji SNA- i MAA-reaktywnego kwasu sjalowego na N-glikanach klasteryny
oraz stezenia sirtuiny 3 i FRAP w surowicy moglyby stanowi¢ dodatkowy panel parametrow,
pomocny w réznicowaniu nieptodnych pacjentéw normozoospermicznych, jak i tych, ktérych
wyniki analizy seminologicznej wykazujg nieprawidlowosci. Co wigcej, istnienie pozytywnych
korelacji miedzy stezeniami sirtuiny 3 i 5, zarbwno w plazmie nasienia, jak i w surowicy
sugerowato synergistyczne dziatanie tych enzyméw w zaburzeniach réwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej u nieptodnych mezczyzn.

Ponadto badania te nasuwaly przypuszczenie, ze obnizone stezenie zelaza w plazmach
nasienia moze odzwierciedla¢ zmniejszong zywotnos¢ plemnikoéw, podczas gdy zmniejszone
stezenie biatka catkowitego moze wplywac na ich zmieniong morfologie. Dodatkowo obecnos$é
silnej pozytywnej korelacji pomiedzy poziomem wapnia i magnezu, wapnia i zelaza oraz
magnezu i zelaza w plazmie nasienia nieplodnych mezczyzn poddawato pod rozwage fakt,
ze pierwiastki te odgrywajg wazna role w procesie dojrzewania plemnikow, a takze w reakgji
kapacytacji i reakcji akrosomalnej. Ocena przydatnosci diagnostycznej za pomocg krzywych
ROC wykazatla, ze stezenie AOPP w plazmie nasienia moze stanowi¢ parametr réznicujgcy
nieptodnych mezczyzn nalezgcych do grupy normozoospermicznej, jak réwniez
teratozoospermicznej, od tych z grupy astenoteratozoospermicznej oraz
oligoastenoteratozoospermicznej. Oprocz tego stezenia biatka catkowitego w plazmach
nasienia umozliwito  réznicowanie grupy astenoteratozoospermicznej od  grupy
teratozoospermicznej, natomiast poziom zelaza byt czynnikiem roéznicujgcym grupe
normozoospermiczng od grupy oligoastenoteratozoospermicznej. Zatem zastosowane
dedykowane analizy statystyczne pozwolily na zrealizowanie w catosci zatozonych celow,
a uzyskane w trakcie realizacji pracy doktorskiej wyniki rzucajg nowe swiatlo na aktualny stan
wiedzy na temat przyczyn i mechanizméw prowadzacych do nieptodnosci u mezczyzn.
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Rozprawa doktorska jest napisany poprawnym jezykiem, chociaz Doktorantka nie
unikneta drobnych biedéw jezykowych oraz niefortunnych sformutowan, takich jak
skoncentracja” plemnikéw (str. 19) czy skrétéw myslowych ,nieprawidlowa” liczba plemnikoéw
(str. 38, 41 i 47). Jednakze zamieszczone tutaj uwagi i watpliwosci nie majg wplywu na mojg
bardzo wysokg ocene pracy.

Podsumowujgc stwierdzam, Zze rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Magdaleny
Janiszewskiej w formie publikowanego cyklu prac objetych wspoinym tytutem ,Zmiany
glikozylacji klasteryny oraz ekspresji wybranych parametrow réwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej jako potencjalne biomarkery obnizonej pftodnosci meskief” spetnia wszystkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 roku (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 ze zm.).
W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu o dopuszczenie Pani mgr Ewy Magdaleny
Janiszewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prezentowane badania moga w przysziosci przyczyni¢ sie do lepszego poznania
molekularnych mechanizmow lezacych u podstaw obnizenia meskiego potencjatu rozrodczego.
Roéznice obserwowane w ekspresji ilub stezeniach wyzej wymienionych parametréow sugeruja,
ze zaburzenia dotyczace liczby, morfologii oraz ruchliwosci plemnikéw nie sg jedyng przyczyna
w rozwdj wiedzy na temat wpltywu zmienionego profilu glikozylacji i stresu oksydacyjnego na
nieptodno$¢ u mezczyzn oraz mozliwo$¢ praktycznego zastosowania uzyskanych wynikow
w diagnostyce klinicznej, wnioskuje jednoczesnie o jej wyroznienie.

Yool al o
Dr hab. n. med.
Maria Podbielska
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