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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Nowickiej-Bauer

,,Analiza proteomu plemnikowego-prdoba identyfikacji bialek istotnych dla

etiopatogenezy nieplodnosci meskiej”

Nieptodnos¢ partnerska, to jedna z najczestszych wspoétczesnie choréb, gdyz dotyczy co
siodmej pary w wieku rozrodczym. W okoto szesédziesigciu procentach par
nieprawidtowosci po stronie partnera meskiego stanowig jedyne zaburzenie lub wspétistniejg
ze stanem chorobowym po stronie kobiety. Istnieje coraz wigcej danych wskazujacych na
zwiekszajacy sie odsetek nieptodnych mezezyzn. Sprzyja temu migdzy innymi: narastajgcy

stres, zaklocenia srodowiska naturalnego, siedzgcy tryb zycia, czy nieprawidlowe odzywianie.



W diagnostyce meskiej nieptodnosci w ostatnich latach zainteresowanie budzi systemowa
ocena patofizjologii bialek plemnika majacych podstawowe znaczenie dla zaplodnienia
komoérki jajowej. Nieprawidtowosci struktury lub funkcji tych biatek niechybnie pociggajg za
soba wystgpienie nieptodnosci po stronie mezcezyzny. Poznanie wspomnianych mechanizméw
molekularnych moze z kolei przyczynié si¢ do poprawy meskich zdolnosci rozrodezych. Z
drugiej strony dokladna analiza substancji biatkowych istotnych dla zaptodnienia moze
poméc w opracowaniu skutecznej szczepionki antykoncepcyjnej dla mezczyzn. Stad podjecie
tematu dotyczacego proby identyfikacji bialek znaczacych dla etiopatogenezy nieplodnosci
meskiej przez panig mgr Karoling Nowicka-Bauer uwazam za zadanie bardzo aktualne i

niezwykle wazne z punktu widzenia medycyny rozrodu.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje wstep, cel pracy, cykl trzech
publikacji stanowigcych trzon rozprawy, wnioski oraz streszczenie w jezyku polskim i
angielskim. Na zakonczenie autorka zamieszcza zgody wspétautoréw na wykorzystanie tych

trzech publikacji w prezentowanym przewodzie doktorskim.

We wstepie doktorantka omawia epidemiologi¢ nieptodnosci koncentrujac si¢ na czynniku
meskim. Wymienia kolejno znane przyczyny zaburzen meskiego rozrodu, takie jak: wynikajace
z nieprawidtowosci endokrynnych, czy wad anatomicznych, ktore spotyka si¢ coraz czesciej.
W kolejnej czesci wstepu poruszany jest wazny temat zakazen bakteryjnych i wirusowych
uktadu moczowo-plciowego i ich wplywu na ograniczenie meskiego rozrodu. Sporo miejsca
poswieca przyczynom immunologicznym. Doktorantka nie mogla poming¢ takze podioza
genetycznego nieplodnosci meskiej, ktore wystepuje u 15% pacjentéw. Jest to szczeg6lnie
wazne zagadnienie z uwagi chociazby na zwigkszenie ilosci par poddanych metodom
wspomaganej prokreacji. Poruszany jest rowniez aspekt negatywnego wplywu Srodowiska na
meski rozréd. Mgr Karolina Nowicka-Bauer stusznie zauwaza, ze pomimo znacznego postgpu

badan, az w polowie przypadkéw nieptodnosci meskiej etiologia nie jest jeszcze poznana.

We wstepie doktorantka uwypukla rowniez negatywny wplyw stresu oksydacyjnego na meski
potencjal rozrodczy. W warunkach patologicznych moze on powodowa¢ fragmentacje
plemnikowego DNA, RNA, a w konsekwencji poza obnizeniem zdolnosci zaptadniajace;j
nasienia takze do nieprawidtowego rozwoju powstatego zarodka. W pelni zgadzam si¢ z
autorka, ze wysoki odsetek przypadkéw nieptodnosci idiopatycznej narzuca koniecznos¢
dalszych badan. Szczegélnie duzy potencjal w poznaniu przyczyn nieptodnosci majg techniki
biologii molekularnej, w tym badania proteomowe, polegajace na okresleniu poziomu ekspresji

biatek plemnika w stanie fizjologicznym i patologicznym. Technika oparta o spektrometri¢ mas




umozliwia dokonanie identyfikacji poszczegélnych, istotnych z punktu widzenia rozrodu
bialek. Pozwala takze na okreslenie funkcji molekularnych zidentyfikowanych biatek, poznanie
ich udziatu w procesach biologicznych, czy ich lokalizacj¢ w obrebie komorki. W dalszym
etapie mozliwe jest okreslenie istniejgcych szlakow metabolicznych. Wszystko to zdaniem
doktorantki, z czym si¢ w pelni zgadzam, pozwala lepiej pozna¢ proces Zaplodnienia komérki
jajowej i w rezultacie przyczyni¢ si¢ przyblizenia molekularnego podtoza meskiej nieptodnosci.
Proteomika poréwnawcza umozliwia wytypowanie nieprawidlowych szlakéw metabolicznych
oraz innych proceséw istotnych z punktu widzenia zaburzen meskiego rozrodu. Doktorantka
stusznie zauwaza, ze w ocenie molekularnych przyczyn ograniczenia meskiej plodnosci nie
mozna pomingé badania sktadu bialek ptynu nasiennego, ktore stanowig srodowisko dla gamet

meskich.
Cel badan nakreslony w rozprawie jest jasny 1 czytelny.

W prezentowanej rozprawie doktorskiej zamieszczone zostaly 3 publikacje naukowe,
dotyczace nieplodnosci meskiej w kontekscie zmian dotyczacych proteomu plemnikow. Pani
mgr Karolina Nowicka-Bauer jest pierwsza autorka wszystkich tych trzech opracowan.

Sumaryczny impact factor tych prac wynosi 7,5.

Pierwsza publikacja: ,,Current knowledge on the human sperm proteome”, jest pracg
przegladowa dokonujacg analiz metodyki technik proteomowych istotnych z punktu widzenia
rozrodu meskiego. W doniesieniu tym oméwiono techniki izolacji biatek gamety meskiej, ich
rozdziat oraz identyfikacje. Autorzy, w oparciu o biezaca literatur¢ naukowa zawarli informacje
dotyczace aktualnych badan nad proteomem ludzkich plemnikéw pochodzacych od osobnikow
zdrowych. Ponadto przedstawiono dwie autorskie tabele obejmujgce wiedz¢ na temat
aktualnych danych nad proteomem plemnika w aspekcie meskiej nieptodnosei: typu lizatu,
uzytych technik proteomowych i rodzaju zidentyfikowanych bialek. W trzeciej tabeli
przedstawiono zestaw bialek gamety meskiej w odniesieniu do sugerowanej patologii wraz
oznaczeniem poziomu ich ekspresji. Osobny fragment dotyczy wynikéw analizy plazmy
nasiennej. Istotny temat podjety w tej publikacji to identyfikacja zaburzen ekspres;ji biatek u
par z niepowodzeniami zaplodnienia pozaustrojowego. Dalsze badania proteomowe z
pewnoscia przyczynig si¢ do poznania biomarkeré6w odpowiedzialnych za zaburzenie
poszczegblnych etapéw zaptodnienia. Z kolei poznanie antygenéw plemnikowych, na co
zwracaja uwage autorzy, bedzie szczegOlnie cenne w opracowaniu skutecznej, celowanej

szczepionki antykoncepcyjnej dla mezczyzn.



Praca opublikowana zostata w czasopismie Expert Rev Proteomics w roku 2013.

Kolejnym etapem dysertacji bylo okreslenie biatek zaangazowanych w nieptodnos¢ na tle
immunologicznym. Shuzyta temu druga publikacja ”Proteomic identification of sperm antigens
using serum samples from individuals with and without antisperm antigens”, w ktorej mgr
Karolina Nowicka-Bauer jest takze pierwszym autorem. Na uwage zashuguje mnogos¢ technik
badawczych stuzacych do realizacji podjetego zadania. Plemniki od osobnikéw zdrowych
selekcjonowano przy pomocy metody swim-up, ktore poddane zostaly nastgpnie lizie w celu
otrzymania lizatow biatkowych, gdzie analizowano immunoreaktywne antygeny. Weryfikacji
surowic pod wzgledem obecnosci przeciwcial wykonano za posrednictwem posredniego testu
wigzania paciorkow poliakryloamidowych, lub ptytkowego testu aglutynacyjnego. Rozdziat
biatkowych ekstraktow nastgpowal za pomoca elektroforezy 2-D, po czym podawano je
immunoblotowaniu typu Western z probkami surowic od nieptodnych par. Kontrole negatywne
zawieraly surowice bez przeciwcial przeciwplemnikowych. Nastepnie plamki biatkowe
poddane zostaly analizie chromatograficznej. Autorzy zidentyfikowali az 80 réznych
antygenow gamet meskich, klasyfikujac je do trzech rodzajow: antygeny rozpoznawane
specyficznie przez surowice zawierajagce antygeny plemnikowe (ASA), antygeny
rozpoznawane przez surowice ASA-pozytywne, jak i ASA-negatywne oraz trzecia grupa:
antygeny rozpoznawane wylgcznie przez surowice kontrolne ASA-negatywne. Na podstawie
uzyskanych wynikdéw autorzy wyizolowali 3 antygeny , ktére moga by¢ rozpoznane jedynie
przez przeciwciata obecne w surowicy pacjentek nieptodnych. Funkcja dwéch z nich dotyczy
interakcji plemnika z ostonka przejrzysta komorki jajowej, natomiast trzecie jest biatkiem
specyficznym dla gamety meskiej. Sg to wyniki oryginalne i bardzo wartosciowe. W dyskusji
autorzy dochodza do wniosku, Zze obecne w surowicy przeciwciala oséb plodnych oraz
majacych problemy z plodnoscia sg w stanie reagowa¢ z wieloma biatkami plemnikow.
Waznym stwierdzeniem, w oparciu o uzyskane wyniki jest teza, ze w niektorych sytuacjach,
jak na przyklad podczas zachodzacych reakcji krzyzowych moze doj$¢ do utraty tolerancji
wobec poszczegdlnych elementéw strukturalnych plemnikéw. Przyczyng powstawania ASA w
surowicy kobiet moze by¢ zjawisko mimikry molekularnej wystgpujacej w wyniku infekcji
niektorymi drobnoustrojami, a biatkami plemnikow. W rezultacie moze nastgpi¢ brak

zaptodnienia lub utrata cigzy na wezesnym jej etapie.
Publikacje te opublikowano w czasopi$mie Andrologia w roku 2016.

W trzeciej publikacji zawartej w dysertacji doktorskiej, mgr Karolina Nowicka-Bauer wraz

z zespotem oceniata molekularne podtoze izolowanego zaburzenia ruchliwosci plemnikow-



asthenozoospermii. W pracy ,,Sperm mitochondrial dysfunction and oxidtive stress as posible
reasons for isolated asthenozoospermia” autorzy zainteresowali si¢ przypadkiem izolowanej
asthenozoospermii, gdzie na podstawie dotychczasowych badan nie mozna ustali¢ tla
zaburzenia ruchliwosci plemnikow, a jedyng szansg dla tych mezczyzn na posiadanie
potomstwa sg metody wspomaganej prokreacji. W badaniach tych w plemnikach z grupy
badanej oraz od me¢zczyzn z prawidlowym ruchem gamet, po izolacji i rozdziale
elektroforetycznym oceniano mapy biatkowe pod katem zmienionej ekspresji. Dokonywano
réwniez oceny statusu mitochondriéw plemnikéw i poziom produkowanych reaktywnych form
tlenu. Autorom udato si¢ zidentyfikowac az 25 bialek o zmienionej ekspresji u osobnikow z
asthenozoospermia. W wigkszosci byly to biatka pochodzace z mitochondriow, co nie powinno
dziwié, gdyz te struktury sg odpowiedzialne za produkcje energii niezbedng do aktywacji ruchu
plemnikow. Potencjal mitochondrialny tych gamet byt zdecydowanie nizszy, a produkcja
wolnych rodnikow wyzsza, co potwierdza zaburzenie funkcji tych organelli komérkowych przy
nieprawidtowej ekspresji badanych bialek. W dalszym etapie wyselekcjonowano trzy biatka
(LTF, ELSPBP1 oraz DJ1) kluczowe w szlakach metabolicznych warunkujacych prawidtowa
kinematyke plemnikow, czy proces kapacytacji. Oprocz waznych dla biologii komorki wartosci
poznawczych, uzyskane rezultaty mogg da¢ punkt wyjscia do dalszych prac i zastosowania

uzyskanych wynikéw w diagnostyce, czy terapii zaburzen meskiego rozrodu.

Wyniki tych badan, gdzie pani mgr Karolina Nowicka-Bauer byla ponownie pierwszym

autorem opublikowane zostaly w czasopismie J Physiol Pharmacol w 2018 roku.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa sktada si¢ na logiczng monotematyczng
calos¢, zastosowana metodyka jest bardzo wartosciowa, charakter badan jest z pewnoscia
nowatorski 1 otrzymane wyniki zastugujg na uznanie. Wyciggni¢te wnioski odpowiadaja
postawionym celom pracy. To, co moim zdaniem jest najbardziej ciekawe w ciggu
przedstawionych prac, to potencjalne mozliwosci zastosowania rezultatow badan w
postepowaniu diagnostyczno- terapeutycznym, w przypadkach nieptodnosci meskiej uznanej

do tej pory za nieznanego pochodzenia i stwarzajgce duze trudnosci lekarzom.

Na podstawie dokonanej recenzji rozprawy doktorskiej ,,Analiza proteomu plemnikowego-
préba identytfikacji biatek istotnych dla etiopatogenezy nieptodnosci meskiej” z pelnym
przekonaniem rekomenduje Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Genetyki Cziowieka PAN

w Poznaniu dopuszczenie mgr Karoliny Nowickiej-Bauer do dalszych etapéw przewodu




doktorskiego. Ponadto stwierdzam, Ze spelnia ona kryteria okreslone w art. 16 ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym.

Zwazywszy na wysoki walor poznawczy prezentowanej pracy wnosze jednoczesnie o jej

wyroznienie.

Prof. dr n. med. Piotr J¢drzejczak




