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Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Malcher
pt. Identyfikacja genow krytycznych dla procesu spermatogenezy:
proba okreslenia molekularnych markerow azoospermii

Azoospermia moze by¢ skutkiem licznych nieprawidtowos$ci zachodzacych w
procesie spermatogenezy, wywotanych m.in. zaburzeniami regulacji hormonalnej,
czynnikami  genetycznymi, immunologiczno-infekcyjnymi lub  Srodowiskowymi.
Dlatego molekularne mechanizmy regulacji spermatogenezy sa obiektem badan
specjalistow reprezentujacych nauki podstawowe, aplikacyjne i Kkliniczne, a
informacje dostepne w wyniku prowadzenia tych badan wzajemnie sie uzupetniaja.

Ocena merytoryczna pracy:

Tezy rozprawy mgr Agnieszki Malcher zwigzane sg z najnowszymi trendami w
badaniach  biomedycznych  dotyczacych  poszukiwania  nowych  genow
zaangazowanych w proces spermatogenezy i nieptodnos¢ meska. Dlatego wybér
zagadnienia, ktore Doktorantka postanowita rozwigza¢ oceniam bardzo wysoko.

Temat rozprawy jest $ciSle zwigzany z kluczowym zagadnieniem jakim jest
diagnostyka mezczyzn z azoospermig. Zrealizowane badania jednoznacznie
wskazuja, ze diagnostyka oparta jedynie na ocenie histopatologicznej jest niepetna i
moze by¢ obarczona btedem. Dlatego znaczacym osiggnieciem niniejszej rozprawy
jest zidentyfikowanie potencjalnych biomarkeréw azoospermii i tym samym stworz—
enie molekularnego narzedzia diagnostyczno-prognostycznego, ktére w przysztosci
moze znalez¢ zastosowanie w rzetelnej ocenie i leczeniu patologii gonady meskiej.
Poprawna diagnostyka meskiej nieptodnosci stanowi powazne wyzwanie XXI wieku.

Nalezy podkreslic, ze Doktorantka realizowata badania w oparciu o dwa
projekty badawcze, z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego i Narodowego
Centrum Nauki.

Badania byty wieloetapowe i opieraty sie przede wszystkim na poréwnaniu
klasyfikacji hierarchicznej profilu ekspresji genéw pacjentdw z azoospermig z ich



oceng histopatologiczng, poréwnaniu profilu ekspresji genéw gonady meskiej z
prawidtowg i uposledzong spermatogeneza, poréwnaniu profilu ekspresji genéw w
grupie pacjentow z zaburzeniem spermatogenezy na wczesnym i pdznym etapie
roznicowania sie komoérek gametogenicznych oraz poréwnaniu profilu ekspresiji
genow pacjentéw z azoospermig, u ktérych notowano lub nie notowano poprawy w
wyniku terapii hormonalnej.

Materiat biologiczny stanowity wycinki gonady meskiej pacjentéw (n = 19) z
azoospermig idiopatyczng, pobrane podczas biopsji diagnostycznej. Czesé
pacjentdbw z azoospermig nieobstrukcyjng zostata poddana terapii hormonalne;.
Grupe kontrolng stanowity komercyjnie dostepne proby RNA z gonady meskiej o
prawidtowym obrazie histologicznym z trzech amerykanskich firm. Na prowadzenie
badan zostata wydana zgoda (nr 994/12) Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Do realizacji zatozonych celéw Doktorantka wykorzystata nowoczesne techniki
biologii molekularnej, a izolacje RNA prowadzita w oparciu o zmodyfikowang metode
Chomczynhskiego wraz z dodatkowym oczyszczaniem przy uzyciu zestawu RNeasy
Plus Mini firmy Qiagen. Analize profili ekspresji gendéw badata przy uzyciu macierzy
ekspresyjnych GeneChip Human Gene ST 1.0 firmy Affymetrix. Sprawdzanie
wynikéw na poziomie mRNA wykonywata stosujac techniki real time PCR, czyli
ocene w czasie rzeczywistym. Korzystata réwniez z niezaleznego zbioru danych
pochodzacych z bazy danych ArrayExpress. Analizy immunoblottingu typu Western i
techniki immunohistochemiczne wykorzystata do oceny poziomu biatka i jego
tkankowej lokalizacji. W celu okre$lenia wariantéw allelicznych wykonata
sekwencjonowanie wybranych fragmentow DNA.

Analiza porownawcza profilu ekspresji gendéw w grupie pacjentéw nieptodnych
i grupie kontrolnej pozwolita Pani mgr Malcher na wyodrebnienie blisko 5000 genéw
réznigcych sie ekspresja, z czego Doktorantka wyodrebnita 7 gendw, ktdrych
ekspresja byta znaczaco (4 x) obnizona u pacjentdéw z azoospermig w stosunku do
kontroli, co oznacza iz zidentyfikowata geny potencjalnie istotne dla ptodnosci
mesKkie;.

Kolejna analiza pozwolita na wyselekcjonowanie dalszych 7 gen6bw o wysoce
podwyzszonej ekspresji (5 x) u pacjentédw z blokiem spermatogenezy komoérek na
pbznym etapie réznicowania, co pozwolito na wykazanie potencjalnych markerow

molekularnych okreslajacych stopien uposledzenia spermatogenezy. Dzieki



dalszemu etapowi badan dotyczacemu analizy poréwnawczej pacjentéw poddanych
terapii hormonalnej, Doktorantka wyodrebnita jeden gen, kitdérego ekspresja byta
znaczaco podwyzszona u pacjenta z azoospermig, u ktérego nie notowano poprawy
w wyniku leczenia i tym samym zidentyfikowata potencjalny biomarker okreslajacy
szanse na pomysine leczenie azoospermii.

Na podstawie powyzszych wynikdw Doktorantka sformutowata wnioski
potwierdzajace zatozone cele pracy.

Nie mam watpliwosci, ze Doktorantka zastuguje na nadanie stopnia doktora,
wykazata sie rzetelng znajomoscig problematyki badawczej i umiejetnoscia realizacji
postawionych zadan. Jej doskonate przygotowanie metodyczne wynika z
doswiadczenia kierujacego rozprawg Profesora Macieja Kurpisza i os6b pracujacych
w Jego zespole w Zaktadzie Biologii Rozrodu i Komérek Macierzystych oraz

umiejetnosci wspétpracy naukowej w macierzystym Instytucie.

Ocena metodologiczna pracy:

Praca doktorska mgr Agnieszki Malcher jest obszernym (158 stron),
tradycyjnie skonstruowanym opracowaniem z wyodrebnionymi rozdziatami: Wstep,
Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusja, Posumowanie i Wnioski oraz Streszczenie i
Literatura. Na ostatnich siedmiu stronach zamieszczone zostaly tabele
uzupetniajace, ktére znakomicie petnig swojg uzupetniajaca funkcje. W rozprawie
Doktorantka zacytowata 234 pozyciji literatury, w tym okoto 70 % z ostatnich 10 lat.

Rozprawe otwiera spis rycin i tabel oraz wykaz skrétéw, a tres¢ pracy
udokumentowana zostata 42. rycinami i 37. tabelami wraz dalszymi 11. tabelami
uzupetniajgcymi  przedstawiajgcymi  m.in. wartosci ekspresji  potencjalnych
biomarkeréw azoospermii i zaburzeh spermatogenezy. Czesc¢ rycin to informatywne
schematy i tabele, a rysunki z kolei dobrze ilustrujg tekst Wstepu rozprawy.

Cele pracy zostaty jasno i zwiezle sformutowane. Doktorantka w
podrozdziatach Wstepu omawia budowe i funkcje gonady meskiej, szczegdlng
uwage poswieca procesowi spermatogenezy i jego regulacji na poziomie
molekularnym, w dalszych podrozdziatach skupia sie na problemie klinicznym jakim
jest nieptodnos¢é meska, przedstawia obraz azoospermii i potencjalne przyczyny jej
powstania oraz zwraca uwage na istote diagnostyki nieptodnosci meskiej i jej
leczenia. Opis metod zostat zawarty na 20 stronach i prezentuje bardzo szczegétowo



kazdg z zastosowanych technik, co pozwala na ocene poprawnego doboru i
zastosowania wybranych metod. W tym miejscu pragne podkresli¢

wage profesjonalnie przygotowanego wykazu skrotow. Autorka uzywa licznych skrétéw

i ich prawidtowe rozwiniecie w jezyku angielskim i polskim wptywa znaczaco na czytelnos¢
rozprawy. Rowniez zawarte w tym rozdziale liczne tabele (5-8), (12-25), zawierajgce spis
stosowanych do analiz odczynnikéw wraz z jego zastosowaniem i pochodzeniem,
przyczyniajg sie do jasnosci catego rozdziatu i pokazujg profesjonalne podejscie
doktorantki do pracy laboratoryjnej.

Dyskusja jest napisana dojrzale w oparciu o bardzo dobrze dobrang $wiatowg
literature. Autorka podkresla znaczenie mikromacierzy jako narzedzia do
poszukiwania biomarkeréw meskiej nieptodnosci.

Zarbwno walory poznawcze pracy jak i prawidtowo dobrane techniki
molekularne uzyte do realizacji postawionych celéw zastugujg na podkreslenie.

Ponizej, przedstawiam uwagi z prosbg o wyjasnienie oraz inne drobne usterki
stylistyczne, kt6re zestawitam w punktach.

1. Sformutowanie ,W przedstawionym projekcie...” nalezatoby zastapi¢ W
przedstawionej pracy...” (str. 72).

2. Barwienie preparatdw hematoksyling skutkuje wybarwieniem jader
komorkowych na kolor fioletowy, a nie niebieski (str.73), co wida¢ na fotografiach
(str.108-109).

3. Prosze o wyjasnienie okreslenia ,analiza nienadzorowana” (str. 119).

4. W licznych miejscach tekstu rozprawy wkradt sie btgd w pisowni stowa
Jponadto”, ktére pisze sie razem, a nie rozdzielnie.

5. Jak Pani ttumaczy brak immunolokalizacji biatka zwigzanego z syndromem
Williams-Beuren regionu 28 (WBSCR28) w plemnikach? Na rycinie 35c¢ (str.109)
widnieje kanalik bez wyraznej obecnosci plemnikéw, trudno zatem rozstrzygnaé czy
komorki te sg negatywne, czy moze ich nieobecnosé w swietle kanalika nie pozwolita
na ocene lokalizacji badanego biatka.

6. W dyskusji (str.125) poprawy wymaga akapit ..... Wykazano, ze myszy
pozbawione genu Prss37 byly bezptodne, a plemniki pozbawione biatka
Adama3.....objawiajac sie defektem w migracji z macicy do jajowodu [217].... Cytacja
217 powinna by¢ nieco wyzej zaznaczona (dotyczy myszy z knockoutem genu
Prss37). W miejscu cytacji [217] proponuje zacytowac prace wykonang na myszach z

knockoutem genu Adam3, korygujac rownoczesnie drugg czes¢ zdania, gdyz podany



efekt braku biatka Adam3 jest niescisty. Mogtby brzmie¢ ....objawiajgc sie defektem

wigzania plemnika do osfonki przejrzystey..

Podsumowujac pragne zaznaczy¢, ze catosé pracy zredagowana jest bardzo
starannie, co przemawia za duzym zaangazowaniem Doktorantki i Promotora nie tylko
w czes¢ badawczg pracy, ale takze w jej edytorska poprawnosc.

Wiadomo réwniez, ze przedstawienie uwag czy sugestii nalezy do obowigzku
recenzenta, ale pomimo drobnych niescistosci, ktére wykazatam powyzej rozprawe
doktorskg mgr Agnieszki Malcher oceniam bardzo pozytywnie. Weryfikacje zatozen
badawczych Doktorantka osiagneta na drodze logicznie zaplanowanych i dobrze
wykonanych doswiadczen, co wskazuje na umiejetnos¢ wykorzystania wiedzy
teoretycznej i praktycznej. Wnioski wyciggniete z przeprowadzonych badan sg
uzasadnione i inspirujg do dalszych poszukiwan naukowych.

Na zakonhczenie pragne réwniez dodaé, ze czes¢ wynikdw rozprawy zostata
opublikowana w 2013 roku w Fertility and Sterility. Doktorantka jest pierwszym
autorem pracy w tym prestizowym amerykanskim czasopismie o IF 4.174, (45
punktow wg MNiSW), co stanowi najlepsze uzasadnienie mojego wniosku

koncowego.

W swietle przedstawionej oceny stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr
Agnieszki Malcher spetnia wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim w
mys| artykutu 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i
tytule naukowym, oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki i wnosze do Rady
Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu o dopuszczenie Pani
mgr Agnieszki Malcher do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze
wzgledu na wartos¢ merytoryczna pracy i opublikowanie czesci wynikow (patrz
powyzej) wnioskuje o jej wyrdznienie w formie przewidzianej regulaminem

Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu.
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W Krakowie, 19 marca 2014 r.






