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1. Imie i nazwisko

Monika Fraczek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem miejsca i roku ich
uzyskania wraz z tytulem rozprawy doktorskiej

16.07.1997 — magister analityki medycznej; Akademia Medyczna im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu. Tytul pracy magisterskicj: ,,Wplyw zwigzkow polifenolowych na
aktywnos$¢ mikrosomalnych monooksygenaz”. Promotor: dr Jerzy Gnojkowski.
Praca zajeta 1 miejsce w 33. Konkursie Prac Magisterskich Wydzialu
Farmaceutycznego AM w Poznaniu.

07.02.2006 — doktor nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna; Instytut Genetyki
Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Stan
zapalny w meskim uktadzie rozrodczym a metabolizm tlenowy plemnikow”.
Promotor: prof. dr hab. med. Maciej Kurpisz

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1997-1998 Zaktad Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
Wolontariat

1998-1999 Zaktad Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
Studium doktoranckie przy Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu

1999-2003 Zaktad Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
Stanowisko: asystent

2003-2007 Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
Stanowisko: asystent

2008-nadal Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
Stanowisko: adiunkt

4. Dorobek naukowy

Moj dorobek naukowy obejmuje tgcznie 38 publikacji naukowych, w tym:

e 22 prace oryginalne; w 9 pracach jestem pierwszym autorem, w 2 drugim autorem na prawach
pierwszego, w 4 drugim autorem,

e 8 prac przegladowych; w 4 pracach jestem pierwszym autorem,

e 7 rozdziatow w ksigzkach; w 4 rozdziatach jestem pierwszym autorem,

e 1 praca redakcyjna.

Jestem autorem 18 komentarzy publikowanych on-line dla grupy Faculty of 1000 in Medicine.
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Jestem takze autorem 83 doniesien konferencyjnych, w tym:

e 42 doniesienia mi¢dzynarodowe (19 doniesien ustnych)

e 41 doniesienia krajowe (30 doniesien ustnych)

Laczny Impact Factor opublikowanych prac wedtug listy Journal Citation Reports (JCR) zgodnie
z rokiem opublikowania: 61,408 (w tym 31,708 prac z pierwszym autorstwem).

Laczna liczba punktow MNISW: 671 (w tym 334 prac z pierwszym autorstwem)
Liczba cytowan wedtug bazy Web of Science (WoS): 378
Liczba cytowan (bez autocytowan) wedhug bazy Web of Science (WoS): 316

Index Hirscha wedtug bazy Web of Science (WoS): 11
Dane z dnia 31.08.2016

5. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

5.1. Tytul osiagni¢cia naukowego

MECHANIZMY PATOGENETYCZNE INFEKCJI BAKTERYJNYCH W NASIENIU
LUDZKIM. POTENCJALNE BIOMARKERY ZAPALNE W NASIENIU.

Podstawg ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego jest cykl 6 publikacji (w tym 5 prac
oryginalnych i 1 praca przegladowa)

Prace oryginalne:

1. Fraczek M, Piasecka M, Gaczarzewicz D, Szumala-Kakol A, Kazienko A, Lenart S,
Laszczynska M, Kurpisz M. Membrane stability and mitochondrial activity of human-
ejaculated spermatozoa during in vitro experimental infection with Escherichia coli,
Staphylococcus haemolyticus and Bacteroides ureolyticus. Andrologia. 2012, 44:315-329
(IF=1,748; MNiSW=15)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan i1 zaplanowaniu
uktadu doswiadczalnego, zbieraniu materiatu biologicznego do badan, wykonaniu badan
seminologicznych, wspotudziale w opracowaniu i wykonaniu badan molekularnych,
wspoludziale w opracowaniu i interpretacji uzyskanych wynikow badan, wspotudziale
W przygotowaniu pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu. Moj udzial procentowy szacuje
na 55%.

2. Fraczek M, Wiland E, Piasecka M, Boksa M, Gaczarzewicz D, Szumala-Kakol A, Kolanowski
T, Beutin L, Kurpisz M. Fertilizing potential of ejaculated human spermatozoa during in vitro
semen bacterial infection. Fertil Steril. 2014, 102:711-719.e1. (IF=4,590; MNiSW=45)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badarn i zaplanowaniu

uktadu doswiadczalnego, zbieraniu materiatu biologicznego do badan, wspotudziale w wyko-
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naniu badan seminologicznych, wspotudziale — w opracowaniu i wykonaniu badan
molekularnych, opracowaniu i interpretacji uzyskanych wynikow badan, przygotowaniu
pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 75%.

Fraczek M, Hryhorowicz M, Gaczarzewicz D, Szumala-Kakol A, Kolanowski T, Beutin L,
Kurpisz M. Can apoptosis and necrosis coexist in ejaculated human spermatozoa during in vitro
semen bacterial infection. J Assist Reprod Genet. 2015, 32:771-779 (IF=1,858; MNiSW=20)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
uktadu doswiadczalnego, zbieraniu materiatu biologicznego do badan, wspotudziale w wyko-
naniu badan seminologicznych, wspotudziale w opracowaniu i wykonaniu badan
molekularnych, opracowaniu i interpretacji uzyskanych wynikow badan, przygotowaniu
pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 80%.

Fraczek M, Hryhorowicz M, Gill K, Zarzycka M, Gaczarzewicz D, Jedrzejczak P, Bilinska B,
Piasecka M, Kurpisz M. The effect of bacteriospermia and leukocytospermia on conventional
and nonconventional semen parameters in healthy young normozoospermic males. J Reprod
Immunol. 2016 (http://dx.doi.org/doi:10.1016/j./jri.2016.08.006) (1F=3,202; MNiSW=30)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan i1 zaplanowaniu
uktadu doswiadczalnego, wspotudziale w zbieraniu materiatu biologicznego do badan,
wspoludziale w wykonaniu badan seminologicznych, wspotudziale w opracowaniu i wykonaniu
badar molekularnych, opracowaniu i interpretacji uzyskanych wynikow badan, przygotowaniu
pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 75%.

Piasecka M", Fraczek M’, Gaczarzewicz D, Gill K, Szumala-Kakol A, Kazienko A,
Laszczynska M, Lenart S, Beutin L, Kurpisz M. Novel morphological findings of human sperm
removal by leukocytes in in vivo and in vitro conditions: preliminary study. Am J Reprod
Immunol. 2014, 72(4):348-358 (IF=2,438; MNiSW=30)

"Rowny wklad autorow

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na wspotudziale w opracowaniu koncepcji badan
i zaplanowaniu wukfadu doswiadczalnego, zbieraniu materiatu biologicznego do badan,
wykonaniu badarn seminologicznych, wspotudziale w opracowaniu i wykonaniu badan
morfologicznych przeprowadzonych w mikroskopie swietlnym i skaningowym, wspotudziale
W interpretacji uzyskanych wynikow badan, wspotudziale w przygotowaniu pierwszej
I ostatecznej wersji manuskryptu. Mo;j udziat procentowy szacuje na 40%.

Praca przegladowa:

6.

Fraczek M, Kurpisz M. Mechanisms of the harmful effects of bacterial semen infection on
ejaculated human spermatozoa: potential inflammatory markers in semen. Folia Histochem
Cytobiol. 2015, 53: 201-217 (IF=1,060; MNiSW=15).

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wykonaniu przeglgdu literatury, przygotowaniu
pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu. Moy udziat procentowy szacuje na 95%.
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Laczny Impact Factor prac zglaszanych jako osiagnigcie zgodnie z rokiem opublikowania wynosi
14,896; MNiSW=155

Wyniki zawarte w publikacjach wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego uzyskano w ramach
realizacji projektu badawczego Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego nr N N407 283539,
ktorego bytam kierownikiem oraz cze$ciowo z projektu rozwojowego Narodowego Centrum Badan
i Rozwoju nr N R13 0066 06, ktorego bytam gtéwnym wykonawca.

5.2. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Wedtug najnowszych danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), problem nieptodnosci
dotyczy okoto 15% par starajacych si¢ o potomstwo. W blisko 50% wszystkich przypadkow,
czynnikiem odpowiedzialnym za trudnosci w prokreacji jest tzw. czynnik meski. U mezczyzn,
przyczyny obnizonej ptodnosci sg dos¢ liczne i obejmuja: wady genetyczne, wrodzone, rozwojowe,
zaburzenia hormonalne, immunologiczne, stany zapalne oraz czynniki srodowiskowe. Pomimo
znajomosci wielu przyczyn nieptodnosci meskiej, obecnie uprawiana diagnostyka andrologiczna az
w 20-30% mezczyzn nie pozwala ustali¢ czynnika etiologicznego. Wobec intensywnego rozwoju
technik wspomaganego rozrodu, opracowanie nowych algorytméw diagnostyki i terapii meskiej
nieplodnosci jest wyzwaniem dla wspodtczesnej andrologii. Dlatego tez, wysitki badaczy

koncentruja si¢ na poszukiwaniu nowych nieinwazyjnych markeréw plodnosci.

Badanie nasienia, obok badania andrologicznego i wywiadu klinicznego, wciaz jest podstawowym
narzedziem oceny czynnika mgskiego nieptodnosci, chociaz mozliwosci konwencjonalnej analizy
seminologicznej sa mocno ograniczone i nie pozwalajag na ocen¢ zdolnosci plemnikéw do
zaptodnienia komorki jajowej. Staba warto$¢ predykcyjna obecnie stosowanych testow
seminologicznych moze wynika¢ z braku adekwatnej oceny struktur subkomoérkowych plemnika,
decydujacych o jego funkcji biologicznej, ktore obejmuja ocen¢ Stanu integralnosci bton
komorkowych, aktywnos$ci mitochondriow oraz integralnosci plemnikowego DNA. W tym
konteks$cie, wnikliwe poznanie defektow plemnika moze otworzy¢ nowe mozliwosci diagnostyczne
| terapeutyczne w uposledzonej ptodnosci meskiej, a testy pozwalajgce na ocene struktury i funkcji
poszczegolnych organelli plemnikowych sg obecnie w toku opracowan na caltym $wiecie.

W ostatnich latach zwraca si¢ uwage na wzrost czestosci (>15%) wystepowania ostrych
I przewlektych stanéw zapalnych w meskim uktadzie moczowo-piciowym u mezczyzn z zaburzong
ptodnoscig. Z obserwacji klinicznych wynika, ze ponad potowa pacjentéw leczonych metodami
wspomaganego rozrodu ma histori¢ stanu zapalnego. Lokalne stany zapalne u me¢zczyzny zwykle
wystepuja bezobjawowo, a kliniczne skutki ich dziatania maja miejsce dopiero po czasie i czgsto
bez uchwytnej przyczyny, trudnej do identyfikacji w obecnie prowadzonej diagnostyce
andrologicznej. Co wigcej, rzadko obejmuja tylko jeden gruczol, co dodatkowo utrudnia ich
diagnostyke i wlasciwa terapie. W licznych pracach eksperymentalnych i klinicznych
potwierdzono, Ze proces zapalny moze ogranicza¢ plodno$¢ poprzez hamujacy wplyw na
spermatogeneze, moze tez uszkadza¢ funkcje dojrzatych gamet, a nawet powodowac¢ niedroznos¢
struktur wyprowadzajacych nasienie. Zdecydowana wigkszo$¢ ostrych i przewleklych zapalen
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w meskim ukladzie moczowo-ptciowym ma podiloze infekcyjne, a gléwnym czynnikiem
etiologicznym jest czynnik bakteryjny.

Jakkolwiek Kliniczne znaczenie infekcji bakteryjnych i ich wpltyw na obnizenie ptodnosci meskiej
sa powszechnie znane, to etiopatogeneza tych zaburzen, jak réwniez niekorzystne dziatanie
poszczegbdlnych typoéw 1 gatunkow bakterii na gamety meskie sg wcigz stabo udokumentowane.
Wigkszos¢ danych literaturowych ujawniajacych negatywny wptyw bakterii na ptodno$¢ meska
dotyczy szczepdéw patogennych tj. Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Ureaplasma urealyticum i Mycoplasma hominis. Wsrod niekorzystnych skutkéw laczonych
z dzialaniem tych patogenow na plemniki, wymienia si¢ m. in. upos$ledzenie ruchliwosci,
zaburzenia reakcji akrosomalnej oraz prawidtowej morfologii. Najwi¢cej watpliwosci budzi jednak
kliniczna rola bakterii saprofitycznych, czgsto izolowanych z ejakulatow w liczbie patologicznej
w zwigzku z powszechnym problemem bakteryjnej kolonizacji i kontaminacji meskiego uktadu
moczowo-plciowego. Kwestie najbardziej kontrowersyjne dotycza trudno$ci w oszacowaniu
krytycznej liczby bakterii, powyzej ktorej dochodzi do uszkodzenia gamet meskich (poziom
bakteriospermii >1x10° CFU/mL lub >1x10* CFU/mL ejakulatu, wedlug réznych zrodel).
Problemem jest takze brak jednorodnosci w sposobie identyfikacji poszczegodlnych grup
drobnoustrojow w nasieniu, a niektore laboratoria ograniczaja si¢ do posiewOw nasienia, wylacznie
w kierunku bakterii tlenowych.

Infekcje bakteryjne w obrebie meskiego uktadu moczowo-plciowego sa nieodlacznie zwigzane
Z infiltracja aktywowanych leukocytow, gtownie komodrek fagocytarnych, do miejsca toczacego si¢
procesu zapalnego. Tu petnig funkcje¢ pierwszej linii obrony przed patogenami i inicjuja rozwoj
reakcji zapalnej. Postuluje si¢, ze zapalna aktywacja fagocytow zwigzana jest jednoczesnie
z niekorzystng 1 destrukcyjna aktywno$ciag wobec gamet meskich, zwigzang z nagromadzeniem
W otoczeniu plemnikéw duzych ilosci reaktywnych form tlenu (RFT) czy innych aktywnych
biologicznie substancji, takich jak proteazy czy cytokiny. Jakkolwiek, bezposredni wptyw
leukocytospermii  (>1x10° leukocytéow peroksydazo-dodatnich/mL ejakulatu) na zdolno$é
zaptadniajacg plemnikow wcigz jest kwestig kontrowersyjna, zwlaszcza w kontekscie istnienia jej
zwigzku z zaburzeniami plemnikow stwierdzanymi w standardowej analizie seminologicznej. Co
wigcej, W literaturze postulowana jest takze korzystna rola leukocytow zwigzana z eliminacjg
martwych 1 uszkodzonych plemnikow.

Pomimo prowadzonych od lat badan, brak jest przekrojowych opracowan, ktore pozwalaja
zrozumie¢ patofizjologiczny mechanizm odpowiedzialny za szkodliwy wptyw infekcji bakteryjnej
w ukladzie moczowo-ptciowym na ptodnos¢ meska. W dotychczasowych nielicznych pracach
eksperymentalnych i klinicznych sugeruje si¢ udzial apoptozy i stresu oksydacyjnego, jako
potencjalnych mechanizmow odpowiedzialnych za powstawanie meskiej subptodnosci/nieptod-
no$ci zwigzanej z lokalng infekcja bakteryjna. Jednakze do tej pory nie uzyskano pelnego obrazu
zmian w ejakulowanych plemnikach ludzkich, bedacych efektem skoordynowanego dziatania ww.
procesow 1 jednoczesnie charakterystycznych dla poszczegodlnych mediatoréw zapalnych. W tym
kontekscie, prezentowane opracowanie jest ambitne i nowatorskie.
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Gtownym celem podjetych badan byto zatem:

¢ identyfikacja mechanizméw patogenetycznych infekcji bakteryjnych w nasieniu na podstawie
niekonwencjonalnej charakterystyki ejakulowanych plemnikéw ludzkich w warunkach
bakteriospermii i/lub leukocytospermii oraz

e wytypowanie nowych biomarkeréw najbardziej informatywnych dla diagnostyki i pdzniejszej

terapii nieplodnosci zwigzanej z infekcja bakteryjng nasienia.

Cel ten realizowano poprzez jednoczesng i kompleksowg analize struktur subkomorkowych
plemnika, obejmujgcych ocene integralnosci bton komorkowych, aktywno$ci mitochondriow oraz
integralnosci DNA, w $rodowisku bakterii i/lub leukocytéw. Na potrzeby oceny kazdego z tych
mediatoréw z osobna, badania przeprowadzono w dwoch niezaleznych modelach badawczych t;j.
w roznych fazach infekcji bakteryjnej nasienia in situ oraz w autorskim modelu infekcji bakteryjnej
nasienia in vitro, z zastosowaniem szczepow bakteryjnych izolowanych z nasienia reprezento-
wanych przez szczep uropatogenny (E. coli, serotyp O75:NHT) idwa szczepy potencjalnie
patogenne, w tym szczep tlenowy (Staphylococcus haemolyticus) oraz beztlenowy (Bacteroides
urolyticus).

Publikacja nr 1

Fraczek M, Piasecka M, Gaczarzewicz D, Szumala-Kakol A, Kazienko A, Lenart S, Laszczynska M,
Kurpisz M. Membrane stability and mitochondrial activity of human-ejaculated spermatozoa during
in vitro experimental infection with Escherichia coli, Staphylococcus haemolyticus and Bacteroides
ureolyticus. Andrologia. 2012, 44:315-329 (IF=1,748; MNiSW=15)

Waznym etapem rozwoju infekcji bakteryjnej jest przyleganie (adhezja) bakterii do powierzchni
komorek gospodarza. Proces ten zachodzi przy udziale powierzchniowych struktur drobnoustrojow
— adhezyn, ktore oddzialuja ze specyficznymi receptorami eksponowanymi na powierzchni
atakowanych komorek. Ilos¢ i rodzaj adhezyn jest swoista dla gatunkdéw, a nawet dla poszczegol-
nych szczepoéw bakterii. Przyleganie bakterii do komoérek somatycznych jest stosunkowo dobrze
poznanym procesem na poziomie molekularnym, jednakze niewiele jest prac poswieconych temu
zjawisku w odniesieniu do gamet meskich. Sugeruje si¢, ze bogata w glikoproteiny i glikolipidy
powierzchnia plemnikow rowniez tworzy receptory specyficzne dla ligandéw bakteryjnych (Monga
and Roberts, 1994; Gallegos-Avila et al., 2009; Kaur and Prabha et al., 2013).

Wyniki badan mikroskopowo-elektronowych pierwszej z prac przedstawionych jako osiggnigcie
naukowe jednoznacznie ujawnily adhezyjne wiasciwosci wszystkich szczepow bakteryjnych
zastosowanych w uktadzie modelowym in vitro, do regionu gtowki, wstawki i witki plemnikow.
Mikrofotografie uzyskane w mikroskopie elektronowym skaningowym potwierdzily, ze kontakt
bakterii z plemnikami byt bezposredni 1 S$cisty. Ujawnily réwniez obecnos¢ plemnikoéw ze
zmianami morfologicznymi na ich powierzchni, zwlaszcza w regionie akrosomu i wstawki.
Szczegdlny rodzaj kontaktu zaobserwowano w przypadku uropatogennego szczepu E. coli.
Komorki tej bakterii taczyly si¢ z plemnikami poprzez wtosowate struktury zwane fimbriami. Dla
serotypu E. coli O75:HNT sa to grozne fimbrie typu P, ktore wigzg si¢ z receptorami
glikolipidowymi komoérek nabtonkowych, zwtaszcza uktadu moczowego.

Strona 7 z 25



dr Monika Fraczek Zatacznik nr 3

W omawianej pracy, ekspozycja ejakulowanych plemnikéw na czynnik infekcyjny w warunkach in
vitro, w zasadniczy sposob wplynela réwniez na obnizenie integralnosci bton komoérkowych
plemnikéw, co wykazano w tescie zywotnosci z zastosowaniem dwoéch fluorochroméw, SYBR-14
I jodku propidyny (PI) oraz poprzez oceng¢ asymetrii fosfolipidow blon w teScie z uzyciem
lipofilnego fluorochromu, merocyjaniny 540. Zaburzeniom tym towarzyszyly defekty
mitochondriéw plemnikow zwigzane z uposledzeniem procesow zaleznych zaréwno od potencjatu
blonowego (test z sondg mitochondrialng JC-1) jak i oksydoredukcyjnego (test cytochemiczny
NADH-NBT) tych organelli komorkowych. Co wigcej, wyniki badan przeprowadzonych
w mikroskopie fluorescencyjnym z zastosowaniem potrojnej kombinacji fluorochroméw SYBR-
14/P1/JC-1 jednoznacznie wykazaty, ze w obecno$ci roznych grup bakterii, spadek integralnosci
bton oraz potencjalu mitochondrialnego moga w plemniku wystepowaé réwnoczesnie.

Podsumowujac, przeprowadzone badania sg unikatowym uzupetnieniem nielicznych doniesien
literaturowych wskazujgcych na powigzanie zmian ultrastrukturalnych ejakulowanych plemnikéw
z procesami degeneracyjnymi zachodzacymi w ich btonach komorkowych. Wyniki uzyskane
W niniejszej pracy po raz pierwszy donosza o szkodliwym wptywie gronkowcoéw koagulazo-
ujemnych i beztlenowych pateczek gram-ujemnych na procesy energetyczne w mitochondriach
gamet meskich. Potgczenie oceny mikroskopowo-elektronowej z defektami molekularnymi
plemnikéw pozwolito na cze$ciowe wyjasnienie mechanizmu bakteryjnej patogenezy, zwigzanego
z adhezja komorek réznych typoéw bakterii do gamet meskich. Obserwacje te po raz kolejny
zwracajg uwage na powazny problem, jakim jest kwestia kolonizacji meskiego uktadu rozrodczego
przez wiele szczepow bakteryjnych.

Publikacja nr 2

Fraczek M, Wiland E, Piasecka M, Boksa M, Gaczarzewicz D, Szumala-Kakol A, Kolanowski T,
Beutin L, Kurpisz M. Fertilizing potential of ejaculated human spermatozoa during in vitro semen
bacterial infection. Fertil Steril. 2014, 102:711-719.el. (IF=4,590; MNiSW=45)

Kolejnym etapem badan bylo znalezienie odpowiedzi na pytanie, czy uszkodzenia bton
komoérkowych plemnikow w czasie infekcji bakteryjnej nasienia mogg bezposrednio wptywac na
ich funkcj¢ biologiczna w warunkach in vitro. Analiza cytometryczna plemnikow wybarwionych
SYBR-14 i PI oraz merocyjaning 540 potwierdzita wczesniejsze wyniki uzyskane
w eksperymentach z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego (publikacja nr 1). Wszystkie
zastosowane W pracy szczepy bakteryjne mialy destrukcyjny wptyw na architekture dwuwarstwy
lipidowej bton, a zmianom tym towarzyszylo obnizenie parametru ruchliwosci plemnikow.
Uzyskane wyniki wskazuja rowniez na silne cytotoksyczne dziatanie Szczepu beztlenowego na
plemniki, niezaleznie od tego czy byl on stosowany samodzielnie czy tacznie z leukocytami.
O zwigzku B. ureolyticus z meskg nieptodno$cig dyskutowano juz na poczatku lat 90. ubieglego
stulecia. Sugerowano, ze sam szczep lub jego toksyny oddzialujag na morfologi¢ plemnikow, ale
patomechanizm byt nieznany (Balmelli et al., 1994).

Powyzsze wyniki znalazty potwierdzenie w tescie hipoosmotycznym (HOS), w ktorym odsetki
plemnikow zywych z prawidlowa integralnoscig blon byty statystycznie obniZzone po inkubacji
z bakteriami, zwlaszcza ze szczepem beztlenowym. Biorac pod uwage fakt, ze hipoosmotyczny test
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pecznienia plemnikéw pozwala okresli¢ nie tylko strukturalng integralno$¢ blon komorkowych, ale
réowniez ich zdolno$¢ do utrzymania wiasciwego gradientu osmotycznego, uzyskane wyniki
w tescie HOS wskazujg na mozliwo$¢ szkodliwego oddziatywania czynnika infekcyjnego nie tylko
na strukturg, ale rowniez na funkcje bton biologicznych plemnikéw. Interesujacym elementem
przeprowadzonych badan byto wykazanie licznych dodatnich korelacji pomig¢dzy odsetkami
zywych plemnikow z zawinietymi witkami poddanych dziataniu medium hipoosmotycznego
i odsetkami plemnikéw =z prawidlowa asymetrig lipidow blon komoérkowych w  tescie
Z merocyjaning 540.

W celu oceny zdolnosci zaptadniajacej plemnikéw W omawianej pracy zastosowano test in vitro
ksenogenicznej penetracji do oocytdow chomiczych (ang. sperm penetration assay, SPA). Ten
funkcjonalny test pozwala w warunkach laboratoryjnych okreslic zdolno$¢ plemnikow do
kapacytacji, reakcji akrosomalnej, fuzji z oolemma oraz dekondensacji wlasnego DNA w cyto-
plazmie oocytu, czyli zdolnos¢ do utworzenia przedjadrzy. Inkubacja plemnikow z poszczegdlnymi
szczepami bakteryjnymi wigzata si¢ ze statystycznie istotnym obnizeniem wartosci testu penetracji
w stosunku do plemnikéw kontrolnych. Odsetek penetrowanych oocytow dodatkowo obnizat si¢ po
tacznej inkubacji plemnikow z bakteriami i leukocytami. Efekt ten najsilniej zaznaczyl sie
W obecnosci szczepu beztlenowego, niezaleznie od tego czy byt zastosowany sam czy w kombinacji
z leukocytami.

Uzupetnieniem kompleksowej oceny stanu uszkodzenia blon komorkowych plemnikow w badane;
pracy byla ocena stopnia peroksydacji lipidow bton poprzez oznaczanie stezenia dialdehydu
malonowego (ang. malondialdehyde, MDA) w lizatach plemnikowych. Zgodnie z przewidywa-
niami, ekspozycja plemnikow na czynnik infekcyjny in vitro w zasadniczy sposob wptyneta na
procesy peroksydacje lipidow blon tych komorek, cho¢ najsilniejszy destrukcyjny wptyw
zanotowano w obecno$ci leukocytow. Obserwowane wysokie stezenia MDA w mieszaninie ko-
inkubacyjnej plemnikow i leukocytow, najprawdopodobniej byty naturalng konsekwencja wysokich
poziomow RFT produkowanych przez aktywowane leukocyty, co potwierdzaja wczesniejsze
badania wtasne (Fraczek et al., 2007). Skutkiem dziatania stresu oksydacyjnego w $rodowisku
leukocytow byta obserwowana w pracy obnizona zdolno$¢ plemnikéw do penetracji i fuzji
z komorka jajowa.

Podsumowujac, niniejsza publikacja jest pierwszym doniesieniem, w ktorym skorelowano
subkomoérkowe zmiany w blonach biologicznych plemnikow zachodzacych w czasie infekeji
bakteryjnej nasienia z ich potencjatem rozrodczym. Uszkodzenie asymetrii dwuwarstwy lipidowej
bton komorkowych plemnikow wydaje si¢ by¢ gldéwna przyczyng zmian degeneracyjnych, ktore
mozna przypisa¢ zardwno bakteriom patogennym, jak i potencjalnie patogennym, jednoczes$nie
krytycznych dla ich funkcji biologicznej. Obecnos¢ leukocytow w nasieniu nasila procesy
peroksydacyjne w btonach biologicznych plemnikéw do poziomoéw, przy ktdrych moze doj$¢ do
obnizenia ich zdolnosci do penetracji komoérek jajowych. W §wietle uzyskanych wynikow, ocena
asymetrii rozktadu fosfolipidow bton komoérkowych plemnikéw moze by¢é wazng informacja dla
prognozy szans na zaptodnienie i moze stanowi¢ znaczacy krok w kierunku ustalenia nowych
algorytmow diagnostycznych infekcji bakteryjnych w meskim uktadzie moczowo-piciowym.
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Publikacja nr 3

Fraczek M, Hryhorowicz M, Gaczarzewicz D, Szumala-Kakol A, Kolanowski T, Beutin L, Kurpisz
M. Can apoptosis and necrosis coexist in ejaculated human spermatozoa during in vitro semen
bacterial infection. J Assist Reprod Genet. 2015, 32:771-9 (IF=1,858; MNiSW=20)

Obiecujgce wyniki obserwacji mikroskopowych oraz analiz z uzyciem cytometrii przeptywowej,
dotyczace zywotnosci, asymetrii lipidow blon oraz blonowego potencjatu mitochondrialnego
plemnikéw (publikacje nr 1 i 2), zwrocily uwage na udziat procesu apoptozy i nekrozy gamet
meskich w  patogenezie infekcji bakteryjnej nasienia. Jakkolwiek apoptoza w nabtonku
plemnikotworczym jest naturalnym procesem regulujacym liczbe plemnikdéw na wszystkich etapach
ich rozwoju i jednym z mechanizmoéw eliminowania plemnikéw nieprawidtowych, to apoptoza
wysoko wyspecjalizowanych gamet mgskich jest przedmiotem wielu kontrowersji co do jej
przebiegu i istnienia, a opinie czegsto sa sprzeczne. Wedlug najnowszej teorii, dojrzate plemniki
znajduja si¢ w stanie gotowo$ci poddania si¢ apoptozie, ktéra przebiega na drodze
wewnatrzkomoérkowej, uruchamianej przez wzrost produkcji RFT w tancuchu mitochondrialnym
(Koppers et al., 2011; Mitchell et al., 2011).

W dojrzatych plemnikach stwierdza si¢ obecno$¢ markerow apoptozy typowych dla komorek
somatycznych. Nieliczne dane literaturowe wskazuja na proapoptotyczny wptyw kilku znanych
patogenoéw na ejakulowane plemniki (Villegas et al., 2005; Satta et al., 2006). W omawianej pracy,
dla pelnej oceny dynamiki procesu obumierania gamet mgskich w §rodowisku zapalnym, po raz
pierwszy przeprowadzono jednoczesng analiz¢ klasycznych wyktadnikow wszystkich etapow
apoptozy (ocena blonowej translokacji fosfatydyloseryny, blonowego potencjalu mitochondrialnego
i fragmentacji DNA), w plemnikach inkubowanych z bakteriami i/lub leukocytami w warunkach in
vitro. Wyniki tych badan wskazuja, ze rézne gatunki bakterii sg silnym bodzcem kierujacym
gamety megskie na droge apoptozy. Zwigkszeniu odsetka plemnikéw  z translokacja
fosfatydyloseryny zawsze towarzyszyt wzrost odsetka plemnikow z fragmentacja DNA, a wyniki
uzyskane w tescie JC-1 jednoznacznie przemawiaja za zaangazowaniem mitochondriow w proces
apoptozy plemnikéw indukowany w $rodowisku zapalnym. Co ciekawe, sposrod badanych
szczepow bakteryjnych, wigkszy efekt proapoptotyczny wykazano w obecno$ci bakterii
kolonizujacych meski uktad moczowo-ptciowy. Obserwowana stabsza ekspresja wszystkich
badanych markeréw apoptozy w obecnosci zastosowanego uropatogenu potwierdzita, ze
patogeniczno$¢ E. coli, szczepu w stosunku do ktorego najlepiej udokumentowano szkodliwy
wplyw na zdolno$¢ zaptadniajacg plemnikow, zalezy od typu serologicznego (Boguen et al., 2014).

Zjawisko translokacji fosfatydyloseryny z wewnetrznej do zewnetrznej warstwy btony komadrkowe;j
jest zwigzane z utratg asymetrii fosfolipidow blon komorkowych. Wyniki uzyskane w tescie
wigzania aneksyny V pozostajg w zgodzie z uzyskanymi wcze$niej danymi dotyczacymi
architektury lipidow bton w tescie z merocyjaning 540 (publikacje nr 1 i 2). Ponadto, wspieraja
hipoteze, iz w ludzkich plemnikach, barwnik merocyjanina 540 jest markerem zmian
degeneracyjnych bton zwigzanych z procesem apoptozy (Muratori et al., 2004; Martin et al., 2005).
Chociaz biologiczne znaczenie blonowej translokacji fosfatydyloseryny zachodzacej w plemnikach
ludzkich nie jest do konca poznane, to wyniki uzyskane w omawianej pracy wskazuja, ze jej wzrost
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w ejakulowanych plemnikach eksponowanych na czynnik infekcyjny jest elementem zmian
zachodzacych w btonie komorkowej plemnikow, zwigzanych z procesem apoptozy.

Dotychczasowe nieliczne prace dotyczace wpltywu infekcji bakteryjnej nasienia na procesy
apoptotyczne dojrzatych gamet meskich najczesciej pomijaly aspekt zaburzen integralnosci DNA.
Z uwagi na naktadanie si¢ apoptozy i nekrozy oraz trudnosci w rozrdznianiu tych dwoch procesow
$mierci komoérek, w omawianej pracy, do badania stopnia fragmentacji DNA plemnikéw W czasie
infekcji bakteryjnej nasienia w warunkach in vitro, zastosowano barwienie TUNEL (ang. terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) wedlug zmodyfikowanego protokotu
z uzyciem dodatkowego barwnika fluorescencyjnego do o0znaczenia zywotnos$ci plemnikoéw
(Mitchell et al., 2011). Pozwolito to na oddzielng oceng stopnia fragmentacji DNA w plemnikach
zywych (efekt apoptozy) i w plemnikach martwych (efekt nekrozy). W zastosowanym modelu
invitro zaobserwowano wzrost odsetka plemnikow z pozytywng reakcja TUNEL, zar6wno
w komorkach zywych jak i martwych. Uzyskane wyniki wyraznie wskazujg na jednoczesng
indukcje apoptozy i nekrozy w ejakulowanych plemnikach w wyniku ich bezposredniego kontaktu
z bakteriami. Rezultaty te sa molekularnym potwierdzeniem wynikéw badan ultrastrukturalnych
innych badaczy, ktorzy obserwowali nieprawidtowe formy plemnikow, zaréwno z cechami
komorek apoptotycznych jak i nekrotycznych, w nasieniu pacjentéw z lokalng infekcja bakteryjna
lub z bakteryjng kontaminacja/kolonizacja w uktadzie moczowo-ptciowym (Collodel et al., 2005;
Moretti et al., 2009).

W niniejszej pracy zaobserwowano takze wpltyw leukocytow na procesy apoptotyczne
i nekrotyczne plemnikow. Analiza porownawcza wynikow uzyskanych dla plemnikow bez i po
inkubacji z leukocytami wykazata bowiem, ze tylko w tescie TUNEL, zarowno w kontekscie
apoptozy jak inekrozy, efekt leukocytow byl statystycznie istotny. Zaobserwowany
proapoptotyczny i pronekrotyczny efekt leukocytow na gamety meskie zalezal od zastosowanego
szczepu i byl najsilniejszy w obecno$ci szczepu B. ureolyticus. Mozna zatem wnioskowaé, ze
poszczegodlne grupy i typy bakterii z r6zng silg aktywuja leukocyty, decydujac o stopniu nasilenia
stresu oksydacyjnego i jego szkodliwym wptywie na plemniki.

Podsumowujac, przeprowadzone badania nie pozostawiajg watpliwosci, ze mediatory zapalne
(bakterie, leukocyty) indukujg zaro6wno apoptoze jak i nekroz¢ w ejakulowanych plemnikach
ludzkich. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze po raz pierwszy udokumentowano proapoptotyczny
I pronekrotyczny wptyw bakterii potencjalnie patogennych na ejakulowane plemniki. Jednak to, czy
gameta meska zostanie skierowana na drogg apoptozy czy nekrozy, prawdopodobnie zalezy od
rodzaju czynnika inicjujacego, czasu ekspozycji 1 indywidualnych predyspozycji na dziatanie stresu
oksydacyjnego. Nie mozna wykluczy¢ wspolnej $ciezki koncowej procesu apoptozy i nekrozy
w plemnikach w czasie lokalnej infekcji bakteryjnej. Wobec uzyskanych w pracy wynikow, nalezy
réowniez wzia¢ pod uwage teori¢ nekrozy jako koncowego etapu procesu apoptozy plemnikow,
indukowanego czynnikiem infekcyjnym. Jakkolwiek wyjasnienie tego zjawiska i zrozumienie
mechanizmu nekrozy w plemnikach wymaga dalszych badan.

Wobec powaznych konsekwencji zwigkszonej fragmentacji DNA w zywych plemnikach (obnizenie
zdolnoséci plemnikow do zaplodnienia, obnizenie mozliwos$ci dekondensacji genomu plemnika
w komorce jajowej, nieprawidtowy wczesny rozwoj zarodka, zwigkszone ryzyko przeniesienia wad
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genetycznych na potomstwo), otrzymane rezultaty moga stanowi¢ wazng wskazowke praktyczng
dla ustalenia nowych rekomendacji w zakresie przygotowania nasienia do rozrodu wspomaganego,
ukierunkowanych na wykluczenie subklinicznej obecnosci drobnoustrojow podczas Stosowanej
procedury oraz selekcje plemnikoéw bez markerow apoptozy.

Publikacja nr 4

Fraczek M, Hryhorowicz M, Gill K, Zarzycka M, Gaczarzewicz D, Jedrzejczak P, Bilinska B,
Piasecka M, Kurpisz M. The effect of bacteriospermia and leukocytospermia on conventional and
nonconventional semen parameters in healthy young normozoospermic males. J Reprod Immunol.
2016 (http://dx.doi.org/doi:10.1016/j./jri.2016.08.006) (IF=3,202; MNiSW=30)

W kolejnej pracy prezentowanej jako osiggni¢cie naukowe podjgto probe weryfikacji wynikoéw
uzyskanych w modelowym uktadzie infekcji bakteryjnej nasienia w warunkach in vitro (publikacje
nr 1-3) i zaproponowano analiz¢ szerokiego panelu konwencjonalnych (standardowa analiza
seminologiczna) i niekonwencjonalnych (struktury subkomoérkowe plemnikéw) parametrow
W nasieniu me¢zczyzn z bezobjawowa bakteriospermig i/lub leukocytospermig in situ. Oryginalnym
elementem podjetych badan bylo oszacowanie wzajemnych zalezno$ci pomigdzy parametrami
konwencjonalnymi i niekonwencjonalnymi plemnikéw, w celu identyfikacji mechanizmow
odpowiedzialnych za procesy degeneracyjne indukowane w gametach meskich, w roznych fazach
infekcji bakteryjnej nasienia. W dostepnym pismiennictwie naukowym spotyka si¢ rozbieznosci
dotyczace wptywu bakteriospermii i leukocytospermii na dojrzate plemniki, a nieliczne do tej pory
badania Kkliniczne na ten temat, byty przeprowadzone na réznych grupach megzczyzn nieptodnych.
W niniejszej pracy, dla oceny rzeczywistego wplywu bakterii i leukocytow na plemniki, po raz
pierwszy, badania przeprowadzono na nie selekcjonowanej grupie zdrowych mezczyzn w wieku
reprodukcyjnym. Wszyscy uczestnicy badan mieli normozoospermi¢, W zakresie koncentracji,
ruchliwos$ci 1 morfologii plemnikéw, wedlug rekomendacji WHO z 2010 roku (WHO, 2010). Na
podstawie testow weryfikujacych obecno$¢ bakterii lub leukocytow w nasieniu w liczbie
patologicznej, lub tez obu tych czynnikow jednoczesnie, badanych me¢zczyzn kwalifikowano do
jednej z 4 podgrup badawczych: grupy kontrolnej (bez mediatoréw zapalnych) oraz trzech grup
reprezentujacych kolejne fazy infekcji bakteryjnej w nasieniu czyli grupy mezczyzn z izolowang
bakteriospermig (faza 1), z bakteriospermia wspotwystepujaca z leukocytospermia (faza Il) i grupy
z izolowang leukocytospermig (faza I11).

Analiza mikrobiologiczna ejakulatow wykazata znaczne rozpowszechnienie wystepowania
drobnoustrojow (pomimo braku klinicznych wyktadnikéw infekcji) w liczbie patologicznej
przekraczajacej 1x10*/mL. Co wiecej, az u 76% badanych mezczyzn stwierdzono wystepowanie
W nasieniu wi¢cej niz jednego typu drobnoustroju w liczbie patologicznej. Najczesciej izolowano
szczepy bakteryjne rzadko uznawane za patogenne dla plemnikéw, nalezace do grupy
paciorkowcow i gronkowcow koagulazo-ujemnych. Uwage zwraca rowniez fakt, ze obecnos¢
bakterii beztlenowych stwierdzono az w 20% dodatnich posiewoéw. Wyniki te sa zgodne z danymi
uzyskanymi przez nielicznych badaczy, ktorzy w analizie mikrobiomu plazmy nasiennej, z duza
czestoscig identyfikowali gatunki bakterii saprofitycznych, zar6wno w ejakulatach zdrowych
mezczyzn jak i nieptodnych (Hou et al., 2013). W Swietle prezentowanych danych, a takze na
podstawie wynikow uzyskanych w uktadzie modelowym in vitro, kliniczne znaczenie bakterii
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czesto kolonizujacych meski uktad moczowo-plciowy i jednoczesnie uznawanych za potencjalnie
niepatogenne w stosunku do gamet meskich, wciaz pozostaje kwestig otwarta. W aspekcie
praktycznym, uzyskane wyniki wskazuja na konieczno$¢ podjecia krokow w kierunku
ujednolicenia profilu diagnostycznego rutynowej analizy mikrobiologicznej nasienia (potencjalnie
Z wlaczeniem bakterii beztlenowych), zwtaszcza u pacjentow z zaburzong ptodnoscig i kwalifiko-
wanych do leczenia metodami wspomaganego rozrodu.

Bezposredni zwigzek bakteriospermii 1 leukocytospermii z nieprawidlowosciami plemnikéw
stwierdzanymi w standardowej analizie seminologicznej jest szeroko dyskutowany w literaturze,
a opinie czesto wykluczajg si¢ (Gdoura et al., 2007; Domes et al., 2012; Sellami et al., 2014).
W niniejszej pracy zaobserwowano istotne obnizenie koncentracji, ruchliwosci i/lub prawidtowej
morfologii plemnikéw, zardwno w ejakulatach z bakteriospermig jak i leukocytospermia,
w stosunku do grupy kontrolnej. Interesujaca jest takze obserwacja silnie obnizonej integralnosci
bton w tescie HOS w ejakulatach z pozytywnym posiewem mikrobiologicznym. Nalezy w tym
miejscu podkresli¢, ze postulowana w warunkach infekcji bakteryjnej in vitro (publikacja nr 2),
dodatnia korelacja testu HOS z zaburzeniami asymetrii fosfolipidow bton komoérkowych w tescie
z merocyjaning 540, w prezentowanej pracy zostala potwierdzona w grupie z izolowang
bakteriospermig. Wyniki uzyskane w obu uktadach do$wiadczalnych, z jednej strony potwierdzaja
poprawnos¢ wykreowanego modelu in vitro, z drugiej za$ stanowia wystarczajaca przestanke do
stwierdzenia, ze w czasie infekcji bakteryjnej nasienia, procesy degeneracyjne w btonach
komoérkowych plemnikow, jednoczesnie krytyczne dla jej funkcji biologicznej, zachodza juz
W poczatkowej fazie infekcji. W S$wietle przedstawionych danych, ocena asymetrii blon
komoérkowych plemnikow moze sta¢ si¢ uzytecznym narzedziem we wczesnej diagnostyce
bezobjawowych infekcji bakteryjnych nasienia, cho¢ sugestia ta wymaga potwierdzenia na wigkszej

grupie mezczyzn.

Analiza parametréw subkomorkowych plemnikow ujawnita ich ,,apoptotyczny fenotyp”, zwlaszcza
w ejakulatach z bakteriospermig. Swiadcza o tym licznie stwierdzane nieprawidtowosci
w plemnikach w obecnosci czynnika infekcyjnego, obejmujace jednocze$nie wzrost blonowej
translokacji fosfatydyloseryny, spadek potencjalu mitochondrialnego 1 wzrost fragmentacji
plemnikowego DNA w plemnikach zywych. Wyniki analizy poréwnawczej pomigdzy parametrami
konwencjonalnymi i niekonwencjonalnymi okazaty si¢ bardzo interesujace i w grupie mezczyzn
Zizolowang bakteriospermia ujawnity szereg istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy
standardowymi parametrami seminologicznymi (koncentracja, ruchliwos¢, morfologia, wskaznik
teratozoospermii), a blonowym potencjalem mitochondrialnym plemnikéw. Ponadto, wyniki te
koresponduja z danymi uzyskanymi w ukladzie modelowym in vitro, w ktorym inkubacja
plemnikéw z bakteriami (a nie z leukocytami) rowniez zwigzana byla ze statystycznie istotnym
obnizeniem potencjatu mitochondrialnego plemnikéw w tescie z fluorochromem JC-1 (publikacja
nr 3). Rezultaty te sg silnym argumentem, ktory przemawia za zaangazowaniem mitochondriow
w mechanizm szkodliwego dziatania bakterii patogennych i potencjalnie patogennych na
ejakulowane plemniki ludzkie. Hipoteze te dodatkowo wspiera obserwowana w pracy obnizona
aktywno$¢ oksydoredukcyjna mitochondriow w ejakulatach z bakteriospermia, ktorg wykazano
rébwniez po inkubacji plemnikow z bakteriami (publikacja nr 1). Reasumujgc, powyzsze
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obserwacje potwierdzaja akceptowany w literaturze poglad na temat roli aktywnosci mitochondriéw
w okresleniu potencjatu zaptadniajacego gamet meskich (Espinoza et al., 2009). Rzucaja tez nowe
$wiatlo na mozliwo$ci zastosowania oceny blonowego potencjatu mitochondrialnego plemnikéw,
jako markera subptodnosci/nieptodnosci zwigzanej z infekcja bakteryjng nasienia.

Podobnie jak w uktadzie modelowym in vitro, przeprowadzone badania w uktadzie in vivo zwrécity
rébwniez uwage na udzial procesu nekrozy jako jednego z mechanizméw szkodliwego dziatania
bakteriospermii i leukocytospermii na ejakulowane plemniki. Najsilniejszy efekt cytotoksyczny
zaobserwowano w 11 fazie infekcji bakteryjnej nasienia. Juz w standardowej ocenie seminologicznej
wykazano najnizsza zywotno$¢ plemnikow w  grupie mezczyzn z  bakteriospermig
wspotwystepujaca z leukocytospermia, ktérej towarzyszyly najwyzsze odsetki plemnikow
z fragmentacja DNA, zarowno w Komoérkach zywych jak 1 martwych. Co wigcej, dodatkowo
przeprowadzona analiza zaleznosci statystycznej pomiedzy badanymi parametrami ujawnita w tej
grupie badawczej silne ujemne korelacje koncentracji plemnikow z integralno$cig ich bton
komorkowych w tescie z SYBR-14 i PI oraz stopniem fragmentacji DNA w plemnikach zywych
I martwych. Najbardziej prawdopodobny mechanizm wzmozonej $§mierci plemnikoéw w rozwinigtej
infekcji bakteryjnej nasienia, moze by¢ zwigzany z destrukcyjnym wplywem stresu oksydacyjnego,
ktorego gltdéwnym zrodlem sg aktywowane leukocyty. Wyniki uzyskane w prezentowanej pracy
cze$ciowo wspierajg, szeroko propagowang W ostatnim czasie w pismiennictwie, hipoteze apoptozy
(niewykluczone, ze dotyczy ona takze nekrozy) plemnikow indukowanej stresem oksydacyjnym
(Muratori et al., 2015).

Za wolnorodnikowym mechanizmem cytotoksycznego dzialania leukocytospermii wobec gamety
meskiej przemawiaja réwniez wyniki niekonwencjonalnych parametrow plemnikow, dotyczace
procesoOw peroksydacyjnych bton komoérkowych i aktywnos$ci oksydoredukcyjnej mitochondriow.
W niniejszej pracy, poziom peroksydacji lipidow bton okre§lano poprzez oznaczanie stgzenia MDA
zaro6wno W plazmie nasiennej jak i lizatach plemnikowych. Uzyskane wyniki réznity si¢ dynamika
zmian w poszczegdlnych kompartmentach. W ocenie stgzenia MDA w plazmie nasiennej nie
zauwazono roéznic pomigdzy grupami badawczymi, natomiast stgzenie MDA zwigzanego z blong
komorkowa stopniowo wzrastato w kolejnych fazach infekcji bakteryjnej, by osiagnaé¢ najwyzsze
| statystycznie istotne wartosci W grupie z izolowang leukocytospermia. W prezentowanej pracy nie
zaobserwowano rowniez zaleznosci pomigdzy stgzeniem MDA w plazmie nasiennej,
a standardowymi parametrami seminologicznymi plemnikow W posSzczegdlnych grupach
badawczych. Jakkolwiek zanotowano staba korelacj¢ stezenia MDA w lizatach plemnikowych
z parametrem morfologii w calej badanej populacji. Uzyskane wyniki, pozostaja zatem
W cze$ciowej opozycji do wynikow innych autoréow, ktoérzy w roznych grupach nieptodnych
mezczyzn obserwowali statystycznie istotny zwigzek obnizonych parametréw seminologicznych
plemnikow z wysokimi poziomami MDA w plazmie nasiennej (Hsieh et al., 2006; Shamsi et al.,
2010; Atig et al., 2012; Collodel et al., 2015). Te roznice thumaczy fakt, ze w prezentowanej pracy,
analizy przeprowadzono w grupie zdrowych miodych mezczyzn z normozoospermia. We
wczesniejszych  badaniach  autorskich wykazano bowiem, ze plemniki o0 prawidtowej
charakterystyce seminologicznej skuteczniej neutralizacja RFT generowane przez leukocyty, przy
pomocy sprawnego wlasnego wewngtrzkomorkowego sytemu obrony, ktory w warunkach
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naturalnych dodatkowo wspierany jest przez antyoksydacyjne wiasciwosci plazmy nasiennej
(Fraczek et al., 2004). Niewykluczone, ze obserwowane wczesniej wyzsze poziomy peroksydacji
lipidow blon w uktadzie modelowym in vitro (publikacja nr 2) byly zwigzane z koniecznos$cia
prowadzenia takich badan na wyselekcjonowanych plemnikach, z pominigciem plazmy nasienne;j.
Laczac powyzsze wyniki z tymi uzyskanymi w niniejszej pracy, mozna zasugerowac, ze aby doszto
do wazrostu poziomu MDA w plazmie nasiennej, istotnego dla wykrywalnych zmian
w podstawowych parametrach seminologicznych, dziatanie stresu oksydacyjnego musi by¢ bardziej
nasilone. W zwigzku z powyzszym, watpliwo$ci budzi sugerowana przez niektorych autorow rola
oznaczania stezenia MDA w plazmie nasiennej jako markera diagnostycznego mgeskiej
subptodnos$ci/nieptodnosci zwigzanej z infekcjami w uktadzie moczowo-ptciowym (Collodel et al.,
2015). W swietle otrzymanych wynikéw, o0znaczanie stezenia catkowitego poziomu MDA
w nasieniu moze by¢ podstawa do kwalifikacji niektorych pacjentow do suplementacji
antyoksydacyjnej, jak roéwniez uzytecznym narzedziem do monitorowania skutecznosci takiej
terapii i przywrocenia rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej w nasieniu, zanim dojdzie do trwatego

ograniczenia potencjatu rozrodczego plemnikow przez stres oksydacyjny.

Podsumowujac wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy, nalezy z cala pewnoscig
stwierdzi¢, ze potwierdzaja one wyniki uzyskane w modelowym uktadzie bakteryjnej infekcji
nasienia w warunkach in vitro i wskazuja na mozliwos$¢ bezposredniego oddziatywania mediatorow
zapalnych na parametry subkomoérkowe gamety meskiej, potencjalnie krytyczne dla jej funkcji
biologicznej w warunkach in vivo. W tym kontekscie, bakterie sa niezaleznym induktorem
uszkodzen w plemnikach, a gtéwny mechanizm szkodliwego oddziatywania réznych gatunkow
bakterii na gamety meskie zwigzany jest z indukcja procesu apoptozy, zwlaszcza typu
wewnatrzkomérkowego z udzialem mitochondriow. Z kolei leukocytospermia wspotdziata
W poglebianiu szkodliwego dziatania stresu oksydacyjnego na plemniki, nawet po wyeliminowaniu
samego czynnika infekcyjnego. Pelne zrozumienie obu tych proceséw w plemnikach i ich zwigzek
z wynikami zaprezentowanymi w niniejszej pracy, moze w przysztosci umozliwi¢ ich
wykorzystanie w opracowaniu nowych schematow wczesnego wykrywania, a nastepnie leczenia
infekcji bakteryjnych w nasieniu.

Publikacja nr 5

Piasecka M*, Fraczek M*, Gaczarzewicz D, Gill K, Szumala-Kakol A, Kazienko A, Laszczynska M,
Lenart S, Beutin L, Kurpisz M. Novel morphological findings of human sperm removal by
leukocytes in in vivo and in vitro conditions: preliminary study. Am J Reprod Immunol. 2014,
72(4):348-58 (IF=2,438; MNiSW=30)

*rowny wktad autorow

Biologiczna natura i konsekwencje interakcji pomiedzy plemnikami i leukocytami wcigz pozostaja
w sferze badan. Z jednej strony postuluje si¢ korzystng rolg leukocytow zwigzang z eliminacja
martwych 1 nieprawidtowych form plemnikéw na drodze ,.ciche]” fagocytozy (ang. ‘silent’
phagocytosis), bez wywotywania stanu zapalnego (Aitken and Baker, 2013). Ten rodzaj fagocytozy
ma miejsce w nabtonku plemnikotwdérczym w czasie spermatogenezy oraz podczas masywnej
infiltracji fagocytow po ejakulacji w zenskich drogach rodnych. Z drugiej strony, infiltracja
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zaktywowanych leukocytow, gtdownie komorek fagocytarnych, do miejsca toczacego si¢ procesu
zapalnego, wigze si¢ z niekorzystng i destrukcyjng aktywnosciag wobec gamet meskich, zwigzang
z nagromadzeniem w otoczeniu plemnikow duzych ilosci RFT i innych aktywnych biologicznie
substancji, uczestniczacych i nasilajacych proces zapalny (Sanocka et al., 2004; Aitken and Baker,
2013b). Sugeruje si¢, ze nhastgpstwem licznych i zaawansowanych uszkodzen plemnikow
zwigzanych z zapalng aktywacja leukocytow jest wzmozone ich usuwanie, co moze mie¢ daleko

idace implikacje kliniczne.

W publikacji oceniano procesy eliminacji ejakulowanych plemnikoéw ludzkich przez komorki
zapalne, w mikroskopie $wietlnym i elektronowym skaningowym. Analizy mikroskopowe
przeprowadzone na plemnikach mezczyzn z leukocytospermig oraz plemnikach inkubowanych
z leukocytami w liczbie patologicznej, potwierdzity eliminacj¢ gamet meskich na drodze klasycznej
fagocytozy w wyniku bezposredniego kontaktu (adhezji) komorek zapalnych do gtowki, wstawki
i witki plemnikow oraz za pomocg wypustek cytoplazmatycznych (pierwszy etap procesu
fagocytozy). Przeprowadzone badania, obok tradycyjnego fagocytowania plemnikow, ujawnity
wystepowanie innego mechanizmu eliminacji gamet meskich, zwigzanego z uwalnianiem przez
komorki zapalne na zewnatrz wlasnego DNA, histonéw oraz innych molekut biatkowych w formie
unikatowych zewnatrzkomorkowych struktur — sieci (ang. extracellular traps, ET). Sugeruje sie, ze
tworzenie ET zwigzane jest ze $miercig leukocytow, inng niz apoptoza czy nekroza, zwang etoza
(Brinkmann and Zychlinsky, 2012). Unikatowe obrazy mikroskopowe pokazaty réwniez, ze te
same komorki zapalne mimo zaangazowania w tworzenie ET byly zdolne do réwnoczesnego
przeprowadzenia fagocytozy plemnikow, co swiadczy o duzej aktywnosci leukocytow prowadzacej
do intensywnej eliminacji plemnikow w warunkach stanu zapalnego. Nasilenie obu tych procesow
zaobserwowano w obecnosci patogenu, reprezentowanego w badaniach przez uropatogenny szczep
E. coli, serotyp O75:NHT.

Proces etozy zwigzany z eliminacja gamet meskich, jak dotad zostal opisany jedynie na modelu
zwierzecym. Uzyskane wyniki badanh po raz pierwszy ujawnily wspotwystepowanie dwoch
sposobow eliminacji plemnikow, fagocytozy i etozy, w ludzkim nasieniu zapalnym. Nalezy w tym
miejscu podkresli¢, Zze oba te mechanizmy sa czgScia wrodzonej odpowiedzi uktadu
immunologicznego na proces zapalny i odgrywaja kluczowa role w eliminacji patogendw,
a nieprawidtowosci w ich przebiegu moga prowadzi¢ do powaznych patologii. Zaobserwowane
w pracy wytwarzanie ET w kontakcie z plemnikami, sugeruje, Ze komorki te aktywuja leukocyty
W sposob  podobny do czynnika infekcyjnego. W kontekscie uzyskanych wynikow,
niekontrolowane wytwarzanie i usuwanie ET w nasieniu przypuszczalnie moze sta¢ przyczyna
nieptodnosci partnerskie;.

Podsumowujac, proces zapalny obejmuje kaskad¢ zdarzen, w ktérych zaangazowanych jest
wiele komoérek uktadu immunologicznego i rozrodczego. Wstgpne wyniki przeprowadzonych badan
morfologicznych po raz pierwszy pozwolily na identyfikacje procesu etozy w ludzkim nasieniu
zapalnym, zar6wno w warunkach in vitro jak i in vivo. Wyniki te znacznie wzbogacaja wiedz¢ na
temat procesu spermiofagii, chociaz jestesmy dopiero na poczatku drogi poznawania tego istotnego,
ale do tej pory niedocenianego procesu. Zrozumienie mechanizméw kontrolujacych procesy
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interakcji pomiedzy plemnikami i leukocytami moze mie¢ w przysztosci znaczenie w oszacowaniu
przyczyn meskiej subptodnosci/nieptodnosci zwigzanej z lokalnymi infekcjami.

Publikacja nr 6

Fraczek M, Kurpisz M. Mechanisms of the harmful effects of bacterial semen infection on
ejaculated human spermatozoa: potential inflammatory markers in semen. Folia Histochem
Cytobiol. 2015, 53: 201-217 (IF=1,060; MNiSW=15)

Uzupelnieniem cyklu moich prac doswiadczalnych jest praca przegladowa, w ktorej podsumowano
aktualny stan wiedzy na temat mechanizmoéw lezacych u podstaw patogenezy
subplodnos$ci/nieptodnosci zwigzanej z infekcjg bakteryjng nasienia. W oparciu o dane literaturowe
i wyniki badan wiasnych, przedstawiono nowe poglady na temat bezposrednich i posrednich
procesOw zaangazowanych w mechanizm szkodliwego oddzialywania gtownych mediatorow
zapalnych, bakterii i leukocytow, na gamet¢ meska. W podsumowaniu artykulu zamieszczono
schemat, bedacy autorska propozycja mechanizmow patogenetecznych infekcji bakteryjnych
w nasieniu ludzkim, a zarazem syntezg wynikéw badan prac oryginalnych stanowigcych osiagnigcie
naukowe (publikacje nr 1-5).

Podsumowanie

Przeprowadzone badania sg indywidualnym wkladem w rozw6j naukowej i praktycznej wiedzy
dotyczacej meskiej subptodnosci/nieptodnosci zwigzanej z infekcja bakteryjng w ukladzie
moczowo-ptciowym. Wyniki uzyskane w dwodch niezaleznych uktadach badawczych dostarczyty
wielu kluczowych informacji dotyczacych patomechanizméw dziatania poszczegolnych
mediatorow zapalnych na gamety meskie. Wnioski wynikajace z realizacji podjetych zadan,
z jednej strony zweryfikowaly wiele hipotez stawianych w literaturze naukowej w kontekscie
istnienia zwiazku lokalnej infekcji bakteryjnej z meska nieptodnoscia, a z drugiej strony zwrdcity
uwage na nowe procesy, ktére moga by¢ zaangazowane w mechanizm upos$ledzenia struktury
I funkcji plemnikow w §rodowisku zapalnym. Uzyskane wyniki stanowig znaczacy krok w kierunku
wytypowania nowych biomarkerow bezobjawowych infekcji bakteryjnych w nasieniu, co daje
mozliwo$¢ ograniczenia ekspansji procesu zapalnego w uktadzie moczowo-ptciowym, a po
przebytej infekcji — powstania trwatych uszkodzen w plemnikach. Wydaje si¢, ze moze to
zwigkszy¢ efektywnos¢ wilasciwego postepowania diagnostyczno-terapeutycznego, a tym samym
przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia odsetka nieptodnych par.

Najwazniejsze wnioski 1 rekomendacje wynikajace z przeprowadzonych
badan:

1. Obraz subkomoérkowych zmian zachodzacych w plemnikach w czasie infekcji bakteryjnej

nasienia warunkuje ich potencjal rozrodczy.

2. Bakterie s3 niezaleznym induktorem uszkodzen w plemnikach. Gtéwny mechanizm
szkodliwego oddziatywania bakterii na ejakulowane plemniki ludzkie zwigzany jest z indukcja

apoptozy, zwlaszcza szlaku zaleznego od mitochondriow.
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3. Obecno$¢ leukocytow w nasieniu nasila procesy peroksydacyjne w blonach biologicznych
plemnikow wplywajac na obnizenie ich zdolnosci do penetracji komoérek jajowych. Oznaczanie
catkowitego stezenia MDA w nasieniu moze by¢ dobrym markerem zaburzen réwnowagi
oksydacyjno-redukcyjnej w nasieniu, jednoczesnie pomocnym w monitorowaniu skutecznosci
celowanego leczenia przeciwzapalnego i przywrocenia roOwnowagi redox W nasieniu po

przebytej infekcji bakteryjnej.

4. Stan asymetrii lipidow bton komorkowych plemnika moze by¢ wskaznikiem istotnym
W prognozowaniu szans na zaptodnienie i mozna sugerowac jego uwzglednienie przy ustalaniu
nowych rekomendacji diagnostycznych lokalnych infekcji bakteryjnych.

5. W nasieniu ludzkim, fagocytoza i etoza moga wspotistnie¢ jednoczesnie, a czynnik infekcyjny
wzmaga oba te procesy eliminacji plemnikéw i tym samym moze przyczynia¢ si¢ do
nieptodnosci partnerskie;j.

6. Uzyskane wyniki sugeruja koniecznos¢ wprowadzenia oceny mikrobiologicznej do rutynowej
diagnostyki seminologicznej. Kazdy pozytywny posiew mikrobiologiczny nasienia powinien
by¢ interpretowany ze szczegdlng uwaga, zwlaszcza u pacjentow z zaburzong plodnoscia
i kwalifikowanych do leczenia metodami wspomaganego rozrodu.

Wyniki zawarte w publikacjach stanowigcych osiggnigcie naukowe byly prezentowane na wielu
miedzynarodowych i krajowych konferencjach, w formie 11 doniesien ustnych (7 wygloszonych
osobiscie, w tym 2 wyktady na zaproszenie Polskiego Towarzystwa Andrologicznego i Polskiego
Towarzystwa Histochemikow 1 Cytochemikéw) oraz 7 doniesien plakatowych.

W przysztosci planowane jest kontynuowanie badan majacych na celu dalsze poznanie
mechanizmow odpowiedzialnych za rozwoj subptodnosci/nieptodnosci zwigzanej z lokalnymi
infekcjami. Doskonalym uzupelnieniem subkomoérkowej charakterystyki plemnikow bedzie
biochemiczna, immunologiczna i oksydacyjna ocena plazmy nasiennej w celu poszukiwania
nowych markerow infekcji bakteryjnych nasienia o wartosci klinicznej. Planuje si¢ réwniez
rozszerzenie badan o infekcje wirusowe, ktorych znaczenie, jako przyczyny meskiej nieptodnosci
jest w duzej mierze nieznane. Ze wzgledu na ich zagrozenie dla zdrowia obojga partneréw
| potomstwa, a takze wysoki koszt badan wirusologicznych, warto zintensyfikowac wysitki w celu
alternatywnego diagnozowania i leczenia wirusowych subklinicznych infekcji dréog moczowo-
ptciowych.
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6. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Moje wczesne zainteresowania naukowe koncentrowaty sie wokotl zagadnien biochemicznych,
w szczegdlnosci dotyczacych procesow oksydacyjno-redukcyjnych. Pierwsze kroki w tym temacie
stawiatam pod czujnym okiem prof. dr hab. n. przyr. Wiadystawa Fenrycha, autorytetu w dziedzinie
biochemii medycznej, tworcy wlasnej szkoly badan luminescencyjnych metabolizmu tlenowego
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komorek. W ramach pracy w Biochemicznym Kole Naukowym przy Zaktadzie Biochemii Katedry
Biochemii Farmaceutycznej Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,
zajmowatam si¢ badaniem przemian metabolicznych ksenobiotykéw w organizmie. Z tg tematyka
byta zwigzana rowniez moja praca magisterska pt.: "Wplyw zwiazkéw polifenolowych na aktywnos¢
mikrosomalnych monooksygenaz". Praca ta zostala zakwalifikowana do 33. Konkursu Prac
Magisterskich Wydzialu Farmaceutycznego AM w Poznaniu, na ktorym zajeta I miejsce.

Bezposrednio po ukonczeniu studiow dolgczytam do Zespotu Biologii Rozrodu Zaktadu Genetyki
Czlowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, kierowanego przez prof. dr hab. med. Macieja
Kurpisza. Tu poglgbialam moje biochemiczne zainteresowania procesami wolnorodnikowymi
w patofizjologii chorob czlowieka i zostalam wlaczona do prowadzonych przez Zespot
pionierskich prac nad badaniem udziatu zjawiska stresu oksydacyjnego w nieptodnosci mgskiej
(nagroda Royan International Research Award w 2004 roku za cykl prac poswigconych tej tematyce).
Jednym =z istotnych osiggnie¢ tego programu badawczego bylo utworzenie wspodtczynnika
oksydowrazliwo$ci, jako miary nat¢zenia stresu oksydacyjnego w ukladzie enzymatycznych pro-
| antyoksydantéw nasienia u m¢zczyzn z normalnym i patologicznym spermiogramem (zal. 5; poz. 1A,
1, 3). Wyniki te zachgcity mnie do rozszerzenia badan wiasnych nad rolg fenomenu stresu
oksydacyjnego w nasieniu, towarzyszacego stanom zapalnym w meskim uktadzie moczowo-ptciowym.
W tym czasie zdobywatam doswiadczenie w zakresie nowych technik badawczych wdrazanych przez
Zespot, takich jak: wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa (HPLC) i1 cytometria przeptywowa,
szkolac si¢ odpowiednio w Zaktadzie Farmacji Klinicznej oraz Zaktadzie Immunologii Klinicznej
Akademii Medycznej w Poznaniu. W swojej pierwszej publikacji oryginalnej udowodnitam przydatnos¢
metody HPLC do oznaczania zmian oksydacyjnych w lipidach bton biologicznych plemnikow dla
lepszego zrdznicowania niektorych patologii nasienia (zal. 5; poz. 11D, 2). W toku dalszych badan,
opracowatam metode detekcji wyrzutu tlenowego w mieszaninie ko-inkubacyjnej leukocytow
I plemnikéw, €O zainicjowato prace nad stworzeniem nowatorskiego modelu stanu zapalnego
w warunkach in vitro. Model ten pozwolit na obserwacje wplywu mediatorow reakcji zapalnej
(leukocyty, bakterie, cytokiny prozapalne) na jakosciowe i ilosciowe zmiany w metabolizmie
tlenowym ejakulowanych plemnikow ludzkich, a wyniki tych badan zostaty wykorzystane w mojej
rozprawie doktorskiej pt.: ,,Stan zapalny w megskim ukladzie moczowo-ptciowym a metabolizm
tlenowy plemnikow”. Jednym z kluczowych osiagni¢¢ przeprowadzonych badan byto wykazanie,
ze W ejakulatach z prawidlowym spermiogramem znajduja si¢ Subpopulacje plemnikow
o odmiennych profilach oksydacyjno-redukcyjnych, ktére pozostaja w Scistej zaleznos$ci od
obecnosci leukocytow w nasieniu i stopnia ich aktywacji. Te badania eksperymentalne byty
jednymi z pierwszych, ktoérych wyniki wskazaly na antyoksydacyjne wlasciwosci plemnikow
o prawidlowej morfologii i ruchliwosci, w srodowisku aktywowanych leukocytow. Badania
ujawnity rowniez posredni udziat cytokin prozapalnych w potggowaniu skutkow dziatania stresu
oksydacyjnego na gamety meskie, zwlaszcza na btony komorkowe i DNA plemnikéw izolowanych
na gradiencie perkolu. Uzyskane wyniki zwrocily tez uwage na wpltyw czynnika infekcyjnego
w generowaniu stresu oksydacyjnego w nasieniu, zwigzanego M. in. z peroksydacyjnym
uszkodzeniem bton komoérkowych plemnikéw. Wyniki bedgce przedmiotem pracy doktorskiej
zostaly opublikowane w czterech prestizowych czasopismach branzowych (Fertility and Sterility,
Journal of Andrology, International Journal of Andrology i Journal of Reproductive Immunology)

Strona 21 z 25



dr Monika Fraczek Zatacznik nr 3

w formie 5 prac oryginalnych (zak. 5; poz. 1A, 2, 4, 6, 7, 15) oraz w rozdziale ksigzkowym (zal. 5;
poz. 11D, 10). Wyniki te podsumowatam w angloj¢zycznym artykule przegladowym (zal. 5; poz.
1A, 5). Na dzien dzisiejszy, artykutl ten jest najczgéciej cytowang publikacja w moim dorobku
naukowym. Wyniki pracy doktorskiej byly prezentowane na wielu krajowych i zagranicznych
konferencjach naukowych z dziedziny andrologii, biologii rozrodu, biochemii, biologii komoérki
i cytometrii przeptywowej. Ich pionierski charakter i uznanie mig¢dzynarodowego s$rodowiska
naukowego potwierdzajg dwie prestizowe nagrody za doniesienie plakatowe, The 2006 NIH
Trainee Travel Award i The 2006 Lalor Foundation Travel Award, przyznane przez Amerykanskie
Towarzystwo Andrologiczne w Chicago w 2006 roku oraz wyrdznienie za ustng prezentacje,
przyznane przez Europejskie Towarzystwo Immunologii Rozrodu w Berlinie w 2007 roku. Wyniki
badan uzyskane w ramach pracy doktorskiej staty si¢ punktem wyjscia i inspiracja do poznania
molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za rozwdj meskiej subptodnosci/nieptodnosci
zwigzanej z bakteryjnymi zakazeniami uktadu moczowo-pitciowego. Realizacja tych badan stata si¢
mozliwa dzigki uzyskaniu finansowania w ramach dwoch projektow badawczych, przyznanych
przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w 2009 roku oraz Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego w 2010 roku (zal. 5; poz. 1.1, 5, 8). Wyniki tych badan zaowocowaly powstaniem cyklu
prac wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego.

Od wielu lat uczestnicz¢ w programie badan epidemiologicznych dotyczacych
meskiej nieplodnosci. W latach 2006-2010 bytam jednym z gtéwnych wykonawcow zadania
badawczego w wieloosrodkowym projekcie zamawianym, dotyczacym epidemiologii zagrozen
prokreacyjnych w Polsce, kierowanym przez prof. dr hab. med. Wojciecha Hanke z Zaktadu
Epidemiologii Srodowiskowej Instytutu Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera w Lodzi (zal. 5; poz.
I1.1, 4). Celem badan byta ocena wptywu poziomu hormonéw, biatek transportujacych, wariantow
receptora androgenowego i czynnikow srodowiskowych na jako$¢ nasienia w nie selekcjonowanej
populacji mtodych mezczyzn z réznych obszaréw Polski. Badaniem objeto grupe 202 mezczyzn
w wieku 18-35 lat. Niespodziankg okazaly si¢ wyniki badan dotyczace standardowej oceny
seminologiczne] nasienia, ktore pomimo duzych indywidualnych (osobniczych) réznic nie
wykazaly niepokojaco wysokiej liczby parametrow o warto$ciach nizszych w stosunku do norm
rekomendowanych przez WHO. Z przeprowadzonych badan jednoznacznie wynika, ze inhibina B
moze by¢ dobrym wyktadnikiem procesu spermatogenezy i nalezy zastanowi¢ si¢ nad wiaczeniem
oznaczenia tego markera do panelu badan podstawowych w andrologii. Podj¢te badania po raz
pierwszy wykazalty dla polskiej populacji wystgpowanie licznych korelacji pomiedzy
polimorfizmami genu receptora androgenowego, a poziomami hormonéw piciowych i czynnikow
wzrostu w surowicy krwi (zal. 5; poz. 11A, 19). W ramach wspotpracy z Zaktadem Immunologii
I Alergologii Uniwersytetu Medycznego we Lwowie, uczestniczytam réwniez w badaniach, ktorych
celem byta proba wyznaczenia trendu jakosci nasienia mtodych mezczyzn z obszaru Wielkopolski
I okregu Lwowskiego. Badania te wykazaty nizsza jako$¢ nasienia mtodych m¢zezyzn z zachodniej
Ukrainy, w stosunku do przebadanej populacji polskiej. Zaobserwowano tez wzrost czgstosci
wystepowania bezobjawowej bakteriospermii i leukocytospermii oraz markeréw stresu
oksydacyjnego w nasieniu m¢zczyzn z zachodniej Ukrainy (zal. 5; poz. 11D, 4).
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Od kilku lat jestem zaangazowana jako wykonawca lub gléwny wykonawca w projektach
realizowanych w Zaktadzie Biologii Rozrodu i Komoérek Macierzystych, dotyczacych badan nad
udziatem czynnika genetycznego w nieplodnosci meskiej (zal. 5; poz. Il.1, 7, 9).
Moj wklad w badania dotyczy oceny jakosci chromatyny plemnikow od nieptodnych me¢zczyzn
Z zaburzong seminologia, ze szczegdlnym uwzglednieniem poziomu apoptozy. Jednym z celow
prowadzonych badan jest poznanie mechanizmu/6w niepowodzen rozrodu u nosicieli aberracji
strukturalnych chromosoméw. W badaniach przeprowadzonych na plemnikach nosicieli
translokacji chromosomowych wzajemnych wykazano zaburzenia integralno$ci chromatyny
plemnikowej zwigzane z wyzszym stopniem fragmentacji plemnikowego DNA oraz wyzszym
poziomem deprotaminacji chromatyny plemnikowej (zal. 5; poz. IlA, 11). Z kolei u nosiciela
kompleksowej rearanzacji chromosomowej t(9;10;11) nie znaleziono bezposredniego zwiagzku
pomigdzy strukturg chromatyny plemnikowe;j i brakiem sukcesu reprodukcyjnego (zak. 5; poz. l1A,
16). Badania te ujawnily wysoka heterogenno$¢ grupy nosicieli translokacji chromosomowych,
W odniesieniu do stopnia integralnos$ci chromatyny plemnikéw i sugeruja konieczno$¢ stosowania
kompleksowych badan genetycznych plemnika, dla okreslenia indywidualnego ryzyka
niepowodzen rozrodu zwigzanego z dang translokacja. Druga cze$¢ prowadzonych badan dotyczy
wewnatrzjadrowej architektury ludzkich plemnikoéw. Najnowsze wyniki badan opublikowane
w Scientific Reports wykazaty, ze wysoki poziom fragmentacji DNA plemnikow moze byc
zwigzany ze zmiang lokalizacji centromerow niektorych chromosomoéw w przestrzeni jadra
komorkowego plemnikow (zal 5; poz. 1A, 21). W ostatnim czasie badania nad udzialem czynnika
genetycznego w nieptodno$ci meskiej zostaty rozszerzone o modyfikacje epigenetyczne zwigzane
miedzy innymi z procesem metylacji plemnikowego DNA. Po raz pierwszy wykazano, ze
u nosicieli aberracji chromosomowych, niska integralno$¢ chromatyny plemnikéw moze miec
zwiazek z nasileniem zjawiska globalnej hipometylacji plemnikowego DNA (zal. 5; poz. 11A, 20).
Badania te sg kontynuowane w ramach realizacji projektu badawczego finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki (SONATA 9), ktorego jestem wykonawca (zal. 5; poz. I1.1, 10). Celem
projektu jest okreslenie wzoré6w metylacji wybranych genow kluczowych dla spermatogenezy
w DNA plemnikow od nieptodnych mezczyzn i powigzanie ich z zaburzeniami integralnosci
chromatyny plemnikowej.

Oprocz badan dotyczacych biologii rozrodu, uczestniczytam takze w dwoch projektach
realizowanych w Zakladzie Biologii Rozrodu i1 Komorek Macierzystych poswieconych
modyfikacjom genetycznym macierzystych komoérek migsniowych, w celu ich
zastosowania w medycynie regeneracyjnej (zal. 5; poz. 1.1, 3, 6). M6j wktad w badania dotyczyt
okreslenia wlasciwosci biologicznych transfekowanych komorek w kontekscie ich przezywalnosci
w warunkach stresu oksydacyjnego, na potrzeby dokonania oceny efektywnosci wprowadzonych
konstruktow genowych. Doswiadczenia in vitro byty prowadzone rownolegle w dwoch uktadach
komorkowych, na mysiej linii mioblastow C2C12 oraz na ludzkich macierzystych komorkach
migséni szkieletowych. W badaniach wykorzystano trzy konstrukcje genowe, w tym dwie dla
czynnikow o wlasciwosciach proangiogennych (kombinacja czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyniowego z czynnikiem wzrostu fibroblastow-4, VEGF/FGF-4 oraz endotelialna syntaza tlenku
azotu, eNOS) 1 jedng dla biatka potaczen miedzykomdrkowych typu szczelinowego (koneksyna 43,
Cx43). Badania wykazaly potencjalny synergistyczny efekt nadekspresji VEGF/FGF-4 na
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angiogeneze. Dla macierzystych komorek migsniowych transfekowanych genem eNOS uzyskano
obiecujace wyniki dotyczace ich wlasciwosci biologicznych, molekularnych i funkcjonalnych,
zwlaszcza wysokiej zywotnosci w sytuacji zaindukowanego stresu oksydacyjnego. Udowodniono
takze pozytywny efekt nadekspresji Cx 43 na stopien przezycia i funkcj¢ ztacz szczelinowych
mioblastow. Wyniki uzyskane w uktadzie in vitro, silnie wskazujg na potencjalne mozliwos$ci
wykorzystania ludzkich mioblastow modyfikowanych ex vivo, genami proangiogennymi i warun-
kujacymi komunikacje miedzykomorkowsa, do regeneracji mig¢$nia sercowego po zawale, zwlaszcza
w aspekcie polepszenia perfuzji okolicy pozawatowej i czynnos$ci skurczowej serca. Wyniki badan
in vitro, w ktorych uczestniczytam, zostaty opublikowane w formie trzech publikacji oryginalnych
I anglojezycznego rozdziatu ksigzkowego (zal. 5; poz. 1A, 8, 12, 17, 11D, 7).

Moje najblizsze plany naukowo-badawcze sg zwigzane mi¢dzy innymi z realizacjg
projektu badawczego Narodowego Centrum Nauki (OPUS 10), ktorego jestem kierownikiem
(zal. 5; poz. 11.1, 12). Gléwnym celem badan jest zbadanie patomechanizmu odpowiedzialnego za
rozwdj subplodnosci/nieptodnosci zwigzanej z ekspozycja gonady meskiej na podwyzszong
temperature. Badania kohortowe beda przeprowadzone w grupie 300 mezczyzn w wieku
reprodukcyjnym. Projekt ten oferuje analiz¢ szerokiego panelu konwencjonalnych i niekon-
wencjonalnych parametrow nasienia u m¢zczyzn narazonych na podwyzszong temperature jader,
zardwno pochodzenia klinicznego (zylaki powrozka, wnetrostwo) jak i srodowiskowego (zawodowi
kierowcy). Zbadane zostang mechanizmy uszkadzajace plemniki zwigzane z apoptozg, stresem
oksydacyjnym i reakcjami immunologicznymi. Waznym celem badan bgdzie rowniez znalezienie
zwigzku pomiedzy lokalng hipertermig 1 epigenetycznymi profilami plemnikéw badanych

mezczyzn.

Podsumowujac, uczestniczylam lub nadal uczestnicz¢ w realizacji 12 projektow badawczych
(wtym 2 jako kierownik). Poza omoéwionymi pracami oryginalnymi jestem autorem lub
wspotautorem 8 prac przegladowych. Dwie z nich, w ktorych jestem wspotautorem, zostaty
nagrodzone przez Polskie Towarzystwo Biologii Komorki nagroda im. Wactawa Mayzla za
najlepsze artykuly opublikowane w 2012 roku w Postepach Biologii Komorki. Prace te sa
podsumowaniem wiedzy na temat zaburzen protaminacji chromatyny plemnika. Sposrod
4 rozdziatow ksigzkowych z pierwszym autorstwem, szczegoélnie ceni¢ sobie anglojezyczny
rozdzial 0 powigzaniach czynnikoéw immunologicznych z ukladem oksydacyjno-redukcyjnym
w meskim uktadzie moczowo-piciowym, zawarty w publikacji ksiazkowe] Studies on Men’s Health
and Fertility. Oxidative Stress in Applied Basic Research and Clinical Practice, pod redakcja
Ashoka Agarwala, Johna Aitkena i Juana Alvareza. Rozdzial ten znajduje si¢ na liscie publikacji
bazy Web of Science. Jestem tez wspotredaktorem numeru specjalnego prestizowego czasopisma
Journal of Reproductive Immunology (IFs.ieni=2,958). Jest to zbior przegladowych i oryginalnych
prac wybitnych ekspertow, poswigcony réznym aspektom stanu zapalnego/infekcji w meskim
uktadzie moczowo-ptciowym. Ponadto jestem zaangazowana w mig¢dzynarodowym portalu
recenzenckim Faculty of 1000 in Medicine, w ktorym razem z prof. M. Kurpiszem publikuje
komentarze na temat kierunkéw badan we wspodiczesnej andrologii. Jestem takze recenzentem
artykutéw zgloszonych do publikacji w nastepujgcych czasopismach: Scientific Reports, Journal of
Reproductive Immunology, Andrologia, Asian Journal of Andrology, Postepy Higieny i Medycyny
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Doswiadczalnej, Postgpy Andrologii - Online. Pelny wykaz wszystkich opublikowanych prac
naukowych, doniesien konferencyjnych, spis wygloszonych wyktadow, a takze informacji
dotyczacych dzialalnosci dydaktycznej, organizacyjnej 1 popularyzujacej naukeg zostaty
zamieszczone w zataczniku nr 5.

Poznat, dnia 31.08.2016 Hiouike '{"@ nek,

Strona 25 z 25



