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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Ewy Janiszewskiej pt.:” Zmiany glikozylacji
klasteryny oraz ekspresji wybranych parametréw réwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej jako potencjalne biomarkery obnizonej plodno$ci meskiej ”
przedstawionej do obrony na Uniwersytecie Medycznym im. Piastow Slaskich we

Wroclawiu

1. Ocena formalna

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska jest oprawionym dokumentem zawierajgcym
kopie 4 wspolautorskich artykuldw w tym jednego przegladowego i 3 oryginalnych, bedacych
podstawg rozprawy, opatrzonych autorskim komentarzem i zawierajgcym o$wiadczenia
wspétautorow prac oryginalnych oraz  podsumowanie dorobku doktorantki. Analiza
oswiadczen wspotautoréw wskazuje na kluczowy udziat doktorantki w realizacji technicznej i
merytorycznej czesci badan. Praca zostata wykonana w Katedrze Diagnostyki Laboratoryjnej
w Zakladzie Diagnostyki Laboratoryjnej, Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu pod kierunkiem Pani dr hab. Ewy Marii Kratz. Artykuly
stanowigce podstawe pracy w tym:

1. Janiszewska E, Kratz EM. Could the glycosylation analysis of seminal plasma
clusterin become a novel male infertility biomarker? Mol Reprod Dev. 2020
May;87(5):515-524. doi: 10.1002/mrd.23340. Epub 2020 Mar 28. PMID:
32222009.

2. Janiszewska E, Kokot I, Gilowska I, Faundez R, Kratz EM. The possible association
of clusterin fucosylation changes with male fertility disorders. Sci Rep. 2021 Aug
2;11(1):15674. doi: 10.1038/s41598-021-95288-w. PMID: 34341430; PMCID:
PM(C8329075.

3. Janiszewska E, Kokot I, Kmieciak A, Stelmasiak Z, Gilowska I, Faundez R, Kratz
EM. The Association between Clusterin Sialylation Degree and Levels of
Oxidative-Antioxidant Balance Markers in Seminal Plasmas and Blood Sera of
Male Partners with Abnormal Sperm Parameters. Int J Mol Sci. 2022 Sep
13;23(18):10598. doi: 10.3390/ijms231810598. PMID: 36142505;

4. Janiszewska E, Kokot I, Kmieciak A, Gilowska I, Faundez R, Kratz EM. Are There
Associations between Seminal Plasma Advanced Oxidation Protein Products and
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Selected Redox-Associated Biochemical Parameters in Infertile Male Patients? A
Preliminary Report. Cells. 2022 Nov 18;11(22):3667. doi: 10.3390/cells11223667.
PMID: 36429095;

zostaly opublikowane w czasopismach 2z listy JCR o wysokich wskaznikach
bibliometrycznych. Pani mgr Magdalen Janiszewska jest pierwszg autorkg we wszystkich
pracach. Edytorskie przygotowanie rozprawy doktorskiej jest bardzo staranne i zastuguje na
wyrdznienie.

2. Ocena osiggni¢cia naukowego

Nieptodno$¢é u mezczyzn stanowi kliniczny i spoteczny problem .Uwaza sie, ze dotyka ona od
2,5 — 12% populacji mezczyzn a wsrdd par nieptodnych jest stwierdzana w 50%.Zmieniajace
si¢ wraz z latami zalecane przez WHO normy oceny nasienia jasno wskazuja obnizenie
wartosci wskaznikdw uznawanych za prawidlowe, co z jednej strony wskazuje na globalne
tendencje zmniejszonej ptodnosci z drugiej za$ mogg swiadczy¢ o procesach adaptacyjnych do
najprawdopodobniej zmieniajgcych sie¢ warunkéw sSrodowiskowych. Jednoczesnie techniki
rozrodu wspomaganego pozwolity zwigkszy¢ prawdopodobienstwo posiadania genetycznych
dzieci u par o obnizonej ptodnosci w tym u tych, u ktérych czynnik meski jest dominujgcy. W
ustalaniu przyczyn nieptodno$ci u mezezyzn podstawowe badanie nasienia pozostaje ztotym
standardem. Badanie to koncentruje si¢ przede wszystkim na ocenie liczby, morfologii i ruchu
plemnikow.

Niedocenionym jednak zrédlem informacji o $rodowisku plemnikéw pozostaje plazma
nasienia. Jest to plyn ustrojowy bogaty w biatka szczegélnie glikoproteiny, hormony, jony
metali, enzymy, prostaglandyny, kwasy nukleinowe i inne substancje, ktéry podczas
naturalnego aktu zaplodnienia pelni role wspomagajacg utatwiajgc ruch plemnikéw, chronige
ich zywotno$¢ w tym poprzez procesy interakcji z komdérkami nablonka btony Sluzowej
narzadu rozrodczego, chroni przed przedwczesng kapacytacjg plemnikow, pelni role
immunomodulujgcg i stanowi ochrong plemnikéw przed stresem oksydacyjnym .

Jednak jak wskazuja wyniki zabiegdw sztucznej inseminacji i zaptodnienia pozaustrojowego
plazma nasienia nie jest niezbedna do prawidtowego taczenia si¢ plemnikdéw z komorka jajowa.
Z drugiej strony, niektdre doniesienia jednoznacznie wskazujg, ze jej obecno$¢ w drogach
rodnych kobiety ulatwia implantacj¢ i wezesny rozwoj zarodkow.

Dlatego nadal pozostajg aktualne i wazne badania nad udziatem sktadnikow plazmy nasienia w
utrzymaniu prawidtowej funkcji plemnikéw. Badania podjete przez pania mgr Ewe
Janiszewska nad klasteryng- glikoproteing obficie wystepujacg w plazmie nasienia i nad jej a
takze innych bialek potencjalem anty- oksydacyjnym wpisujg si¢ w nurt wspotczesnej
seminologii.

Klasteryna jest biatkiem o wielu wlasciwosciach i funkcjach, dzieki ktérym biatko to z jednej
strony moze bra¢ udziat w ochronie komoérek uktadu rozrodczego w tym plemnikéw przed
uszkodzeniem z drugiej za$ strony dysfunkcje lub zmienny fenotyp tego biatka mogg by¢



przyczyng patologii nasienia i / lub innych komoérek biorgcych udzial w dojrzewaniu
plemnikow .

Sposréd wielu potencjalnych oddziatywan klasteryny z komorkami autorka dysertacji
postanowita zbada¢ zwigzek pomiedzy wystepowaniem Kklasteryny, stopniem i rodzajem
glikozylacji 1 jej udzialem w utrzymaniu potencjatu anty-oksydacyjnego w nasieniu
charakteryzujagcym si¢ réznym rodzajem patologii plemnikow.

Praca przegladowa rozpoczynajaca cykl prac bedacych przedmiotem dysertacji jest waznym
wprowadzeniem do do$wiadczalnej czesci pracy i jednoznacznie wskazuje na usytuowanie
przeprowadzonych eksperymentéw w obszarze badawczym zespotu o uznanej renomie i w
pelni uksztalttowanym warsztacie. Jednoczesnie wskazuje na bardzo dobre przygotowanie
doktorantki do prowadzonych badan co jest widoczne w tej pracy ale rowniez w dyskusji
kazdego oryginalnego artykutu.

Autorka dysertacji podjela si¢ bardzo trudnego zadania za wzgledu na wielofunkcyjno$é
klasteryny i jej ubikwitarnos$¢. To powoduje, ze uchwycenie prostych zaleznosci np. pomigdzy
stezeniem i oceng seminologiczng nasienia moze nie dawac jednoznacznych interpretacji.
Wskazujg na to wyniki uzyskane w pierwszej pracy oryginalnej dotyczace zalezno$ci
pomiedzy stezeniem klasteryny w plazmie nasienia i surowicy krwi pacjentow
charakteryzujacych si¢ nasieniem o zréznicowanej ocenie seminologicznej.

Dlatego stusznie podjeto badania nad stopniem i rodzajem glikozylacji klasteryny w
okreslonych typach patologii nasienia zawgzajac w ten sposob zakres potencjalnych
oddzialywan. Badano stopien fukozylacji i sialilacji klasteryny w plazmie nasienia i w
surowicy krwi a takze st¢zenie niektérych enzymoéw, stezenie zelaza i pojemnosé
antyoksydacyjng na podstawie oceny wartosci TAS i FRAP.

Okazalo si¢ jednak, ze tylko fukozylacja surowiczej klasteryny jest istotnie zroznicowana w
zalezno$ci od oceny seminologicznej natomiast nie rézni si¢ w probkach plazmy nasienia.
Zmiany w stopniu i charakterze glikozylacji surowiczej klasteryny u pacjentéw ze
zmienionymi parametrami nasienia moga wskazywacé, jak sugeruje autorka, ogélnoustrojowe
przyczyny nieplodnosci mezezyzn, ktore coraz czesciej sa brane pod uwage w dochodzeniu
przyczyn tego stanu. W mojej ocenie obserwacja ta jest najwazniejszym osiggnieciem tej pracy.

W przypadku oceny sialilacji klasteryny w plazmie nasienia réznice zaobserwowano w grupie
pacjentow z oligoastenozoospermia w poréwnaniu do pozostatych badanych grup, w
przypadku reakcji glikandéw klastryny z lektyng Maakia amurensis (MAA) podobnie jak w
przypadku wspolczynnika sjlilacji MAA/SAA w stosunku do patologii wyrazajgcej sie
asthenozoospermig i teratospermia (AT i T). Podobne tendencje wskazujgce na zmiang sjalilacji
klasteryny zaobserowowano w surowicy krwi w przypadku wigzania lektyny SNA do alfa2,6
glikanow wskazujac, ze silne wuposledzenie funkcji plemnikow objawiajgce sie
asthenooligoozospermia moze mie¢ zwiazek z uposledzeniem procesu glikacji klasteryny. Jest
to silna przestanka do prowadzenia dalszych badan nad udziatem Kklasteryny i jej
glikozylowanych form w dochodzeniu przyczyn nieptodnosci u mezezyzn.

Wyniki badania potencjalu anty- oksydacyjnego nie byly jednoznaczne pomimo
zaobserwowanych korelacji pomiedzy stezeniem biatek SIRT3 i SIRT5. Nie mniej jednak
staranna analiza statystyczna oparto o analiz¢ korelacji, analize krzywych ROC i analize



skupienn pozwolita na zaobserwowanie zaleznosci pomigdzy stopniem i rodzajem glikozylacji
klasteryny, potencjatem anty-oksydacyjnym i niektérymi patologiami nasienia.

Ostatni artykut oryginalny z cyklu prac jest catkowicie poswiecony badaniu zwigzku pomiedzy
stezeniem zaawansowanych produktow utleniania bialek i niektorymi podstawowymi
parametrami biochemicznymi plazmy nasienia i obserwowang patologig nasienia .

Artykul potwierdza znany fakt niekorzystnego wplywu stresu oksydacyjnego na funkcje
plemnikéw ale jednocze$nie wskazuje, ze oznaczenia podstawowych parametrow
biochemicznych plazmy nasienia takich jak poziom biatka catkowitego czy zelaza mogg byé
dodatkowg wskazowka diagnostyczna w badaniach seminologicznych potwierdzajgc teze
postawiona przez doktorantke o niewykorzystaniu plazmy nasienia jako dodatkowego Zrodla
informacji diagnostycznych w badaniu nasienia.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiony do recenzji cykl prac jest logicznie
uporzagdkowanym przedstawieniem konsekwentnie prowadzonych i dobrze
udokumentowanych wynikéw badan, cho¢ ostania praca nieco wymyka si¢ narzuconej logice
tego cyklu.

Ranga czasopism, w ktorych zostaly opublikowane wskazuje, ze zewnetrzni recenzenci
réwniez uznali ich warto$¢. Praca wnosi nowg wiedze o glikozylacji klasteryny w dwoéch
kompartymentach organizmu nieptodnych mezczyzn i moze stanowi¢ cenne uzupelnienie
seminologicznych metod diagnostycznych.

3. Uwagi koficowe

Opublikowane wyniki badan sktaniajg jednak do kilku pytan i uwag, ktore pozwole sobie
przedstawié¢ ponizej:

- klasteryna jest biatkiem o wielu funkcjach w tym w ochronie komorek przed stresem
oksydacyjnym. W jaki zatem sposob zmiany glikozylacji klasteryny moga wywiera¢ ochronny
wplyw na plemniki ?

- czy badanie polimorfizmu genéw fukozylotransferaz mogloby wyjasni¢ zmiany stopnia
glikozylacji klasteryny u nieplodnych mezczyzn?

- czy zastosowana technika badania obecno$ci reszt cukrowych rzeczywiscie jest
odzwierciedlaniem naturalnej ekspozycji cukrow? Czy zwiazanie klasteryny z plytkg w
przebiegu lektynowego testu ELISA poprzez przeciwcialo anty-klasterynie nie zmienia
dostepnosci cukréw ?

Zawarte powyzej uwagi i pytania nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy. Mam nadzieje,
ze wyjasnienie ich przez autorke bedzie dla Niej pomocg w dalszym planowaniu badan i
rozwoju kariery naukowej.

4. Podsumowanie

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Ewy Janiszewskiej pt.:” Zmiany glikozylacji
klasteryny oraz ekspresji wybranych parametréw réwnowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej jako potencjalne biomarkery obnizonej plodnosci meskiej ” speinia



warunki okreslone w art.Art .187 ust.1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tj. Dz. U.2018 poz.1668) i zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie Pani mgr Ewy
Janiszewskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego .

Jednoczesnie zwracam si¢ z wnioskiem o wyrdznienie rozprawy.

Prof. . dr hab. Anna Chegfinonska-Soyta



