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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Wiktorii Cichowskiej-Likszo
pt. ,,Bialkowe markery jakoSci nasienia najadrzowego psa” wykonanej
pod Kierunkiem dr hab. inz. Marzeny Mogielnickiej-Brzozowskiej, prof. UWM
w Katedrze Biochemii i Biotechnologii Zwierzat na Wydziale Bioinzynierii Zwierzat
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

Podstawa prawna i formalna sporzadzenia recenzji

Podstawa przygotowania niniejszej recenzji jest pismo z dnia 26 czerwca 2026 roku
Przewodniczacej Rady Naukowej Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie — Pani prof. dr hab. Doroty Witkowskiej — o powotaniu mnie uchwata Rady
Naukowej z dnia 8 czerwca 2026 roku na recenzenta w postepowaniu o nadanie stopnia doktora
mgr inz. Aleksandrze Wiktorii Cichowskiej-Likszo, wszczetym 28 maja 2026 roku. Oceng rozprawy
wykonano na podstawie dokumentacji dostarczonej mi w formie elektronicznej (no$nik USB, 3 lipca
2026 r.), zgodnie z wymogami art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 roku poz. 1571 z p6zn. zm.).

Problem naukowy i znaczenie badan

Standardowa ocena seminologiczna, obejmujaca przede wszystkim analize¢ podstawowych
parametrow jako$ci ejakulatu, ma ograniczong wartos¢ w identyfikacji niektdrych zaburzen
funkcjonalnych plemnikéw i1 nie zawsze pozwala na okreslenie ich etiologii. Problem ten jest
szczegblnie istotny w przypadkach nieptodnosci idiopatycznej, w ktorych obserwowane
nieprawidlowo$ci funkcjonalne plemnikow moga pozostawaé niewykryte w standardowej
diagnostyce. Zdolno$¢ plemnikéw do osiagnigcia petlnej kompetencji funkcjonalnej jest bowiem
ksztaltowana nie tylko na etapie spermatogenezy, lecz rowniez podczas ich przechodzenia przez
najadrze, w ktorym zachodza ztozone procesy ich dojrzewania zwiazane z dynamiczng przebudowa
molekularnego $rodowiska $wiatta przewodu najadrza. Zachodzace w nim zmiany obejmuja miedzy
innymi selektywne wydzielanie, modyfikacje i wymiane sktadnikow biatkowych pomiedzy ptynem
najadrzowym a powierzchnig plemnikow, a tym samym moga determinowac nabywanie przez nie
okreslonych wtasciwosei strukturalnych i funkcjonalnych. Pomimo kluczowego znaczenia tych
procesow molekularna charakterystyka plynu najadrzowego, w tym jego ztozony i dynamiczny
proteom, nadal pozostaje niedostatecznie poznana, zwlaszcza w odniesieniu do zmian zachodzacych
na poszczegélnych etapach zycia samca. W tym kontekécie proteomika stwarza mozliwosé
wielowymiarowe]j charakterystyki bialkowego $rodowiska, w ktorym przebiega dojrzewanie
plemnikéw, umozliwiajac identyfikacje jego komponentéw oraz potencjalnych zaleznoSci pomiedzy
ich obecnos$cig a procesami warunkujacymi prawidlowg funkcjonalno$¢ gamet samca. Szczegdlnego
znaczenia nabiera analiza tych zalezno$ci rowniez w kontek$cie starzenia si¢ organizmu, poniewaz
zwigzane z wiekiem zmiany w skfadzie i1 funkcjonowaniu mikrosrodowiska najagdrza mogg



modyfikowa¢ przebieg dojrzewania plemnikéw, ich zdolno§¢ do poruszania sie, integralno$¢
strukturalng oraz zdolnos$¢ do zaplodnienia. O ile zalezne od wieku zmiany jakosci ejakulatu i funkcji
plemnikéw zostaty udokumentowane u réznych gatunkéw ssakow, o tyle znacznie mniej rozpoznane
pozostaja mechanizmy molekularne lezace u podtoza tych zmian oraz ich zwiazek z funkcjonowaniem
najadrza. Niedostateczny stan wiedzy dotyczy réwniez samca psa, u ktoérego poznanie zalezno$ci
pomiedzy sktadem molekularnym plynu najadrzowego, procesami dojrzewania plemnikoéw i zmianami
zwigzanymi z wiekiem moze stanowi¢ istotny element poszerzania wiedzy o biologicznych
uwarunkowaniach ptodnosci tego gatunku. W tym konteks$cie przedstawiona mi do oceny rozprawa
doktorska wpisuje si¢ w aktualny i interdyscyplinarny nurt badan nad nadal niedostatecznie
poznanymi mechanizmami molekularnymi lezagcymi u podstaw dojrzewania i1 funkcjonalnos$ci
plemnikdéw w obrebie najadrza.

Opis i ocena pracy

Przeznaczong do oceny rozprawe doktorska mgr inz. Aleksandry Cichowskiej-Likszo zgodnie
z wymogami formalnymi stanowia trzy spdjne tematycznie prace naukowe, jedna przegladowa oraz
dwie oryginalne prace tworcze, przedlozone w opracowaniu pod wspolnym tytutem ,,Biatkowe
markery jakosci nasienia najadrzowego psa”. W sktad prac wchodzg nastepujace publikacje:

1. Mogielnicka-Brzozowska, M., Cichowska, A.W. (2024). Molecular biomarkers of canine
reproductive functions. Current Issues in Molecular Biology, 46, 6139-6168.

2. Cichowska, A.W., Wisniewski, J., Bromke, M.A., Olejnik, B., Mogielnicka-Brzozowska, M.
(2023). Proteome profiling of canine epididymal fluid: In search of protein markers of epididymal
sperm motility. International Journal of Molecular Sciences, 24, 14790.

3. Cichowska-Likszo, A.W., Likszo, P., Fraser, L., Mlynarz, P., Mogielnicka-Brzozowska, M. (2026).
ALB, GPX5 and PTGDS as potential biomarkers for the aging processes of the dog epididymis.
Reproduction, Fertility and Development, 38, RD25105.

Powyzsze prace zostaly opublikowane odpowiednio w latach 2024, 2023 oraz 2026
w recenzowanych, angielskojezycznych czasopismach naukowych indeksowanych w bazie Journal
Citation Reports (JCR) (Current Issues in Molecular Biology IF = 3,0; International Journal of
Molecular Sciences IF = 4,9; Reproduction, Fertility and Development IF = 2,1). Sumaryczny
wskaznik oddziatywania dla tych prac wyliczony zgodnie z rokiem ich publikacji wynosi 10,
natomiast ich catkowita warto$¢ punktowa wedlug wykazu czasopism naukowych MNiSW wynosi
350 punktéw. Wskazniki te $wiadczg o wysokim poziomie naukowym opublikowanych prac, ktore
aktualnie maja 17 cytowan wedtug bazy Scopus. Pierwsza praca stanowi opracowanie dwuautorskie,
w ktorym Doktorantka jest drugim autorem. W dwodch kolejnych piecioautorskich publikacjach
zajmuje pozycje pierwszego autora, a w jednej z nich pelni réowniez funkcje autora
korespondencyjnego. Kazda z prac powstala przy kluczowym udziale Kandydatki, co zostato
potwierdzone o$§wiadczeniami podpisanymi przez wszystkich wspotautorow publikacji wechodzacych
w sktad dysertacji. Wktad ten obejmowal migdzy innymi wspotudzial w wytyczeniu koncepcji prac,
przygotowanie metodyki, przeprowadzenie wigkszosci analiz (w pracach oryginalnych) oraz
krytyczny przeglad piSmiennictwa (w pracy przegladowej), a takze opracowanie wynikow, napisanie
i przygotowanie manuskryptow do druku. Wskazuje to na duze zaangazowanie Doktorantki w caly
proces powstawania i wydawania tych artykutow.

Integralng czescig pracy doktorskiej jest autorskie, zwarte opracowanie (liczace 46 stron)
poprzedzajace pelne teksty publikacji, w ktorym zostaly one wspolnie zestawione i omowione (calo$é



liczy 130 stron). W tej czgsci rozprawy Doktorantka — oprocz wykazu artykutow naukowych
stanowigcych przedmiot pracy doktorskiej — wyodrebnita charakterystyczne dla tego typu opracowan
rozdziaty: ,,Wstegp”, ,,Cel, zakres badan i hipotezy badawcze”, ,Material i metody”, ,,Wyniki
i omowienie”, ,,Podsumowanie i wnioski” oraz ,,Spis literatury” cytowanej w czgSci opisowej
rozprawy (61 pozycji). Dysertacj¢ uzupetniaja: ,,Wykaz skrotow”, ,,Streszczenie” (w jezyku polskim
1 angielskim), ,,Spis rycin”, ,,Wykaz materialdéw uzupetniajacych”, a takze kopie wchodzacych w jej
sktad prac naukowych i o$wiadczenia wspotautorow dotyczace udzialu w publikacjach. Ponadto
Autorka zamie$cita informacje i zestawienie bibliometryczne swojego dotychczasowego dorobku
naukowego. Rozprawa doktorska zawiera wszystkie niezbedne dla takich opracowan elementy, a ich
uktad w dysertacji jest przejrzysty i tworzy spojna, logiczng catos¢, ktéra — podobnie jak tytut pracy —
nie budzi moich zastrzezen.

Rozdzial ,,Wstep”, obejmujacy 3 strony, stanowi syntetyczne wprowadzenie do tematyki
rozprawy. Doktorantka nakreslita w nim problem badawczy i uzasadnita znaczenie podjetych badan,
podkreslajac przy tym aspekty poznawcze i aplikacyjne tematyki pracy. Autorka opisuje miedzy
innymi rol¢ najadrza oraz zlozonos$¢ morfologicznych i biochemicznych proceséw zachodzacych
w obrebie struktur komorkowych plemnika, ktore warunkuja osiagnigcie funkcjonalno$ci gamet
samca. Zwraca uwage na niepelng wiedzg dotyczaca mechanizmow regulujacych, ktére zwigzane sg
z przemianami plemnikéw w najadrzu, a takze na niewyjasniony dotad wplyw procesu starzenia
samcow na zmiany skladu ptynu najadrzowego oraz ich oddziatywanie na dojrzewanie i ruchliwo$¢
plemnikéw u psa. Podkresla przy tym znaczenie psa jako gatunku modelowego, ktory w zakresie
wybranych mechanizméw funkcjonowania uktadu rozrodczego i zaburzen plodnosci moze stanowic
odniesienie do proceséw wystepujacych u innych ssakow, w tym czlowieka. Wskazuje rowniez na
potencjalne znaczenie plemnikow najadrzowych w ochronie zasoboéw genetycznych cennych psow
hodowlanych oraz gatunkéw zagrozonych wyginieciem. Ponadto zauwaza, ze ograniczenia
standardowych metod diagnostyki andrologicznej wymagaja wykorzystania zaawansowanych metod
proteomicznych, ktore umozliwig identyfikacje molekularnych biomarkerow jakosci nasienia. Zwigzta
1 sygnalizacyjna forma opisu zastosowana w rozdziale wprowadzajacym — podkresle, ze zasadna ze
wzgledu na szeroki zakres problematyki i ztozone podloze proceséw dotyczacych dojrzewania
plemnikéw w najadrzu — zredagowana zostala przez Autorke poprawnym, jasnym w odbiorze
jezykiem naukowym, w oparciu o wlasciwie dobrane materiaty zrodtowe. W mojej opinii §wiadczy to
o dobrej znajomo$ci przedmiotowego pisSmiennictwa, odpowiednim przygotowaniu do pracy
badawczej oraz odzwierciedla umiejetno$ci Doktorantki w sprawnym poslugiwaniu si¢ warsztatem
redakcyjnym.

Majac na uwadze ograniczona wiedza dotyczaca skladu biochemicznego $rodowiska
zewnatrzkomorkowego plemnikow w najadrzu oraz wplywu jego komponentéw na wiasciwosci
funkcjonalne plemnikow psa, w dalszej czgéci pracy Autorka czytelnie i jasno przedstawila trzy cele
oraz pi¢¢ spojnych wzgledem nich hipotez badawczych. Wyjsciowym zatozeniem rozprawy bylo
dokonanie przegladu dotychczas poznanych biomarkerow molekularnych przydatnych w ocenie
jakosci nasienia psa (co zawarto w publikacji 1), a nastgpnie przeprowadzenie szczegdtowej analizy
proteomu ptynu najadrzowego w zalezno$ci od parametréw ruchliwo$ci plemnikow oraz wieku samca.
Kluczowym celem pracy byta selekcja markerow bialkowych ptynu najadrzowego i wskazanie tych,
ktore zwigzane sg z ruchem plemnikéw i wiekiem psa (publikacje 2 i 3). Sformutowane w rozprawie
hipotezy badawcze oceniam jako logiczne, merytorycznie uzasadnione oraz precyzyjnie osadzone
w dwoch kompleksowo zaplanowanych 1 skutecznie zrealizowanych przez Autorke zadaniach
badawczych, ktore bezposrednio koresponduja z obiema oryginalnymi publikacjami prezentowanymi
w dysertacji. Pierwsze z nich koncentrowato si¢ na wytypowaniu biatek wystepujacych w plynie
ogona najadrza o potencjalnym znaczeniu markerowym w odniesieniu do ruchliwosci plemnikow



(publikacja 2). Natomiast w drugim zadaniu badawczym Doktorantka skupila si¢ na identyfikacji
markeréw biatkowych ptynu ogona jako wyznacznikdéw procesu starzenia si¢ tego narzadu u psa
(publikacja 3).

Sposob realizacji czgsci eksperymentalnej Autorka przedstawita w kolejnym rozdziale pracy
(,,Materiat i metody”). Zostal on podzielony na podrozdziaty zawierajace zrozumiaty opis pozyskania
1 przygotowania materialu do badan, wszystkich zastosowanych metod badawczych oraz struktury
uktadu eksperymentalnego, z wlasciwymi odniesieniami do ich szczegodtowej charakterystyki
w poszczegdlnych publikacjach (2 i 3). Material badawczy stanowity plemniki wraz z plynem
zewnatrzkomorkowym aspirowane z segmentu ogona prawego i lewego najadrza (taczonych po
pobraniu), ktére pozyskano od 23 psé6w mieszancéw poddanych orchiektomii w wieku od 1 do 11
roku zycia. W pobranym materiale przeprowadzono komputerowg analize ruchliwosci plemnikow
(system HTM-IVOS). Oceniono poszczegodlne parametry kinematyczne, a takze wielkos$¢
poszczegblnych subpopulacji pod wzgledem prawidlowosci i predkosci ruchu plemnikow. Za pomoca
komory Biirkera okreslono ponadto ich koncentracje. W badaniach ptynu najadrzowego Doktorantka
zastosowala zintegrowang wysokoprzepustowa analiz¢ proteomiczng. W tym zakresie wykorzystata
nano-ultrawysokosprawng chromatografi¢ cieczowa sprzezong z kwadrupolowa spektrometria mas
z pomiarem czasu przelotu (nanoUPLC-Q-TOF/MS), a do walidacji uzyskanych wynikow — technike
Western blot (z uzyciem SDS-PAGE) (w recenzji zastosowano skroty przyjete w dysertacji; dla
zachowania przejrzystos$ci tekstu niektore z nich nie s3 dodatkowo objasniane). Identyfikacje i analize
funkcjonalng biatek przeprowadzita za pomoca zaawansowanych specjalistycznych narzg¢dzi
bioinformatycznych (Byonic, Swiss-Prot, PANTHER, ToppCluster, STRING, KOBAS 3.0). Uwazam,
ze zastosowane metody pozwolity Doktorantce na poprawng w kontekscie postawionych zatozen
realizacje czgsci badawczej pracy. Ich wybor nalezy uzna¢ za bardzo trafng decyzje zwigkszajaca
walor aktualno$ci i nowatorskiego podejscia do wykonanych badan, ktoére dzieki temu wpisuja si¢
w wysokie standardy wspdlczesnej andrologii i biologii molekularne;j.

Poszczegolne zadania badawcze zrealizowane zostaly w dwoch uktadach eksperymentalnych.
W pierwszym Autorka wykorzystata wyniki komputerowej oceny ruchliwosci plemnikéw. Na ich
podstawie wyodrebnita i zestawita grupe o dobrej ruchliwosci plemnikdéw, przyjmujac jako kryterium
co najmniej 55% plemnikoéw wykazujacych ruch postegpowy (GSM, n = 13), z grupa o obnizonej
ruchliwosci plemnikoéw, w ktorej stwierdzita nizszg warto$¢ wskaznika kwalifikacyjnego (PSM, n =
10) (publikacja 2). W drugim uktadzie eksperymentalnym, opartym na kryterium wieku samca,
wyrdznita grupe psow mtodych w wieku 1-3 lat (n = 8), dorostych w wieku 3,5-6 lat (n = 8) oraz
starych w wieku 6,511 lat (n = 7) (publikacja 3). Sposob przeprowadzenia analizy statystycznej
Doktorantka opisuje w ostatniej cze$ci omawianego rozdziatu. Nie mam zastrzezen do zastosowanych
W tej ocenie testow oraz opracowania statystycznego (analiza wariancji ANOVA, test t-Studenta, test
U Manna—Whitneya, test Kruskala—Wallisa, wspotczynnik korelacji rang Spearmana).

Wyniki badan Autorka przedstawitla w kolejnym rozdziale dysertacji adekwatnie do
postawionych celow i zadan badawczych (nr 1 i nr 2). Pierwszy cel pracy zrealizowany zostat
w publikacji 1 o charakterze przegladowym, w ktorej przedstawiono stan wiedzy dotyczacej
molekularnych biomarkeréw funkcji rozrodczych samca psa. Opracowanie to stanowi szerokie
i kompleksowe ujgcie analizowanej tematyki. Zestawia ono informacje o potencjalnych biomarkerach
przydatnych w ocenie funkcjonalnych wtasciwosci plemnikéw, jakosci ejakulatu i potencjatu
rozrodczego samca, ze wskazaniem na mozliwos¢ ich wykorzystania w praktyce hodowlanej,
diagnostyce zaburzen rozrodu, ocenie przydatno$ci nasienia do kriokonserwacji 1 technik
wspomaganego rozrodu. Publikacja obejmuje r6zne wyodrebnione przez Autorke grupy, w ktoérych
poszczegdlne biomarkery scharakteryzowano, uwzgledniajac ich pochodzenie, lokalizacje w obrebie
uktadu rozrodczego i plemnika, a takze znane i potencjalne funkcje biologiczne. Uczestnicza one
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w wielu, czesto wzajemnie powigzanych procesach warunkujacych prawidlowe funkcjonowanie
plemnikéw 1 ich zdolno$¢ do zaptodnienia, przede wszystkim w procesach spermatogenezy
i dojrzewania plemnikow, ksztalttowania i utrzymania integralnosci btony komorkowej, regulacji
ruchliwosci, kapacytacji oraz reakcji akrosomowej, a takze interakcji plemnikow z komoérkami
i srodowiskiem uktadu rozrodczego samicy. Biatka markerowe usystematyzowano jako dobrze
poznane (AKAPs, ALBs, ALPL, CLU, CPSE, CRISP2, LTF, MMPs, OPN oraz PTGDS) oraz jako
nowo rozpoznawane lub dotychczas stabiej scharakteryzowane (m.in. ACRBP, ACTB, CEMIP,
ELSPBP1, LOC607874, NPC2). Odrebnie opisano réwniez enzymy antyoksydacyjne (w tym SOD,
GPX i CAT), ze wzgledu na ich istotng role w utrzymaniu rownowagi oksydoredukcyjnej oraz
ochronie plemnikow przed stresem oksydacyjnym. W publikacji zostaly ponadto uwzglednione
biomarkery niebiatkowe, ktére podobnie jak markery biatkowe zaangazowane sa w rozne aspekty
funkcjonowania plemnikéw, poczawszy od utrzymania homeostazy komorkowej podczas ich
powstawania i1 dojrzewania, po nabywanie kompetencji do zaptodnienia. W tym konteks$cie
przedstawiono znaczenie lipidow (w tym kwasow tluszczowych i fosfatydylocholiny), weglowodandéw
(przede wszystkim glikozaminoglikanow) oraz jonéw (cynku i wapnia).

W publikacji wskazano, ze sposrod opisanych molekularnych markeréw funkcji rozrodczych
mozliwe jest wyodrebnienie tych, ktore potencjalnie moga w przysztosci znalez¢ praktyczne
zastosowanie w rozrodzie psow. Moga one uzupetniac¢ standardowg oceng seminologiczng, dostarczac
informacji o potencjale reprodukcyjnym samca oraz o przydatno$ci nasienia do procedur
wspomaganego rozrodu. Moga by¢ réwniez wykorzystywane jako biomarkery niektorych chorob
narzadéw rozrodczych (nowotworow gruczotu krokowego i jader), a takze zaawansowania zmian
w ich obrgbie zwigzanych z wiekiem samca. Niemniej jednak, jak stusznie wskazuje Doktorantka,
warto$¢ predykcyjna poszczegoélnych biomarkerow wymaga dalszych badan, ktorych kierunki zostaty
poniekad wyznaczone w omawianej publikacji. W mojej opinii stanowi ona warto$ciowe opracowanie
bazujace na rzetelnie dokonanym przegladzie pismiennictwa obejmujgcym 275 pozycji, co potwierdza
szeroki zakres analizowanego zagadnienia oraz $wiadczy o wnikliwym i dojrzalym naukowo
podejsciu Doktorantki do rozwigzywania problemow badawczych. Uwazam rowniez, ze publikacja ta
whnosi istotny wktad Autorki w rozwdj wiedzy z zakresu andrologii molekularnej psow.

W dalszej czgéci rozdzialu przedstawiono wyniki pierwszego zadania badawczego
zrealizowanego w publikacji 2, polegajacego na identyfikacji biatkowych markeréw ruchliwosci
plemnikéw w plynie ogona najadrza. Doktorantka, po przeprowadzeniu poréwnawczej analizy
proteomicznej, wykazata rdéznice w skladzie bialkowym plynu najadrzowego pomiedzy badanymi
grupami. W grupie o dobrej ruchliwosci plemnikow zidentyfikowano 506 biatek, sposrod ktérych
6 (przy kryterium obecno$ci biatka u ponad 50% samcow w badanych grupach) wystgpowato
wylacznie w tej grupie (ACTB, ALPL, CARD6, CLU, GALNT6, OLFM4). W grupie o obnizongj
ruchliwosci plemnikow zidentyfikowano 409 bialek, a 4 z nich wyodrebniono jako wystepujace
wylacznie w tej grupie (BOLL, LOC606925, LOC607874, WAPdcp*). Stwierdzono, ze biatka
specyficzne dla grupy o dobrej ruchliwosci plemnikéw byty funkcjonalnie zwigzane przede wszystkim
z procesami ich dojrzewania i r6znicowania, organizacjg struktur komoérkowych oraz mechanizmami
regulacyjnymi i ochronnymi zwigzanymi z utrzymaniem prawidtowej ruchliwosci i funkcji plemnikow
najadrzowych. Z kolei bialka uznane za unikatowe dla grupy o obnizonej ruchliwo$ci plemnikow
powigzano z procesem spermatogenezy, regulacja proliferacji i apoptozy komodrkowej oraz starzeniem
si¢ najadrza. Zasugerowano ponadto, ze ich obecno$¢ w plynie najagdrzowym moze by¢ konsekwencja
uwalniania si¢ tych bialek z uszkodzonych lub martwych plemnikow.

Szczegodlne znaczenie z punktu widzenia celu pracy miata analiza biatek wspolnych dla obu
badanych grup. Doktorantka zidentyfikowata 11 takich biatek, a na podstawie przeprowadzonej
analizy potilosciowej opartej na intensywno$ci sygnatu MS (MS intensity) wykazata, ze wzgledna
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zawarto$¢ 4 z nich — albuminy (ALB), wydzielniczego biatka 2 bogatego w cysteing (CRISP2), biatka
podobnego do lipokaliny 1 (LCNL1, zawierajacego domeng lipokalinowa wiazaca kwasy thuszczowe)
oraz syntazy prostaglandyny D2 (PTGDS) — byla istotnie wyzsza w grupie o dobrej ruchliwo$ci
plemnikéw niz w grupie o obnizonej ruchliwosci plemnikoéw. Biatka te pelnig réznorodne funkcje
zwigzane miedzy innymi z dojrzewaniem plemnikow, ochrong przed stresem oksydacyjnym, regulacja
wlasciwosci bton plazmatycznych oraz metabolizmem plemnikéw, co moze mie¢ znaczenie dla
prawidlowego funkcjonowania aparatu ruchu plemnikéw najadrzowych. W zwigzku z tym
Doktorantka wyniki uzyskane metoda proteomiczng dla biatek, ktore wykazywaly istotne
zréznicowanie intensywno$ci sygnalu MS pomiedzy badanymi grupami, poddata dodatkowej
weryfikacji metodg Western blot. Wykorzystujac t¢ metodg, potwierdzila istotnie wyzszg zawartos¢
ALB i PTGDS w plynie najadrzowym grupy o dobrej ruchliwosci plemnikéw, natomiast w przypadku
CRISP2 nie wykazala istotnych roznic pomigdzy grupami. Nalezy podkresli¢, ze ze wzgledu na brak
dostepnych przeciwcial nie byto mozliwe przeprowadzenie analizy dla LCNL1. Majac na uwadze
czgsciowy zgodnos$¢ wynikéw uzyskanych obiema metodami, przy jednoczesnym braku potwierdzenia
roznic w zawarto$ci CRISP2 pomiedzy grupami, Doktorantka wskazala na potencjalne znaczenie ALB
i PTGDS jako markerow ruchliwosci plemnikow najadrzowych, a takze na potrzebe dalszej
weryfikacji kazdego z bialek w tym zakresie.

Na podstawie analizy funkcjonalnej z wykorzystaniem ontologii genow (Gene Ontology, GO)
oraz szlakow metabolicznych Doktorantka stwierdzila, ze biatka obu badanych grup wykazuja
podobienstwo w zakresie glownych funkcji molekularnych (wigzanie czasteczek, aktywnosé
katalityczna), proceséw biologicznych, w tym zwigzanych z lokalizacja czasteczek, oraz klas bialek
(transportowych/no$nikowych). Jednoczesnie w grupie o obnizonej ruchliwosci plemnikow
odnotowata wigkszy udziat biatek zwigzanych z lokalizacja czasteczek. Doktorantka ponadto w obu
badanych grupach zidentyfikowata istotne wzbogacenie szlakow metabolizmu kwasu arachidonowego
(PTGDS i GPX5) oraz syntezy hormonow tarczycy (GPX5 i ALB). W grupie o dobrej ruchliwosci
plemnikéw wykazata wzbogacenie szlaku sygnalowego Hippo (ACTB, AFP) oraz szlakéw
metabolicznych (PTGDS, GALNT6, GPXS5, ALPL), natomiast w grupie o obnizonej ruchliwo$ci —
szlakow metabolizmu cholesterolu (NPC2) i glutationu (GPXS).

Za wazny element badan uzna¢ nalezy analize zalezno$ci pomiedzy wzgledna zawarto$cia
biatlek a poszczegodlnymi parametrami ruchliwosci plemnikoéw najadrzowych. Interesujace jest, ze
w przypadku biatek wspolnych dla obu badanych grup istotng dodatnig zaleznos$¢ stwierdzono jedynie
pomigdzy zawarto$cig alfa-fetoproteiny (AFP) a odsetkiem plemnikéw poruszajacych sie z mata
predkoscig (SLOW). W grupie o dobrej ruchliwosci plemnikéw istotne dodatnie korelacje stwierdzono
migdzy innymi pomiedzy zawarto$cig cztonka 6 rodziny biatek zawierajacych domene rekrutacji
kaspaz (CARDG6) a usredniong predkoscia ruchu plemnika (VAP), a takze ujemne korelacje pomigdzy
zawarto$cig fosfatazy alkalicznej (ALPL) a wspotczynnikiem prostoliniowosci ruchu (STR) oraz
pomiedzy zawartoscig olfaktomedyny 4 (OLFM4) a wspolczynnikami prostoliniowosci 1 liniowosci
ruchu (odpowiednio STR i LIN). W przypadku biatek zidentyfikowanych jako specyficzne dla grupy
0 obnizonej ruchliwosci plemnikow stwierdzono wylacznie ujemne istotne zaleznos$ci korelacyjne,
ktore wystepowaly pomigdzy zawartoScia homologa biatka Boule wiazacego RNA (BOLL)
aamplituda bocznych wychylen gltowki plemnika (ALH) oraz pomiedzy zawarto$cig bialka
zawierajagcego domeng cystatyny (LOC607874) a usredniong predkoscig ruchu plemnika (VAP)
i predkoscig ruchu po linii prostej (VSL).

W ostatniej czg¢éci omawianego rozdziatu Autorka przedstawila wyniki drugiego zadania
badawczego, zrealizowanego w publikacji 3, ktorego celem bylo wytypowanie potencjalnych
markerdw procesow starzenia si¢ najadrza psa. Doktorantka, po przeprowadzeniu analizy zmian
w proteomie ptynu ogona najadrza w zaleznosci od wieku samca, wykazata zroznicowanie jego sktadu
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biatkowego pomiedzy badanymi grupami. U pséw mlodych zidentyfikowala 121 biatek
wystepujacych wylacznie w tej grupie, natomiast w grupach psow dorostych i starszych odpowiednio
122 1 56 biatek. We wszystkich trzech badanych grupach zidentyfikowano 48 wspolnych bialek,
sposrod ktorych 7 — albuming (ALB), karboksyloesteraze SA (CES5A), wydzielnicza peroksydaze
glutationowa najadrza (GPXS), laktotransferyne (LTF), wewnatrzkomorkowy transporter cholesterolu
typu C2 (NPC2), plastynge 3 (PLS3) oraz syntaze prostaglandyny D2 (PTGDS) — wytypowano do
dalszej analizy na podstawie kryterium wystgpowania biatka u ponad 50% samcow w kazdej
z badanych grup. Pordwnawcza analiza potilosciowa tych biatek, oparta na pomiarze intensywnosci
sygnatlu MS, wykazata wystepowanie istotnych réznic w ich zawartosci wzglednej pomiedzy grupami
wiekowymi w przypadku ALB, GPX5 oraz PTGDS. Najwyzsza zawarto$¢ wszystkich trzech biatek
stwierdzono w grupie ps6w dorostych, przy czym istotne statystycznie réznice dotyczyly jedynie
porownania z grupg pséw miodych. Podobnie jak w przypadku pierwszego zadania badawczego,
uzyskane wyniki zweryfikowano technika Western blot. Doktorantka potwierdzita rezultaty otrzymane
dla ALB i PTGDS, wykazujac ponadto, ze zawartos¢ ALB roznita si¢ istotnie pomiedzy wszystkimi
grupami wiekowymi, natomiast zawarto§¢ PTGDS — roéwniez pomigdzy grupami pséow miodych
1 najstarszych. Najnizsza zawarto$¢ obu biatek zaobserwowano w ptynie najadrzowym mtodych pséw.
Z kolei w przypadku GPXS5, odmiennie niz wynikalo z analizy proteomicznej, najnizszg zawartos¢
tego biatka stwierdzono w grupie pséw dorostych, ktora réznita si¢ istotnie od grupy psow
najstarszych charakteryzujacej si¢ najwyzsza zawarto$cia GPXS. Dla tego biatka istotne roznice
wystepowaly ponadto pomigdzy grupami psow miodych i najstarszych. Przyczyny powyzszych
rozbieznosci pozostaja niejasne i wymagaja wyjasnienia w przysztych badaniach. Jak wskazuje
Doktorantka, moga one wynikac¢ ze specyfiki obu zastosowanych metod.

Zidentyfikowane w plynie ogona najadrza trzy biatka — ALB, GPX5 oraz PTGDS — ktérych
zawarto$¢ roznicowata badane grupy wiekowe, Doktorantka wytypowata jako potencjalne markery
molekularne zmian zwigzanych z procesami starzenia si¢ najadrza psa. Funkcje tych biatek, zwigzane
migdzy innymi z utrzymaniem homeostazy oksydoredukcyjnej, oraz przeanalizowane sieci interakcji
biatko-biatko (baza STRING) wykorzystata do interpretacji uzyskanych wynikow. W przypadku
GPX5 wykazata powigzania z innymi cztonkami rodziny peroksydaz glutationowych (GPX1, GPX2,
GPX3, GPX6 1 GPX8) oraz biatkami zaangazowanymi w regulacj¢ stresu oksydacyjnego, w tym
z reduktazg glutationowag (GSR), syntetaza glutationowa (GSS) i peroksyredoksyna 6 (PRDX6).
W przypadku PTGDS stwierdzita natomiast powigzania z innymi biatkami szlaku syntezy
prostaglandyn (PTGS1, PTGS2, PTGES, PTGES2, HPGDS) oraz przedstawicielami rodziny lipokalin
(LCNL1, LCN9, LCN10).

Doktorantka wskazata, ze u mtodych psow systemy ochronne oparte na ALB, GPX5 i PTGDS
moga nie by¢ jeszcze w pelni rozwinigte, natomiast zwickszona zawarto$¢ tych bialek w ptynie
najadrzowym w grupie pséw dorostych moze wigzaé si¢ z ich rolag w zapewnieniu optymalnej ochrony
plemnikéw w okresie najwigkszej aktywnosci rozrodczej samcow. Z kolei zmiany zawartosci tych
bialek obserwowane u najstarszych psow moga odzwierciedla¢ odpowiedz kompensacyjng zwigzang
z nasileniem stresu oksydacyjnego towarzyszacego procesom starzenia.

Ponadto Doktorantka stwierdzita podobienstwo glownych funkcji molekularnych i procesow
biologicznych (analiza GO) biatek zidentyfikowanych w trzech badanych grupach wiekowych, przy
czym udziat procentowy biatek przypisanych do poszczegolnych kategorii wykazywal zroznicowanie
pomiedzy grupami. W kazdej z nich dominowaly bialka zwigzane z aktywnoS$cig katalitycznag,
wigzaniem czasteczek i aktywnos$cia antyoksydacyjng, natomiast w zakresie procesow biologicznych
— bialka zwigzane z lokalizacja czasteczek i procesami komoérkowymi. W grupach pséw dorostych
i starszych wykazano obecno$¢ funkcji regulatora aktywnosci translacji oraz regulatora funkcji
molekularnych, a wudzial bialek przypisanych do aktywnos$ci antyoksydacyjnej byt nizszy
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w poréwnaniu z grupg miodych samcoé6w. Ponadto wylacznie w grupach psow dorostych i starszych
stwierdzono obecnos$¢ biatek zwigzanych z procesami rozrodczymi. Wyniki te wskazywa¢ mogg na
zmiany funkcjonalne w $rodowisku plemnikéw najadrzowych zachodzace wraz z wiekiem samca.

Uzupehlieniem analiz poréwnawczych zwigzanych z wiekiem bylo réwniez okre$lenie
zalezno$ci pomigdzy zawarto$cig wytypowanych potencjalnych markeréw biatkowych (ALB, GPXS5
1 PTGDS) a parametrami ruchliwo$ci plemnikow najadrzowych. Zwroci¢ nalezy uwage, ze istotne
statystycznie zwigzki korelacyjne wskazywaly na silne lub bardzo silne zalezno$ci pomiedzy
badanymi parametrami (przy warto$ciach bezwzglednych wspolczynnika korelacji rang Spearmana
wynoszacych od 0,68 do 1,00). W grupie pséw miodych obejmowatly one dodatnia korelacje
pomiedzy zawartosciag GPX5 a odsetkiem plemnikow poruszajacych si¢ z duza predkosciag (RAPID)
oraz ujemng korelacje z odsetkiem plemnikéw nieruchomych (STATIC). W grupie pséw dorostych
stwierdzono ujemng korelacje pomiedzy zawartoscia GPX5 a ruchliwoscig catkowita (TMOT),
natomiast zawarto§¢ ALB korelowata ujemnie z odsetkiem plemnikoéw poruszajacych si¢ z mala
predkoscia (SLOW) i dodatnio z odsetkiem plemnikéw nieruchomych (STATIC). Z kolei w grupie
najstarszych pséw wykazano dodatnig korelacj¢ pomigdzy zawartoscig GPX5 a odsetkiem plemnikoéw
poruszajacych sie z mata predkoscia (SLOW) oraz ujemng korelacje pomiedzy zawartoscia PTGDS
a predkoscig krzywoliniowg ruchu plemnikow (VCL).

Rozdzial ,,Podsumowanie i wnioski” Autorka zredagowata w postaci opisowej i graficznej
oraz w formie wypunktowanego zestawienia 8 wnioskow wynikajacych ze zrealizowanych badan.
Z zastrzezeniami przedstawionymi w dalszej czgéci recenzji tre$¢ calego rozdzialu nawigzuje do
uzyskanych wynikéw i jest zgodna z postawionymi w dysertacji celami i hipotezami. Wnioski
konczace rozprawe odnosza si¢ do najwazniejszych aspektow przeprowadzonych badan i zasadniczo
sg sformutowane poprawnie, jednak w mojej opinii niektére z nich wymagaja niewielkiego
przeredagowania i doprecyzowania.

W ramach obowigzkdéw recenzenta oraz majgc na uwadze, ze prace naukowe wchodzace
w sktad dysertacji byty juz oceniane w procesie wydawniczym, ponizej przedstawi¢ niektore kwestie
oraz sugestie, ktore nasungty mi sie po zapoznaniu si¢ z calo$cia rozprawy doktorskie;j:

e W publikacji 3 zamieszczono komentarz o ograniczeniach przeprowadzonych badan, w tym
niewielkiej liczebno$ci badanej grupy. Ze wzgledu na brak informacji prosz¢ o wyjasnienie,
ile probek (samcow) ostatecznie uwzgledniono w analizach poréwnawczych po zastosowaniu
kryterium wystepowania biatka u ponad 50% samcow w kazdej z badanych grup?

e W pracy, publikacjach oraz materiatach uzupelniajacych brakuje informacji dotyczacych
sposobu przygotowywania materialu pobranego z najadrza do oceny ruchliwosci plemnikow
(np. jakie medium wykorzystano, jaki byt stopien rozrzedzenia zawiesiny plemnikow, itp.?).
Ponadto, pomimo ze parametry ruchliwos$ci wykorzystano w analizie korelacji z zawartoscia
wybranych bialek plynu najadrzowego, w pracy nie przedstawiono wynikdw oceny
ruchliwosci plemnikéw dla grup wiekowych — ich zamieszczenie pozwolitoby ocenié, czy
i w jakim stopniu wiek samca wigzal si¢ ze zmianami parametréw ruchliwosci plemnikow.

e Rozdzial ,,Podsumowanie i wnioski” nie pozostaje w pelni proporcjonalny pod wzgledem
objetosci do wcezesniejszych czesci rozprawy. Obejmuje on 5 stron, wraz z rycing, podczas
gdy rozdzial ,,Wyniki i omowienie” liczy 6 stron. W mojej ocenie niektore tresci zawarte
w podsumowujacej czesci pracy majg charakter interpretacji i dyskusji uzyskanych wynikow,
a zatem powinny zostaé przedstawione w rozdziale ,,Wyniki i omdwienie”, w ktorym Autorka
skoncentrowata si¢ przede wszystkim na prezentacji uzyskanych danych. Ponadto
przeniesienie czesci tych tresci do rozdziatu ,,Wyniki i omowienie” pozwolitoby zachowac



wieksza spojnos¢ strukturalng rozprawy, a podsumowanie pracy mogloby wowczas przyjaé
bardziej syntetyczng forme.

e  Wnioski/stwierdzenia; pkt 6: ,,Stwierdzono, ze proces starzenia si¢ najadrza wplywa na
zmiany ekspresji wybranych bialek...” — sformutowanie nieprecyzyjne i zbyt daleko idace —
mogloby by¢ np.: ,,Uzyskane wyniki wskazuja na zalezne od wieku zmiany wzglednej
zawarto$ci wybranych bialek...”; pkt 7: ,,Zidentyfikowane biomarkery...” — powinno by¢:
»Zidentyfikowane potencjalne biomarkery...” oraz doprecyzowane, jakie?, czego?; pkt 8:
»Wyniki badan rozszerzaja wiedz¢” — niefortunne sformulowanie — powinno by¢ np.:
,Uzyskane wyniki poszerzaja wiedzg...”.

e W zakresie uzyskanych wynikow: interesujace jest wystgpowanie lub brak wystepowania
fosfatazy alkalicznej w badanych grupach (publikacja 2 i 3) — prosz¢ o wyjasnienie.

e Interesuje mnie opinia Autorki w kwestii zaleznosci miedzy wewnatrzgatunkowym
zréznicowaniem pod wzgledem masy ciata i rasy a tempem starzenia si¢ psow. Czy podjeto
probe analizy uzyskanych wynikow z uwzglednieniem masy ciala samca?

e Str. 17: ,nasienic najadrzowe” — chociaz sformulowanie jest stosowane, jest ono
nieprecyzyjne.
e  Str. 20: hipoteza badawcza nr 4 — ,,...moga by¢...” powinno by¢: ,,...sa...”.

e Str. 26: ,,Funkcje najwazniejszych bialek obejmowaty poprawe kapacytacji plemnikéw...” —
niejasne sformulowanie ,,poprawa kapacytacji”.
e Str. 29: ,Potwierdzono istotne statystycznie réznice w zawartosci ALB miedzy trzema

grupami eksperymentalnymi...” — jesli ,,potwierdzono”, to powinno by¢: ,miedzy dwiema
grupami” (lub ,,Wykazano...mi¢dzy trzema grupami...”).

e Str. 30: ,Potwierdzono rozklad poziomoéw zawartosci PTGDS...” — sformulowanie
nieprecyzyjne.

e Parametr MEDIUM i okreslenie ,,subpopulacja plemnikoéw charakteryzujaca si¢ ruchem
srednim” — sugeruj¢ stosowanie: ,,subpopulacja plemnikéw poruszajacych si¢ ze S$rednig
predkoscig” lub ,,subpopulacja plemnikow o $redniej predkosci ruchu”.

e W numeracji stron nie uwzgledniono strony tytutowej oraz dwoch kolejnych stron.

Podsumowujac, wyrazone powyzej zastrzezenia oraz sugestic majg charakter uwag
korekcyjnych i nie umniejszaja w zaden sposob warto$ci merytorycznej dysertacji doktorskiej. Praca
stanowi warto§ciowe opracowanie naukowe, ktore w calosci oceniam pozytywnie. Jest rozwigzaniem
postawionego problemu badawczego i1 jednoczeSnie dowodem ugruntowanej wiedzy Autorki
w zakresie biologii rozrodu, proteomiki oraz molekularnych aspektow funkcjonowania najadrza.
Charakteryzuje si¢ dobrym poziomem merytorycznym, a zastosowane podej$cie badawcze jest
adekwatne do zalozonych celéw. Przeprowadzone przez Doktorantk¢ badania majg charakter
nowatorski, zarowno w aspekcie podejmowanej tematyki, jak i wykorzystania nowoczesnych narzgdzi
proteomicznych i bioinformatycznych. Badania te wnoszg istotny wklad w poznanie zaleznosci
pomigdzy proteomem pltynu ogona najadrza a funkcjonalno$cig plemnikow, a takze w poznanie
molekularnych podstaw zmian zachodzacych w §rodowisku najadrza psa wraz z wiekiem. Podkresli¢
nalezy, ze badania Autorki dostarczyty rowniez pierwszych danych dotyczacych identyfikacji wielu
biatek tworzacych §rodowisko pltynu ogona najadrza psa.

Za istotne naukowo-poznawcze, a takze praktyczne zalety pracy uznaje migdzy innymi
wytypowanie biatek ALB, GPX5 i PTGDS jako potencjalne biomarkery jakosci plemnikow i funkcji
najadrza psa oraz wykazanie zwigzku pomiedzy sktadem proteomicznym plynu ogona najadrza
a parametrami ruchliwosci plemnikow. Istotnym elementem pracy jest rowniez analiza zaleznych od



wieku zmian wzglednej zawartoéci wybranych biatek, ktéra wskazuje na mozliwe modyfikacje
érodowiska najadrza towarzyszace procesowi starzenia si¢ samcow. W calosci oceniana dysertacja
stanowi spdjne opracowanie, poszerzajace wiedz¢ na temat molekularnych mechanizmow
funkcjonowania najadrza psa oraz dostarczajgce nowych danych, ktére moga stanowi¢ punkt wyjécia
do dalszych badan podstawowych i aplikacyjnych w zakresie biologii rozrodu samcow.

Stwierdzam, ze przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Aleksandry
Cichowskiej-Likszo pt. ,,Bialkowe markery jako$ci nasienia majadrzowego psa” odpowiada
wymogom stawianym rozprawom doktorskim okre§lonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pézn. zm.) i na tej
podstawie wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Cichowskiej-Likszo
do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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