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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Katuzy

+Analiza sjalilacji N-glikomu plazmy meskiego nasienia ze szczegélnym uwzglednieniem
swoistego antygenu sterczowego”™ wykonanej pod kierunkiem dr hab. Mirostawy Ferens-
Sieczkowskiej

Praca dotyczy profilu glikozylacji swoistego antygenu sterczowego oraz profilu sjalilacji N-
glikanéw plazmy nasienia me¢zczyzn o réznym statusie plodnosci. Glikoproteiny 1 glikany
zawarte w nasieniu umozliwiajg funkcjonowanie plemnikéw. odpowiadaja za interakcje z
zenskim ukladem odpornosciowym i wplywaja na sam proces zaptodnienia. Nieprawidlowa
glikozylacja moze powodowa¢ zaburzenia w funkcjonowaniu nasienia, a nawet bezplodnosc.
Podjete badania glikomiczne wpisuja si¢ w niezwykle aktualny temat poszukiwania
biomarkeréw odpowiedzialnych za zaburzenia plodnosci oraz schorzen ukladu rozrodczego.
Szacuje sig¢, ze na $wiecie nieplodnos¢ dotyczy 8-12% par w wieku reprodukcyjnym, natomiast
w Polsce problemy z plodnoscia sa diagnozowane u ok 19% par, w tym bezplodnosé dotyczy
4%, a obnizona ptodnos¢ 15% par.

Glikoproteiny znajdujace si¢ w plazmie meskiego nasienia wydaja si¢ dobrymi kanadydatami
do badan glikoproteomicznych, majacych na celu oceng meskiej plodnosci. Potranslacyjne
modyfikacje bialek, przede wszystkim glikozylacja, jak rowniez monosacharydy zajmujgce
koncowa pozycje¢ w lancuchu oligosachrydowym, np. kwas sjalowy, uczestnicza w wielu
waznych procesach biologicznych. Sjalilacja glikanow jest niezb¢dna we wczesnym rozwoju
embrionalnym i w rozwoju neurologicznym, ponadto poziom i wzodr sjalilacji moze si¢
zmienia¢ na skutek rozwoju procesu nowotworowego. W pionierskiej pracy Pang i
wspolpracownicy wykazali, ze kwas sjalowy determinuje proces wigzania plemnikéw do
ostonki przejrzystej oocytéw. Glikoepitopy zawarte w plazmie nasienia rozpoznawane przez
specyficzne lektyny, moga bra¢ udzial w procesach immunomodulacyjnych towarzyszacych
zaplodnieniu. Powyzsze przestanki uzasadniajg waznos¢ podjetego przez Doktorantke tematu.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi zbior trzech sp6jnych tematycznie prac
eksperymentalnych, opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych o wysokim
wspoélczynniku wplywu. Laczna wartos¢ IF publikacji wchodzacych w sktad rozprawy wynosi
9,153. Prace te stanowiag zbiorowe opracowania, w dwoch z nich Doktorantka jest pierwszym
autorem, w trzeciej pracy jest wymieniona jako autor drugi, ale o takim samym udziale co
pierwszy autor. Do rozprawy dolaczono omoéwienie uzyskanych wynikow, streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, zyciorys naukowy, os$wiadczenie o wkladzie wlasnym oraz
oswiadczenia wspolautorow. Doktorantka opisuje swdj udzial w powstanie poszczegoélnych
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publikacji, w tym rolg¢ w planowaniu i przeprowadzaniu do§wiadczen, w analizie wynikow oraz
przygotowaniu manuskryptow. Os$wiadczenia wspolautorow szczegélowo opisuja zakres
wykonanych doswiadczen i udzial w powstaniu prac i nie budzg watpliwosci co do znaczacego
wkladu Doktorantki w powstanie artykulow. Z tych wzgledow ocena rozprawy obejmuje
glownie analiz¢ wkiadu Autorki w poszczegdlnych publikacjach w oparciu na o$wiadczeniach
wspotautorow i osiagnigtych wynikach badan.

Rozprawg rozpoczyna obszerne omoéwienie uzyskanych wynikéw, skladajagce si¢ ze wstepu,
bedacego wprowadzeniem do tematyki badan, w ktéorym Doktorantka przedstawia
charakterystyk¢ swoistego antygenu sterczowego, profil glikozylacji oraz funkcje
proteolityczne tego biatlka. Ponadto opisuje techniki analizy glikanéw wykorzystywane w
badaniach - tandemowa spektometri¢ mas i lektynobloting.

Tu nalezy zauwazy¢, ze pewnym uproszczeniem jest stwierdzenie, ze ,,w zrédle typu MALDI
obserwuje sie sygnaly pochodzace od jonow [M+H]" lub [M-H]™ poniewaz moga si¢ tworzy¢
rowniez inne typy jondw dodatnich. Doktorantka zamiennie stosuje termin ,spektrometria
mas” i ,,spektrometria masowa”, a nalezaloby konsekwentnie stosowac¢ jeden termin.

W dalszej czgSci omoéwienia Doktorantka wyznacza cel badan, ktorym bylo
scharakteryzowanie profilu glikozylacji swoistego antygenu sterczowego, ze szczegélnym
uwzglednieniem profilu sjalilacji tej glikoproteiny w nasieniu mgzczyzn o obnizonym statusie
reprodukcyjnym. Nast¢pnie opisuje material biologiczny i metody wykorzystywane w czgsci
doswiadczalnej ilustrowane przejrzystymi schematami, dochodzac do oméwienia i dyskusji
osiagnigtych wynikéw, przedstawionych w publikacjach skladajagcych si¢ na rozprawe
doktorska. Omowienie, dobrze podsumowujace realizowane badania, zakonczone jest
siedmioma trafnie sformulowanymi wnioskami.

W  pierwszej z przedstawionych prac (Carbohydr Res 2016, 435: 19-25). autorzy
przeprowadzili analiz¢ poréwnawcza struktur oligosacharydowych N-glikoprotein plazmy
meskiego nasienia. W badaniach wykorzystano material biologiczny pochodzacy od ptodnych i
bezptodnych mezczyzn, podzielonych na 5 grup w zaleznosci od parametrow nasienia i statusu
plodnosci. N-glikany uwalniano z glikoprotein poprzez trawienie endoglikozydaza,
permetylowano i analizowano stosujac tandemowsg spektrometrie mas MALDI-TOF/TOF. W
badanych probkach plazmy nasienia autorzy zidentyfikowali 86 struktur oligosacharydowych,
o 15 wigcej niz w pracy Pang i wspoélpr. (2009). Wsréd N-glikanéw niewielka liczbe stanowily
struktury zawierajace kwas sjalowy i znaczacy byl udzial struktur fukozylowanych tworzacych
antygeny Lewis X i Lewis Y. Cenng obserwacja bylo wykazanie réznic ilosciowych we
wzglednej zwartosci poszczegolnych grup glikanow w probkach plazmy nasienia bezptodnych
me¢zczyzn w odniesieniu do kontroli. Dotyczylo to glikanéw zawierajacych mannoze i typu
hybrydowego, pozbawionych koncowej reszty kwasu sjalowego i wysoko-fukozylowanych. W
grupach: oligozoospermicznej i oligoastenozoospermicznej zaobserwowano znaczace
obnizenie poziomu sjaliliacji, natomiast w grupie astenozoospermicznej w ogble nie znaleziono
glikanow zawierajacych dwie reszty kwasu sjalowego. Jednoczesnie we wszystkich grupach z
nieprawidlowymi parametrami nasienia obserwowano zwiekszong ekspresj¢ glikanow
zawierajacych ponad dwie reszty fukozy. W podsumowaniu pracy autorzy sugeruja. ze niektore
przypadki niewyjasnionej bezplodnosci moga by¢ zwigzane z nieprawidlowa glikozylacja.

KNOWNS

Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy (KNOW) Wroclawskie Centrum Biotechnologii 2014-2018




INSTYTUT IMMUNOLOGII I TERAPII DOSWIADCZALNE]
IM. LUDWIKA HIRSZFELDA
POLSKIE] AKADEMII NAUK
Centrum Doskonatosci : IMMUNE
Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroclaw, POLSKA
Telefon: (+48-71) 337 11 72, (+48-71)3709930 Fax: (+48-71) 337 21 71
www iitd.pan.wroc.pl

Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki pochodzily ze zsumowanego materialu
biologicznego; interesujaca bylaby odpowiedZ na pytanie, jakie praktyczne informacje
dotyczace diagnostyki nieplodnosSci mozna uzyska¢ prowadzgc analize probek
indywidualnych pacjentéw w oparciu o te dane?

Druga ze zbioru prac (Reprod Fertil Dev 2019, 31: 579-589) dotyczy ekspresji sjalowanych
glikoepitopéw oraz antygenoéw Lewis X i Lewis Y glikoprotein plazmy nasienia plodnych i
bezplodnych mezczyzn. Autorzy ustalili wzorzec sjalilacji i fukozylacji glikoprotein na
podstawie oddzialywania z czterema specyficznymi lektynami. Zaobserwowano jedynie szes¢
frakcji glikoproteinowych reagujacych z lektyng specyficzng dla kwasu sjalowego
przylaczonego wiazaniem glikozydowym 2,6 do koncowej reszty galaktozy. Na podstawie
polilosciowych analiz densytometrycznych autorzy wykazali statystycznie istotna obnizona
reaktywnos¢ wiegkszosci analizowanych glikoprotein plazmy nasienia pacjentow z
astenoozoospermig z lektyna MAA, specyficzng dla a2,3- zwigzanych reszt kwasu sjalowego,
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Obnizona ekspresja kwasu sjalowego przylaczonego z
utworzeniem wigzania 02,3 w plazmie nasienia pacjentéw z astenozoospermia byla zgodna z
wynikami uzyskanymi w poprzedniej pracy. Bialka posiadajace sjalowane glikoepitopy
uzyskane w rozdziale elektroforetycznym, po wycigciu z zelu, poddano analizie LC-MS.
Wsrod zidentyfikowanych bialek znalazly si¢ m.in. fibronektyna, laktotransferyna, kwasna
fosfataza prostaty oraz swoisty antygen sterczowy. W dyskusji pracy autorzy zwracajg uwage,
ze w glikoproteinach plazmy nasienia wyst¢puja immunomodulujgce epitopy, a ich dostgpnosé
w plazmie nasienia moze by¢ zmieniona w grupach pacjentéw o obnizonej plodnosci.

W trzeciej z przedstawionych prac (Talanta 2021, 222: 121495) autorzy przeprowadzili
analiz¢ profilu glikozylacji swoistego antygenu sterczowego (PSA) wyizolowanego z plazmy
nasienia plodnych i bezptodnych mezczyzn. Artykul jest cennym opracowaniem metodycznym,
zawiera m.in. protoké! postgpowania w analizie profilu glikozylacji PSA z plazmy nasienia z
wykorzystaniem spektrometrii mas MALDI MS. Sekwencja postgpowania to oczyszczanie
PSA poprzez zwigzanie tego antygenu do zloza oplaszczonego specyficznymi przeciwcialami,
redukcje, alkilacj¢ i trawienie trypsyna. Otrzymane glikozylowane dipeptydy autorzy poddali
dwuetapowej reakcji amidacji., ktéra umozliwila rozréznienie glikoform kwasu sjalowego
zwigzanego wigzaniem 2.6 lub 02,3 do reszty galaktozy w lancuchu oligosacharydowym.
Powtarzalnos¢ 1 odtwarzalnos¢ tej wieloetapowej metody =zostala zweryfikowana z
wykorzystaniem puli plazmy nasienia przez trzy kolejne doby na 12 odrebnie przygotowanych
probkach. Na uwage zastuguje bardzo staranne udokumentowanie kazdego etapu optymalizacji
zamieszczone w suplemencie pracy. Analiza glikopeptydow PSA z probek plazmy nasienia za
pomoca MALDI-FTICR-MS wykazala obecnos¢ 44 glikoform, natomiast w analizie MALDI-
TOF znaleziono 22 glikoformy, byly to gléwnie glikany jedno- i dwuantenowe o wysokim
poziomie fukozylacji 1 sjalilacji. Autorzy wykazali, ze w glikopeptydach PSA
najpowszechniejszym wariantem zwigzanego kwasu sjalowego byla a2,6 sjaloglikoforma.
Nadrzgdnym celem pracy byfa analiza glikozylacji PSA pochodzacego z plazmy nasienia
mezczyzn plodnych 1 z zaburzeniami plodnosci. Szczegélowe badania glikandw w grupach
mezcezyzn plodnych i bezplodnych nie wykazaly roznic statystycznych pomiedzy grupami, nie
bylo tez korelacji pomiedzy glikozylacja PSA a wiekiem pacjentow, czy poszczegdlnymi
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parametrami nasienia. Ponadto profil glikozylacji PSA byl odmienny od opisanego w pierwszej
pracy profilu N-glikomu bialek plazmy nasienia, majacym zwiazek z plodnoscia. Na
podkreslenie zastuguje aspekt praktyczny pracy, gdyz opracowana metoda moze by¢
zastosowana do oznaczania glikomu PSA pochodzacego z innych ptynéw ustrojowych, a takze
do detekeji epitopu N-acetylolaktozodiaminowego, stosowanego do rozrdézniania tagodnych
nowotwordéw prostaty.

Wielka réznorodnos$é bialek plazmy nasienia sugeruje pytanie o kryteria, wedlug ktérych
nalezaloby typowaé glikoproteiny do badan N-glikomu w kontekscie rozpoznawania
nieplodnosci meskiej?

Podsumowujac pragne podkresli¢, ze rozprawa doktorska jest wartosciowym opracowaniem, w
ktorym prawidlowo zaplanowane i zrealizowane badania stanowiag cigg logiczny, wnoszac
oryginalng wiedzg¢ o glikobiologii plazmy nasienia. Praca znaczaco przyczynia si¢ do poznania
funkcji modyfikacji potranslacyjnych bialek - zwlaszcza sjalilacji - w aspekcie badania meskiej
nieplodnosci i poznania mechanizméw zaplodnienia, a takze wlacza si¢ w nurt poszukiwania
nowych biomarkerow nieplodnosci zwigzanych z nieprawidlowa glikozylacja. Autorka
sukcesywnie doskonalila warsztat badan glikomicznych postugujac si¢ nowoczesna,
wysokorozdzielcza technologia spektrometrii mas. Oprocz waloru poznawczego otrzymane
wyniki maja znaczenie praktyczne, gdyz opracowana metoda profilowania glikozylacji PSA
ma potencjalnie zastosowanie takze w diagnostycznym roéznicowaniu nowotworéw prostaty.

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z rozprawa doktorska Pani mgr Anny Kaluzy 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 pdézn. zm.). Wnosz¢ do Rady Naukowej Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Anny Kaluzy do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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