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STRESZCZENIE

Nieptodno$¢ dotyczy ok. 15% par w wieku reprodukcyjnym, a czynnik meski stanowi potowe
tych przypadkow. Nieplodnos¢ meska moze by¢ skutkiem wielu nieprawidlowosci
zachodzacych w procesie spermatogenezy. Poniewaz proces ten regulowany jest przez
czynniki hormonalne, genetyczne i $rodowiskowe, zaburzenie jednego z tych regulatorow
moze prowadzi¢ do braku plemnikow w ejakulacie, czyli azoospermii. Przyczyny
azoospermii moga by¢ zlozone, a obecna diagnostyka, oparta giownie na analizie
histopatologicznej, nie jest wystarczajaca. Zwlaszcza, przyczyny genetyczne sg mato
poznane, dlatego gtownym celem przedstawionej pracy byta identyfikacja nowych
biomarkeréw diagnostyczno-prognostycznych dla m¢zczyzn z azoospermig nieobstrukcyjng
poprzez identyfikacje gendw potencjalnie istotnych dla plodnosci meskiej, genow
determinujacych stopien uposledzenia spermatogenezy, a takze gendw okreslajacym szanse
na pomyslne leczenie azoospermii za pomoca terapii hCG/rFSH.

Badania obejmowaty: (1) porownanie klasyfikacji hierarchicznej profilu ekspresji gendéw
pacjentow z azoospermig z ich obrazem histopatologicznym; (2) poréwnanie profilu ekspresji
gendéw gonady meskiej z prawidlowa 1 uszkodzong spermatogenezg; (3) poroOwnanie profilu
ekspresji genow pomiedzy grupa pacjentdéw z uposledzeniem spermatogenezy na wczesnym
I péZznym etapie roznicowania komorek gametogenicznych; (4) poréwnanie profilu ekspresji
gendw pacjentdw z azoospermia, ktorzy odpowiedzieli pozytywnie na terapi¢ hormonalng
w stosunku do tych bez poprawy. Analize¢ profili ekspresji genéw wykonano za pomoca
mikromacierzy ekspresyjnych GeneChip Human Gene ST 1,0 firmy Affymetrix. Ponad to
zostata przeprowadzona walidacja wynikoéw na poziomie mRNA za pomocg technik PCR
W czasie rzeczywistym oraz na niezaleznym zbiorze danych pochodzacych z bazy danych
ArrayExpress, a takze na poziomie biatka przy zastosowaniu technik immunoblotowania typu
Western oraz immunohistochemii. Dodatkowo wykonano sekwencjonowanie wybranych
fragmentow DNA w celu okreslenia wariantow allelicznych.

Analiza pordwnawcza profilu ekspresji genéw pomiedzy grupa mezczyzn nieplodnych
a grupa kontrolng pozwolita na wyodrebnienie 4946 genow roznigcych sie ekspresja (p<0,05).
Wyselekcjonowano 7 genow, tj.: AKAP4, UBQLN3, SPACA4, SPATA3, GGN, CAPNL11,
FAM71F1, ktore wykazywaty minimum 4-krotnie obnizony poziom ekspresji (p<0,005)
u pacjentdw z azoospermig w stosunku do kontroli. Geny te zostalty pomyslnie zwalidowane
na niezaleznym zbiorze danych i/lub w analizie PCR w czasie rzeczywistym. Rowniez analiza

produktow biatkowych genéw UBQLN3 i FAM71F1 generalnie potwierdzita wyniki



uzyskane na poziomie mMRNA. Ponadto globalna analiza profilu ekspresji genow pozwolita na
wyodrgbnienie dwoch podgrup mezczyzn wykazujacych blok spermatogenezy na pdznym
i/lub wczesnym etapie réznicowania. Analiza poréwnawcza pomigdzy tymi podgrupami
pozwolita na zidentyfikowanie kolejnych 7 gendéw o minimum 5-krotnie podwyzszonej
ekspresji (p<0,0001) u pacjentéw z blokiem spermatogenezy na pdéznym etapie, tj. WBSCR28,
SPATS1, TMEMZ225, FSCN3, GTSF1L, ADCY10, GSG1. Wszystkie te geny zostaty
pomyslnie zwalidowane za pomocg PCR w czasie rzeczywistym oraz na niezaleznej grupie
danych pochodzacych z bazy danych ArrayExpress. Analiza immunoblotowania typu
Western, immunohistochemia oraz dane z bazy danych The Human Protein Atlas wykazata,
ze produkty biatkowe wyselekcjonowanych gendéw obserwowano gtéwnie na pdznym etapie
spermatogenezy, co potwierdza wyniki otrzymane na poziomie mRNA.

Z Kkolei analiza obejmujaca mezczyzn poddanych terapii hormonalnej pozwolita na
wyodrebnienie genu HLA-DQBL, ktérego poziom ekspresji byt znacznie podwyzszony
(p<0,05) u me¢zczyzn z azoospermig, u ktorych nie wykazano poprawy na zastosowane
leczenie. Dodatkowo analiza sekwencji tego genu wykazata, ze m¢zczyzni z NOA, ktorzy nie
odpowiedzieli na leczenie byli homozygotami wzgledem HLA-DQB1, tj. *060301, *020201,
*060201, natomiast ci, ktorzy odpowiedzieli pozytywnie na terapi¢ hormonalng byli
heterozygotami i okazywali nastgpujace warianty: *040201/050201, *040201/030101
*030201/020101.

Ponad to poréwnano profil ekspresji gendw gonad przed i po leczeniu od pacjenta, ktory
pozytywnie odpowiedzial na terapi¢ hormonalng. Odnotowano, ze poziom ekspresji genéw
odgrywajacych istotng role podczas spermiogenezy, m.in.: AKAP1, PRM2, CLDN1, TNP1,
ODF1, PRM1 byl podwyzszony (ponad 2-krotnie) w gonadzie po leczeniu.

Podsumowujac, zidentyfikowane w pracy biomarkery moga stanowi¢ podstawe¢ do stworzenia
molekularnej platformy diagnostyczno-prognostycznej dla skutecznego okreslenia przyczyn
nieptodnosci, a takze okreslania stadium upos$ledzenia spermatogenezy oOraz Szansy na

pomyslne leczenie hormonalne u me¢zczyzn z azoospermia.



