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RECENZIJA

rozprawy doktorskiej mgr Beaty Olejnik pt. ,, Ocena wybranych parametrow glikozylacji:
ekspresji fukozy i oligosacharydéow wysokomannozowych w plazmie nasienia mezczyzn o
obnizonej plodnosci”

Posiadanie dzieci nalezy do bardzo waznych, emocjonalnie podstawowych aspektow
zycia osob dorostych; niestety, w wielu przypadkach che¢ posiadania dzieci staje si¢
powaznym problemem zyciowym par matzenskich na skutek nasilajacego si¢ w ostatnich latach
zjawiska nieptodnosci malzenskiej. Problem ten dotyczy, wg WHO, ok. 15% par starajacych si¢
o potomstwo; dane dotyczace Polski méwia nawet o ok. 20% par. W kontekscie tych danych
problem nieptodnosci malzenskiej jest czgsto nazywany choroba spoteczna. Przez dlugi czas
sadzono, ze na brak potomstwa podstawowy wplyw ma okreslony defekt fizjologiczny
organizmu kobiety; obecnie rownie powaznie, jako powod nieptodnosci matzenskiej rozpatruje
sie czynnik meski. Wyniki prowadzonych w tym zakresie badan pokazaly, Ze elementem
podstawowym plodnosci meskiej jest jakos¢ plemnikow, na ktora ma negatywny wpltyw wiele
réznorodnych czynnikow, np. ekspozycja mezczyzny na okreslone zwiazki chemiczne,
promieniowanie elektromagnetyczne i jonizacyjne, spozywanie alkoholu, palenie tytoniu,
stosowanie narkotykow, utrzymujacy si¢ stan zapalny, otylo$¢, dlugotrwaly stres. Na jakos¢
plemnikéw maja rowniez wptyw biatkowe skladniki plazmy nasienia, stanowiace dla
plemnikow fizjologiczne srodowisko. Wiedza ta stata si¢ punktem wyjscia do wykonania
niniejszej pracy doktorskiej, zwiazanej z poszukiwaniem nowych, biatkowych markerow
nieptodnosci meskiej w plazmie nasienia. Z pewnoscia wykrycie takich biomarkerow bytoby

znaczna pomoca w diagnozowaniu obnizonej plodnosci lub catkowite; nieptodnosci meskiej,



nasienia nie wigze sie wylacznie z problemu nieptodnosci, ma ono dodatkowe znaczenie.

Wykazano bowiem, ze dokfadna identyfikacja tych biatek, a nastepnie ich analiza z uzyciem
okreslonej techniki spektrometrii masowej (opisano to w opublikowanym artykule Genome
Biology T, R40, 2006) jest zrodtem informacji, ktore dotycza rowniez rozpoznawania
nowotworu prostaty i nowotworu jader. Wynika z tego, ze badanie biatkowych sktadnikow
plazmy nasienia moze by¢ zrédiem bardzo cennych informacji z zakresu diagnostyki
medycznej, dotyczacych organizmu mezczyzny. Proby znalezienia biomarkera tozsamego

z nieplodnos$cia meska, a zwigzanego z komponenta cukrowa biatek plazmy nasienia jest
postepowaniem celowym, poniewaz dostepne dane literaturowe informowaly o zmniejszonej
ilosci kwasu sjalowego, o zwigkszonej liczbie reszt fukozy oraz o obecnosci glikanow
wysokomannozowych i glikanow hybrydowych w tych biatkach.

Omawiana tu praca doktorska oparta jest na trzech opublikowanych artykutach: dwoch
oryginalnych i jednym przegladowym. Jest rzecza zrozumiala, ze prace opublikowane w
czasopismach naukowych byty recenzowane i uzyskaty pozytywne recenzje, niemnie) kazdy
nastepny recenzent moze mie¢ swoje uwagi, ktore moga zawiera¢ niezadane jeszcze pytania
dotyczace tekstu. W pracy przegladowej pt. _Seminal plasma glycoproteins in male infertility
and prostate diseases: is there a chance for glyco-biomarkers 7, wspOtautorstwa trzech osob,
przedstawiono dane literaturowe na temat poszukiwan biomarkera/ow, przydatnych do
wykrywania nieptodnosci meskiej oraz do wykrywania chorob prostaty. Metodologicznie
biorac badania takie zawieraja w sobie nastepujace etapy pracy laboratoryjnej: identyfikacja
i izolacja okreslonego biatka z plazmy nasienia, wydzielenie z niego tancuchéw cukrowych
(metodami enzymatycznymi lub chemicznymi) oraz analiza (najczgsciej instrumentalna)
struktury wydzielonych oligosacharydow. Postgpowanie alternatywne polega na badaniu
komponenty cukrowej wydzielonego biatka w formie natywnej (niezdegradowanej) przy uzyciu
odpowiednio dobranych lektyn, stosujac: lektynobloting, test ELISA lub nowoczesna metodg
z uzyciem biosensora BIAcore (z tzw. powierzchniowym rezonansem plazmonéw (SPR) jako
metoda detekcji oddziatywan). Wyniki uzyskane dla wolnych oligosacharydow, badz dla
natywnych biatek, otrzymane dla materiatu pochodzacego od mezczyzny zdrowego (z wykaza-
nym ojcostwem) oraz dla mezczyzny z wykazana patologia (ptodnoscia obnizona lub pelna
nieptodnoscia) sa nastgpnie porOwnywane w celu wykazania roznic. Opisane w pracy
przegladowej badania skupione byly na okresleniu zmian w komponencie cukrowej
nastepujacych biatek plazmy nasienia: antygenu prostaty (PSA), glikodeliny S (GdS),
orozomukoidu (AGP) i fibronektyny (Fn); podkreslono rowniez role wielu innych biatek, dla



zacvch do fuzji dwoch gamet,

meskiej i zenskiej, co stanowi fizjologiczny moment zaptodnienia. Omawiany tu przeglad

literatury zostat napisany w roku 2012, zawiera opis wynikow uzyskanych na $wiecie w ciagu
ostatnich lat, zacytowano w nim rowniez 5 prac z Laboratorium, gdzie powstata niniejsza praca
doktorska. Ten artykut mozna oceni¢ jako literaturowe przygotowanie do wykonanej pracy
doswiadczalnej, ktora zostata przedstawiona w dwdch publikacjach oryginalnych oraz do
przeprowadzenia dyskusji uzyskanych wynikow. Pierwsza z tych prac (Biomarkers 18, 10-22,
2013) opisuje reakcje pasm biatkowych, uzyskanych w elektroforezie SDS-PAGE plazmy
nasienia, z lektyna Aleuria aurantia (AAL); lektyna ta rozpoznaje reszty fukozy zwiazane do
GlcNAc polaczonej z reszta asparaginy polipeptydu. Dla 9 z 12 pasm biatkowych wybranych
do analiz reaktywnosc z lektyna AAL byla podwyzszona w przypadku probek pochodzacych
od mezczyzn z nieplodnosciag. W pracy przedstawiono szacunek ilosciowy fukozylowanych
epitopow cukrowych (nazwano to gestosciq epitopow), obliczajac iloraz wielko$ci wiazania
lektyny AAL do zawartosci biatka. Wg opisu stosowanych metod — biatko oznaczano
ilosciowo dla poszczegolnych pasm w zelu po elektroforezie, stosujac zestaw Sypro Ruby,
natomiast reakcje z biotynylowana lektyna prowadzono na blocie nitrocelulozowym. W tym
momencie mam pytanie: wg internetowego opisu zestawu barwiacego Sypro Ruby wizualizacje
pasm biatkowych mozna uzyska¢ na jeden z trzech sposobow: stosujac ultrafiolet,
transluminator $wiatta niebieskiego lub skaner laserowy. Chciatem zapyta¢, ktora metode
wizualizacji zastosowano, bo takiej informacji nie znalaztem w tekscie pracy. W omawianym
artykule opisano rowniez identyfikacje biatek plazmy nasienia, stosujac reakcje z handlowymi,
specyficznymi przeciwcialami na blocie; wykryto antytrombine II1, transferyng¢ oraz
orozomukoid, a takze fragmenty fibronektyny i PSA. Pierwsze trzy biatka sg znane w
literaturze jako no$niki zmian glikozylacyjnych, zwiazanych z r6znymi chorobami. Z przepro-
wadzonych badan wynika, Ze biatka wykazujace zwickszong fukozylacje z duzym
prawdopodobienstwem s3 kandydatami do zdefiniowania jako biomarkery (tutaj: glikomarkery)
przy ocenie stanu nasienia.

W drugiej pracy doswiadczalnej (/nt. J. Mol. Sci. 16, 14933-50, 2015) Doktorantka
zajela si¢ analiza biatek plazmy nasienia, pobranego od dawcow z obnizona ptodnoscia, pod
katem reakcji z lektyna Galanthus nivalis (GNL), ktora reaguje z terminalnymi resztami
mannozy;, w ten sposéb mozna identyfikowaé N-glikany wielomannozowe oraz tzw.
hybrydowe. Stwierdzono obecnos¢ czterech pasm biatkowych w obrazie elektroforetycznym,
wykazujacych wyrazna reakcje z lektyna GNL. Wykonano rowniez chromatografie

powinowactwa plazmy nasienia na zelu z lektyna GNL, izolujac nawet frakcje stabo reagujace



—z-Lelceynq_wydziekme-bialkaﬁNLﬂktywne trawiono peptydo-N-glikozydaza F, z produk-

tow reakcji wyizolowano wolne N-glikany, ktére nastepnie permetylowano i analizowano
metoda spektrometrii masowej MALDI-TOF.
Omawiana tu praca doktorska jest ciekawym tematem badawczym, dotyczacym badania
komponenty cukrowej biatek plazmy nasienia mezczyzn o obnizonej plodnosci, w kierunku
zdefiniowania glikomarkera(6w) charakteryzuj acych ten stan patologiczny. Do ciekawych
i wartosciowych wynikow, uzyskanych w przedstawionych tu dwoch pracach oryginalnych,
w odniesieniu do biatek plazmy nasienia mezczyzn o obnizonej ptodnosci, mozna zaliczy¢
miedzy innymi:
1° wykazanie wyraznego wzrostu ilosci cukrowych epitopow fukozylowanych (na podstawie
reakcji z lektyna Aleuria aurantia) oraz ilosciowe wyliczenie gestosci tych epitopow w
pasmach biatkowych, uwidocznionych na elektroforegramach (SDS-PAGE),

2° wykazanie wyraznej obecnosci struktur reagujacych z lektyna Galanthus nivalis
(N- glikany wielomannozowe i hybrydowe) w wyznaczonych pasmach biatkowych,
uzyskanych w elektroforezie SDS-PAGE,

3° zidentyfikowanie dziesigciu znanych glikoprotein, przy uzyciu przeciwcial

poliklonalnych, oraz wykazanie, ze dwie z nich (antygen stercza oraz gonadotropina

kosméwkowa) wystepuja w formie kompleksow o wyraznie wyzszej, niz podawana w
literaturze, masie czasteczkowej,

4° zidentyfikowanie 27 struktur N-glikanow, obecnych w biatkach plazmy nasienia, z
podwyzszona reaktywnoscia wobec lektyny GNL, po ich enzymatycznym uwolnieniu. Byly
to tancuchy dwu-, troj- i czteroantenowe, wiekszos¢ z nich miata resztg fukozy zwigzang do
GlcNAc potaczonej z peptydem. Do wyznaczenia mas czasteczkowych N-glikanow, co w
tym przypadku daje bezposrednia mozliwosé okreslenia ich struktury, zastosowano technike
spektrometrii masowej MALDI- TOF, po uprzedniej permetylacji oligosacharydow.

Badania komponenty cukrowej biatek plazmy nasienia, u mezczyzn z obnizona
plodnoscia, wskazuja na obecno$¢ w tych biatkach N- glikanéw o strukturze zréznicowanej
wobec oligosacharydow zawartych w biatkach innych ptynéw ustrojowych. Wykazane
odmienne elementy struktury to wyraznie zwigkszona fukozylacja, brak reszt kwasu sjalowego
oraz obecno$é fancuchéw wielomannozowych i hybrydowych . Te cechy odmienne,
rozpoznawane metodami immunochemicznymi w skali makroskopowej, a majace swoje
przyczyny na poziomie molekularnym, moga pomoc w zdefiniowaniu glikomarkerow
omawianego tu stanu patologicznego u mezczyzn. Zbadanie przyczyn tych zmian na poziomie

molekularnym niewatpliwie dopetnitoby obrazu biochemicznych uwarunkowan nieplodnosci



kierunek dalszych badah w tej

dziedzinie. Na koniec Recenzent pragnie uwiadomi¢ Doktorantce, ze W tytule pracy
doktorskiej jest pewien blad rzeczowy: tytul powinien jednak brzmie¢ ,,Ocena wybranych
parametrow glikozylacji: ekspresji fukozy i oligosacharydow wysokomannozowych w biatkach

plazmy nasienia mezczyzn o obnizonej plodnosci”, a nie ,,.. W plazmie nasienia”. Juz wiele lat
temu wykazywano obecnos$¢ wolnych oligosacharydow w mleku 1 w moczu; na zasadzie
analogii mozna sobie zatem wyobrazi¢ potencjalng mozliwos¢ obecnosci wolnych oligosacha-

rydéw w plazmie nasienia ludzkiego; niemniej, opisane tutaj badania dotyczyly jednak

oligosacharydéw obecnych w biatkach plazmy nasienia, a nie wolnych oligosacharydow w
plazmie nasienia. Nie bardzo wiem, skad wziat si¢ ten blad, poniewaz tytuly opublikowanych
przez Doktorantke artykuléw oraz artykulow cytowanych w pracy doktorskiej sa formulowane
dobrze: zawieraja okreslenie ,,seminal plasma glycoproteins”. Edytorski ukiad pracy jest
prawidtowy i nie budzi zastrzezen.

Podsumowujac recenzje pragng stwierdzic, ze warto$¢ merytoryczna omawianej tu
pracy doktorskiej oraz uzyskane wyniki sa ciekawe i rzetelne. Nalezy podkresli¢, ze wyniki
wykonanych doswiadczen zostaly opublikowane w dwoch artykutach, oba w dobrych
czasopismach, co znacznie zwigksza warto§¢ i ocene merytoryczna, pracy doktorskiej. Biorac
pod uwage wszystkie elementy przeprowadzonej oceny stwierdzam, ze rozprawa doktorska
mer Beaty Olejnik pt. ,,Ocena wybranych parametrow glikozylacji: ekspresji fukozy
i oligosacharydow wysokomannozowych w plazmie nasienia mezezyzn o obnizonej
plodnosci” spetnia warunki okreslone w art.13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz.595
z pozn. zm.). Wnoszg zatem do wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwage warto$é merytoryczng pracy i nie zwazajac na
zauwazone bledy edytorskie, sktadam wniosek o wyrdznienie pracy doktorskiej mgr Beaty

Olejnik, gratulujac przy tej okazji pani Promotor.



