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Recenzja pracy doktorskiej Agnieszki Malcher
pt.: ,Identyfikacja gendw krytycznych dla procesu ermatogenezy: proba okrélenia
molekularnych markerow azoospermii”

Celem rozprawy doktorskiej byta identyfikacja nowylsiomarkeréw diagnostyczno-
prognostycznych azoospermii nieobstrukcyjnej wzemyzn. Cele szczegbétowe pracy
obejmowaty identyfikag gendw mogcych warunkow& wyskpowanie nieptodrgei,
majcych znaczenie dla stopnia éfgmlzenia spermatogenezy oraz wphyegh na proces
leczenia azoospermii. Uwam te cele za ciekawe i ptodne, rozmane nowoczesnymi

metodami.

Analiza profilu ekspresji gendw wykonana przez Do&htke w grupie mezczyzn
z azoosperminieobstrukcyja pozwolita na wytypowanie 6 gendw, ktore jak athtnie byty
badane w aspekcie nieptodiod Doktorantka walidowata te geny dltowa reakcy PCR,
a take na niezalenym, ogolnie dogpnym zbiorze danych mikromacierzowych. W drugim
etapie bada porownane zostaly profile ekspresji gendw w grupiezczyzn z blokiem
spermatogenezy w pagkowym i na kdacowym jej etapie. Wybranych zostato 7
transkryptow, ktére nagbnie poddane zostaly walidacji w §wowej reakcji PCR, a tale
na niezalenym, ogolnie dogpnym zbiorze danych mikromacierzowych. Nasie wybrane
zostaly 3 geny, z gendéw nie badanych jak gtbtwv aspekcie ptodrci i spermatogenezy
i poddano je walidacji na poziomie biatka. Porowieaprofilu ekspresji genéw w grupie
chorych poddanych terapii hormonalnej nie wykazglobalnych réanic. Z 5 gendéw
wykazupcych r&nice w profilu ekspresji poradlzy grup, ktdra pozytywnie odpowiedziata
na terapie i grupbez odpowiedzi, do dalszych badaytypowany zostat gen HLA-DQBL1.
Powyzsze wyniki uwaam za bardzo ciekawe i oryginalne. Wykonane analizy
pozwolity na wytypowanie genow, ktére weénéj nie byly analizowane w kontstie
meskiej nieptodnéci. Co warte jest tate podkrélenia, Doktorantka, po raz pierwszy



okreslita profil ekspresji gendéw przed i po leczeniu mmanalnym, ché przyzna nalezy, ze
analiza dotyczyta materiatu uzyskanego tylko ochgggb pacjenta.

Praca przedstawiona do recenzji napisana jest daddibrze, z uwzgbnieniem
bardzo bogatego gmiennictwa. Uwag zwraca szczegolnie bardzo starannie przedstawiona
calh czes¢ laboratoryjna. Szczegolnie cendociekliwas¢ Doktorantki, ktéra podja sk
weryfikacji uzyskanych wynikbw na poziomie biatkaogizez wykonanie reakcji
immunoblotowania typu Western oraz immunohistochentia okrelenia lokalizacji
wytypowanych, mato znanych biatek. Dociekléota sktonita zapewne Doktorartkdo
okreslenia alleli genu HLA-DQBL1, ktory, Jej zdaniem, seamiet znaczenie w odpowiedzi na
leczenie hormonalne azoospermii. W@ obserwacj poczyniona przez Doktorantk jest
rozbieznos¢ klasyfikacji histopatologicznej i molekularnej dimawanych probek.

Pomimo niezaprzeczalnych zalet pracy, Doktorant@austrzegta sijednak drobnych
btedow, ktdre poniej przedstave:

Pierwsza uwaga dotyczy liczelbigo probek wykorzystanych do oznaczenia, ktéra to
kwestia zostata w pracy przedstawiona mato precyeyjW opisie materialu oraz w
wynikach podana jest wgiowa liczba prébek, ktore w trakcie kolejnych etapulegty
wykluczeniu, jednake nigdzie paéniej - ani w tekcie, ani w tabelach z wynikami, czy na
rycinach, nie jest podana ostateczna liczba pr@leekianych analizie (informacje dotyce
probek znajdw si wprawdzie w tabelach uzupetriaych, czy rycinach ilustragych
wyniki, jednake wymaga to od czytelnika liczenia probek). W zmgoz stopniu utrudnia to
ocerg wykonanych bada Przykiadowo, w przypadku klasteryzacji hierarzhigj probek
wedtug profilu ekspresji gendéw z Ryc. 18 wynike,ostatecznie, z w§giowego materiatu 36
prébek pochodcych od 19 pacjentdw i 4 prébek kontrolnych, analizoddano 27 probek
pochodacych od pacjentéw i 4 prébki kontrolne. Poréwnampiefilu ekspresji genow
dotyczytlo 18 probek (po jednej probce od pacjentalidacja wynikow uzyskanych
w badaniach wykonanych techaiknikromacierzy wykonana z wykorzystaniemsdmwej
reakcji PCR to tylko 11 probek. Typowanie biomadwerokrelajacych stopié updsledzenia
spermatogenezy dotyczyto 9 probek z blokiem spergeatezy w pocgkowym stadium
i 9 prébek z blokiem spermatogenezy nadawym etapie. Immunoblotowaniu typu Western
poddanych zostato 10 probek, w tym jak podaje Dwkttka, gtownie probki pochodee
od pacjentow zakwalifikowanych do analizy ekspregjendw (jest to ok&enie
nieprecyzyjne, i powinna BBytu dokladnie podana liczba prébek, ktére poddapstaty
wczeniejszym badaniom), przy czym kontrola zawieratékayl probk. W przypadku

badania ekspresji gendéw winezyzn poddanych terapii hormonalnej, Doktorantkezgaita



bardzo ciekaw obserwagj obecnéci homozygot genu HLA-DQB1 u o0so6b, ktére nie
odpowiedziaty na terapj jednake analiza dotyczyta tylko 6 probek (3 prébki pochme od
pacjentow, ktorzy odpowiedzieli na terapi 3 od pacjentdw, u ktérych terapia nie data
efektu). Poréwnanie profilu ekspresji przed i pezleniu wykonano na tylko jednej prébce.

Zasadniczym zarzutem dotyexym wykonanych bada jest mata liczebnig
analizowanych prébek. O ile typowanie potencjalngadrkeréw azoospermii i dotyczyto 18
prébek od osob chorych i 4 od oséb zdrowych, to wlejkych etapach badania,
co wspomniano wiej, liczby te byty znacznie mniejsze: 11 versu8 #ersus 9, 10 versus 1,
3 versus 3, 1 versus 1. Zapewne z braku wystaxaliczby probek walidacja wynikow
uzyskanych w badaniach wykonanych techniknikromacierzy wykonana zostata
z wykorzystaniem iléciowej reakcji PCR na tej samej grupie. Wprawdzigkenana zostata
weryfikacja uzyskanych wynikow otrzymanych techniknikromacierzy na niezataym,
0golnie dosipnym zbiorze danych, jednaktrzeba zaznacéwyraznie, ze brak jest w pracy
niezkgdnego elementu, czyli weryfikacji wynikbw niezahg technikh na niezalenym
zbiorze danych.

Moje uwagi krytyczne dotyez takze analizy wynikow. Kryteria zastosowane w
pierwszym etapie badania do typowania gendw waijaokoh nieptodné¢ nie zostaty, moim
zdaniem, zastosowane w sposOb prawidiowy. W celuwigszenia ryzyka wygpania
przypadkowych wnioskéw, powinno zoétaastosowane kryterium FDR peej <0,05, lub
zamiennie, kryterium dla wado p powinno wynosi mniej niz 0,001 dla genéw uwanych
za znamienne, #hiace s¢ W poziomie ekspresji.

W drugim etapie badania Doktorantka analizowata ygenznicujace probki
Z wczesnym i pinym etapem zahamowania spermatogenezy, wytypowanpodstawie
klasteryzacji hierarchicznej, olétene przez Doktorantkjako odpowiednio grupa B i A.
Doktorantka nie podata, czy klasteryzacja hieraai na niezalmym zbiorze danych
dotyczy wszystkich genow, czy #aylko 7 gendw wytypowanych do dalszej walidaciji.
Podziat na podgrupy z wczesnym izpgm blokiem spermatogenezy jest moim zdaniem
raczejzyczeniow, interpretaci wynikdw analizy nienadzorowanej - grupy te niestady
jasno zdefiniowane - probki z blokada etapie mejozy znalaztyesbowiem zaréwno
w grupie A, jak i B. W niezalsym zbiorze walidacyjnym grupy A i B ni@ sakie same, jak
grupy wyodebnione prze Doktorantk w materiale wilasnym, gdy wszystkie probki
z blokiem na etapie mejozy znalaztyg si grupie B. Tak wic, walidacja wynikow na zbiorze

niezalenym dotyczyta inaczej zarysowanych grug, wimateriale wkasnym.



Doktorantka nie podaje, czy geny wytypowane do deji jako rénicujace
podgrupy A i B, byty jedynymi genami spetrdaymi podane kryteria (waré p poniej
0,0001, p¢ciokrotnie zmieniony poziom ekspresji, FDR, z gijem jednego genu, potd)
0,05), czy te genow takich byto wece;.

W badaniach profilu ekspresji wykonanych przez Dodtlk;, oprécz nowych gendw,
znalazty s¢ rowniez geny wczéniej zidentyfikowane przez inne zespoty badawcze,
co swiadczy, moim zdaniem, jedynie o zgodaoouzyskanych wynikéw, a nie, jak twierdzi
Doktorantka, o poprawrioi wykonanej przez Doktoranglkanalizy.

Szkoda,ze poziom ekspresji genow badany technikikromacierzy, czy iléciowej
reakcji PCR, czyli najwaniejsze wyniki pracy, przedstawione zostaty w pastak matych
rycin, przez co nieco utrudniona jest ich obseraaldja rysunkach brak jest legendy.

Nie wiadomo, czy na rysunkach przedstawiogérednie, czy mediany, a w zyzku z tym,
czy prostokty na wykresie skrzynkowym dotygzodchylenia standardowego, czyzte
kwartyli. W tabelach warkei p powinny zosta przedstawione w postaci ggt, co znacznie
utatwitoby porownanie uzyskanych wynikéw. Warto ddyy zwrécé uwag: na probki
odstajce: sprawdd, ktére to § probki, czy zawszeasto te same probki. W przypadku
wykresow ilustrugcych ilos¢ biatka, rownie brak jest legendy.

Legenda dotycgca map termicznych jest mato czytelna. Nie wiadoozego dotyczy
histogram (czysrednich wartéci ekspresji, czy te wszystkich pomiaréw). Zamiast stowa
Lwartos¢” powinno pojawé sic okreslenie ,poziom ekspresji’, natomiast nie jest oczste|

czego dotyczy okgtenie ,ilos¢”.

Wspomniane wiej ograniczenia dotyaee liczebnéci badanych grup i wykonanych
analiz mog w duzej mierze warunkowa interpretagi otrzymanych wynikow. Wnioski
dotyczce ich potencjalnego wykorzystania diagnostycznegjo prognostycznego powinny
wigc by wyciagnigte z duo wigkszy ostraznoicia. Z cah pewndcia badania te wymaga
beda potwierdzenia na znacznie gkszym materiale, ktérego to aspektu Doktoranta g&dn
w dyskusji nie poruszyta. W dyskusji zabrakto mgavkrytycznego podégia do uzyskanych

rezultatow wtasnych bada

Przedstawione powgj uwagi krytyczne nie wplywajna mog bardzo wysok ocerg
prezentowanej pracy. Praca wykonana jest bardzarste. Doktorantka wykorzystata wiele
technik badawczych, ktére w przys@o bedzie mogta rozwijd@ do prowadzenia dalszych

bada. Tak wkc, mam zaszczyt wnioskowado Rady Naukowej Instytutu Genetyki



Czlowieka PAN w Poznaniu o dopuszczenie Doktorawiii dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Oryginalne wyniki otrzymane w ramadhiejszej pracy zostaty opublikowane,

wnosz wiec rowniez o wyr&nienie pracy.
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