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Ocena rozprawy doktorskiej Pani lek. Edyty Budzynskiej

Tytut rozprawy: Wybrane czynniki genetyczne w nieptodnosci meskiej

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani lek. Edyty Budzyriskiej zostata
przygotowana pod kierunkiem Prof, dr hab. n. med. Macieja Borowca w Katedrze Genetyki
Klinicznej i Laboratoryjne] Uniwersytetu Medycznego w todzi. Praca dotyczy wybranych
genetycznych przyczyn nieptodnosci meskiej, stanowigce] istotny populacyjnie problem
medyczny. Tym- istotniejszy, ze stajemy wobec faktu rosngcego odsetka par bezskutecznie
starajgcego sie o cigze. Wedtug rdinych danych, obecnie odsetek par z niepfodnoscig
konsultowanych i diagnozowanych w poradni genetycznej w Europie Zachodniej i USA wynosi od
15% do nawet 20%. Nieptodnos¢ meska odpowiada z ok. 50% przyczyn nieptodnosci matzenskiej i
znanych jest wiele genetycznych czynnikéw sprawczych, ktore mozna identyfikowaé w
rutynowych badaniach genetycznych. Do klasycznych, najezesciej wykrywanych nieprawidtowosci
genetycznych nalezg aberracje chromosomowe, w tym liczhowe (np. zespot Klinefeltera),
translokacje i inwersje chromosomowe oraz kariotyp 46,XX u mezczyzn z zaburzeniami rozwoju
ptci. Innymi, wzglednie czesto identyfikowanymi nieprawidiowosciami genetycznymi sa
mikrodelecje regionu AZF oraz warianty patogenne genu CFTR. Do trzech wspomnianych powyzej
i rutynowo badanych genetycznych przyczyn nieptodnosci meskiej, dotozyé mozna stale rosngcg
grupe zaburzern monogenowych. Dzieki uzyciu nowoczesnych metod sekwencjonowania DNA,
czyli sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS od ang. next generation sequencing) poznajemy
ciagle nowe, cho¢ juz wzglednie rzadkie jednogenowe przyczyny nieptodnosci. Stusznie zatem
Autorka podjefa sie badan nad powyiszg problematyka, uzasadniajgc to powodami poznawczymi,
jak réwniez wzgledami praktycznymi, majgcymi potencjalnie znaczenie dla diagnostyki i opieki nad
pacjentami, w tym poradnictwa genetycznego i planowania odpowiednie] strategii leczenia
nieptodnosci.

Przedstawiona do oceny dysertacja ma typowy dla rozpraw doktorskich uktad redakcyjny.
Zawiera 84 strony maszynopisu (4 strony spisu tresci i skrotow oraz 77 stron tekstu pracy), z
tradycyjnym podziatem na wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki badan, dyskusje, wnioski,
streszczenia w jezyka polskim i angielskim, pismiennictwo oraz spis tabel i rycin. W pracy zawarto
13 tabel i 11 rycin oraz 113 pozycji pismiennictwa.

Dysertacje otwiera wykaz stosowanych w pracy skrétow, po ktdrym nastepuje spis tresci.
We wstepie Doktorantka omowita definicje, przyczyny wystepowania oraz epidemiologig
nieptodnosci meskiej, skupiajgc sie w szczegdlnosci na genetycznych przyczynach zaburzenia.
Nastepnie opisata najczestsze aberracje chromosomowe, skuktkujgce nieptodnoscig, by omdwic
mikrodelecyjne | monogenowe przyczyny zaburzenia. W formie tabelarycznej Autorka zestawita
jednostki chorobowe skutkujgce nieptodnoscia i nieprawidtowosciami budowy plemnikow, co



stanowi cenny i interesujacy przeglad aktualnego pismiennictwa z tej tematki. Na koricu tej czesci
pracy scharakteryzowano gen MTHFR, ktory wystepuje w populacji w trzech rdznych wariantach,
a ktorego powigzanie z patologiami rozrodu cztowieka lub innych chorobami genetycznymi jest
watpliwe, ze wzgledu na brak jednoznacznych danych lub wzajemnie wykluczajace sie wyniki
badan. Lektura wstepu dowodzi, ze Autorka ma dobre rozeznanie w omawianych zagadnieniach,
a tym samym dobre przygotowanie teoretyczne do realizacji badan. Jako genetyk kliniczny z
wielotenim doswiadczeniem | praktykg, Doktorantka z catg pewnoscia konsultowata i
diagnozowata wiele par z nieptodnoscia, tak wiec podjecie tematu rozprawy doktorskiej wydaje
sie naturalng konsekwencjg Jej dziatalnosci lekarskiej. Dobrze, ze praca kliniczna Autorki znalazia
swoje podsumowanie w postaci niniejszej dysertacji.

Dwa cele pracy zostaly jasno sformufowane. Autorka opisata pierwszy cel, obejmujgcy
ocene czestosci wystepowania aberracji chromosomowych, mikrodelecji regionu AZF w
chromosomie Y i najczestszych wariantow patogennych w CFTR u mezczyzn z nieptodnoscig
pierwotng. Cel ten nie budzi watpliwosci, gdyz zmiany patogenne dotyczace chromosomdw,
regionu AZF oraz genu CFTR stanowia udokumentowane i nie budzace watpliwosci przyczyny
nieptodnosci meskiej. Drugim celem byta natomiast analiza czestosci wystepowania wariantow
€.665C>T oraz ¢.1298A>C genu MTHFR w grupie pacjentéw z nieptodnoscig i nieprawidtowym
stezeniem plemnikéw w nasieniu w stosunku do zdrowych mezczyzn. W mojej ocenie w pracy
brakuje dostatecznego uzasadnienia wyboru genu MTHFR do badari pordwnawczych.
Uzasadnienie to powinno by¢ poparte szerszym przegladem pismiennictwa medycznego oraz
szczegofowym omdwieniem biologicznej funkcji genu MTHFR i kodowanego przez gen biatka w
procesie spermatogenezy lub szerze] — ptodnosci meskiej. Uzasadnienie wyboru genu MTHFR
wydaje sie zbyt zdawkowe, tym bardziej, ze Autorka sama stusznie przyznaje, iz dane 2
pismiennictwa sg bardzo niejednoznaczne i sprzeczne. Co wiecej, warianty fagodne (dawniej
polimorfizmy) MTHFR wystepujg w réznych populacjach z bardzo wysoka czestoscia, a w Polsce
czestosci obu badanych wariantow MTHFR wynoszg po ok. 30%, przy czesosci allelu
referencyjnego (dawniej wt), wynoszacej ok. 40%. Gdyby nosicielstwo badanych zmian obnizato
chotby w nieduzym stopniu ptodnos¢ nosicieli, zmienione allele ulegatyby samoeliminacji z
populacji z pokolenia na pokolenie. Tymczasem s3 one obecne wsrdd wszystkich ras z wysoka
czestoscia, co oznacza, ze efekt zatozycielski miat miejsce wiele tysiecy lat wstecz. Logicznym jest
zatem, ze ich wptyw na ptodnos¢ populacji jest znikomy lub wrecz zaden. Dlatego nie znajduje
wystarczajgcego uzsadnienia dla realizacji drugiego z celow badawczych pracy.

W rozdziale Materiat i Metodyka Doktorantka opisata grupe badana nr 1, ktdra stanowito
1105 mezczyzn, diagnozowanych w kierunku genetycznych przyczyn nieptodnosci w poradni
genetyki klinicznej Centralnego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego w todzi w okresie
31 lat (lata 1991-2001). Kwalifikowano wylgcznie pacjentéw z nieptodnoscig pierwotng oraz
wykulczano przypadki, w ktérych karioytp partnerki byt nieprawidtowy. W grupie nr 1, obejmujgcej
1109 mezczyzn z nieptodnoscig pierwtona, przeprowadzono badanie kariotypu metodg prazkow
G z limfocytow krwi obwodowej. U mezczyzn z kariotypem mozaikowym, ocenion takze kariotyp
w fibroblastach skory. U 565 pacjentow z grupy nr 1 (51% grupy wyjsciowej), wykonano
dodatkowo badanie w kierunku mikrodelecji w regionie AZF. Ponadto u 504 pacjentéw (45% grupy
nr 1) przeprowadzone zostato badanie molekularne genu CFTR, ktérego zakres roznit sie istotnie




pod wzgledem liczby analizowanych wariantéw patogennych, w zaleznosci od okresu, w ktorym
wykonano diagnostyke. Zakres testow genetycznych dla genu CFTR obejmowat 3, 35 lub 36
wariantow patogennych (w tym wariant Tn w intronie 8, w przypadku rozeszonych testéw CFTR).
Poniewaz grupa nr 1 pacjentow z nieptodnoscig rekrutowana byfa przez okres 31 lat, Autorka
musiata przeprowadzi¢ dituga i zmudng analize retrospektywng badanej grupy, co zastuguje na
duze uznanie. Zaktadam, ze pewng czes¢ z zakwalifikowanych pacjentdw Doktorantka
konsultowata i diagnozowata osobiscie, co bytoby warte odnotowania i podkredlenia w pracy.
Jednak oczywistym jest, ze przy tak duzej grupie badanych i dtugim okresie rekrutacji, nie byto
mozliwe by wszyscy pacjenci pochodzili tylko z kolekeji Autorki. W mojej ocenie zakwalifkowana
do analiz statystycznych grupa pacjentéw z pierwotng nieptodnoscig meskg jest bardzo duza i
niezwykle cenna z poznawczego i dydaktyczno-klinicznego punktu widzenia. Objecie przez
Doktorantke retrespektywnymi analizami tak duzej grupy pacjentéw jest warte odnotowania i
stanowi¢ musiato niemate wyzwanie organizacyjne i logistyczne. Opracowanie wynikéw wymagato
ze strony Autorki wykazania sie duzymi umiejetnosciami w zakresie dobrej wspodtpracy i
komunikacji zaréwno z lekarzami genetykami poradni genetycznej w todzi, jak i diagnostami
laboratoryjnymi wykonujacymi analizy cytogenetyczne i molekularne. Do czesci pracy opisujgcej
grupe nr 1i przeprowadzone u pacjentdw badania genetyczne miatbym tylko kilka drobnych uwag.
Jedynym badaniem, ktére wykonane zostato u wszystkich 1109 mezczyzn z nieptodnoscig byto
badanie kariotypu (prazki G) z limfocytow krwi obwodowej. Badania molekularne wykonane
zostaly u okoto potowy z tej grupy, co utrudnia przeprowadzenie kompletnych analiz
statystycznych dla catej kohorty. Podobnie, zmienna liczba wariantow patogennych (3, 35 lub 36)
analizowanych w genie CFTR u 503 pacjentow, czynni wyniki badan statystycznych
niekompletnymi, a przez to mniej wartosciowymi. W innej czesci Materiatéw i Metod Doktorantka
opisuje grupe badana nr 2, obejmujgcg 103 pacjentéw z oligozoospermia i azoospermia, u ktérych
wykluczono wszystkie przyczyny nieptodnosci, mozliwe do zidentyfikowania w rutynowych testach
diagnostycznych. W tej grupie, wykonano analize czestosci wariantéw zatozycielskich genu MTHFR
(c.665C>T oraz ¢.1298A>C) w odniesieniu do grupy kontrolnej 102 zdrowych mezczyzn, u ktérych
(jak mozna domniemywac), wyniki badar nasienia byly prawidtowe. Sekcje te Autorka konczy
opisem metodologii analiz statystycznych. Stusznie do analizy zmiennych ilociowych i
jakosciowych, Autorka uzyta réznych, odpowiednio dobranych testéw. Za punkt odciecia w testach
przyjeto poziom istotnosci alfa = 0,05. Do rozwaienia bytoby zastosowanie poprawki
Bonferoniego, obnizajacego wspétczynnik istotnosci alfa do 0,025 w odniesieniu jednoczasowego
porownywania dwoch wariantdéw typu SNV w genie MTHFR. O ile to motzliwe, prositbym o
odniesienie sie do tej uwagi przez Doktorantke w trakcie obrony. Poza jedynie drobnymi,
przytoczonymi powyiej uwagami, musze przyznac, ze sekcja Materiatéw i Metod zostata przez
Autorke przygotowana szczegdtowo i starannie. Doktorantka bardzo doktadnie opisata metodyke
badan cytogenetycznych i molekularnych, wraz z warunkami hodowli komérkowych, warunkami
reakcji PCR i sekwencjami starterdw.

W sekcji Wyniki Doktorantka przedstawita rezultaty przeprowadzonych u pacjentdw
badan. Wyniki zaprezentowano w formie opisowej oraz 11-tu tabel (tabele 3-13) i 7-u rycin, w tym
wykresow (ryciny 1-7). Wyniki zaprezentowany w prosty i przystepny sposéb. W grupie mezczyzn
z pierwotng nieptodnoscia meska wydzielono trzy grupy pacjentéw: z prawidtowymi wynikami
badania koncentracji plemnikow w nasieniu (normozoospermig), oligozoosperig i azoospermig. W
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grupie 1109 chorych, u 88 (7,49%) zidentyfikowano aberracje chromosomowe. Odsetek aberracji
chromosomowych byt tym wyzszy, im nizsze byto stezenie plemnikéw w nasieniu. | tak w
przypadku azoospermii, odstek pacjentéw, ktérzy mieli aberracje chromosomowg wynosit
26,61%, w przypadku oligozoospermii — 2,6%, a w przypadku noromozoospermii — 1,6%. Zgodnie
z przewidywaniami, zdecydowanie najczestsza aberracja chromosomowa byt zespdt Klinefeltera z
kariotypem 47,XXY lub w mozaice i wystepowat on niemal wyfgcznie u pacjentow z azoospermia.
Innymi czestymi aberracjami skojarzonymi z nietodnoscia byty translokacje wzajemne
chromosomow oraz translokacje robertsonowskie, co réwniez nie jest zaskakujace. Interesujgeym
z naukowego punktu widzenia jest fakt identyfikacji 5 chromosoméw markerowych, jako
prawdopodobnej przyczyny nieptodnoéci u mezczyzn z azoospermig lub oligozoospermig. W pracy
nie znalaztem pogtebione] diagnostyki, ktéra identyfikowataby pochodzenie chromosomu
markerowego. Tego rodzaju diagnostyka, np. z wykorzystaniem metody mikromacierzy CGH,
whiostasby cenne informacje z poznawczego punktu widzenia.

Badanie regionu AZF chromosomu Y wykonano u 565 pacjentéw z grupy nr 1. U 3,4%
badanych stwierdzono mikrodelecje w AZF. Zmiana wystepowata najczesciej u meiczyzn z
azoospermia (6,89% pacjentdw z brakiem plemnikéw w nasieniu) i 1,89% pacjentdw z
oligozoospermia. Z kolei badanie genu CFTR wykonano u 503 chorych, sposréd ktdrych 8,35%
miato przynajmniej jeden (lub dwa) warianty patogenne w genie. U pacjentdw z azoospermia
czestos¢ mutacji w CFTR wynosita 13,33%, w przypadku oligozoospermii byto to 6,4%, a w
normozoospermii — 5,4%. Nalezy jednak zaznaczyc, ze czestoici te nie sg ostateczne, poniewaz u
czgsci pacjentdw wykonano badanie 3 wariantéw patogennych, a u innych 35 lub 36 zmian. U
Zadnego z pacjentéw nie badano catej sekwencji kodujacej CFTR, a wiadomo, ze opisano juz ponad
2000 roznych wariantow chorobotwdrezych tego genu. Wspomniane ograniczenie zakresu anlizy
genu CFTR ostabia naukowa warto$¢ wynikéw. Cho¢ w rutynowej diagnostyce rzadko wykonuje
sig kompleksowg diagnostyke genu CFTR ze wzgledu na jej wysoki koszt, wydaje sie, ze w
opracowaniu naukowym, dobrze bytoby dysponowac petnymi danymi, obejmujacymi wszystkie
patogenne lub prawdopodobnie patogenne zmiany sekwencji genu.

Wyniki uzyskane w pracy uwazam za cenne naukowo, zwtaszcza jesli badania poszerzone
zostang o dodatkowe analizy, np. metodg mikromacierzy CGH (array CGH, aCGH - w przypadku
chromosomow markerowych) i paneli NGS lub WES (w odniesieniu do azoo- i oligozoopsermii).
Rezultaty te wowczas przyniosa duig wartoéé poznawcza, a dobrze scharakteryzowana liczna
grupa pacjentow, jest zebrana i gotowa do badan. Juz dzi§ wyniki uzyskane w pracy majg duzg
wartosc kliniczng i praktyczng dla genetykéw klinicznych, ginekologdw-potoznikdw i andrologdw.
Wyniki badan beda mogty byc z opublikowane w recenzowanym czasopiémie z dziedziny genetyki
rozrodu lub andrologii, ze wzgledu na duzg liczebnos¢ grupy. Ponadto dzieki zidentyfikowaniu
nieprawidfowosci genetycznych, zdiagnozowanym pacjentom moina byto udzieli¢ porady
genetycznej i zaproponowac lepsza opieke prekoncepeyjna i potoznicza, w tym badania prenatalne
i diagnostyke preimplantacyjng (PGD). Co wazne, u wszystkich zainteresowanych cztonkéw rodzin
mozna byto zaproponowac¢ badania kariotypu lub inne badania molekularne, aby zawczasu
zidentyfikowac kolejne pary wymagajgce poradnictwa genetycznego i wysoko specjalistycznych
procedur leczenia nieptodnosci. Dlatego wysoko nalezy ocenié¢ wartoéé praktyczng zrealizowanych
badan. Moje uwagi krytyczne do czesci Wyniki opisatem powyzej i odnosza sie one gtéwnie do



braku poszerzenia metodologii o nowoczesniejsze, bardziej kompleksowe i niosgce wieksza
wartos¢ poznawczg techniki badan DNA, tj. aCGH i NGS. Ponadto w badaniach genu MTHFR (grupa
nr 2) nie odnotowano istotnych réznic pomiedzy czestoiciami wariantow ¢.665C>T 1 ¢.1298A>C u
pacjentow z nieptodnoscig w odniesieniu do grupy kontrolnej. Biorgc pod uwage licznosci obu grup
(103 vs 102 osoby), dalsza stratyfikacja na podgrupy pacjentow z azoo-, oligozoo- i
normozoospermia wydaje sie niecelowa, gdyz w niektérych pogrupach znajduje sie tylko kilku
pacjentéw (np. 4, 7 lub 8 chorych).

W czesci Omowienie wynikow i dyskusja Autorka przystgpita do interpretacji uzyskanych
rezultatébw w odniesieniu do danych z pismiennictwa. Czestodci identyfikowanych aberracji
chromosomowych oraz mikrodelecji w regionie AZF u nieptodnych meiczyzn byty zbiezne z danymi
z pismiennictwa. Poréwnanie czestosci wariantow w genie CFTR z danymi z pismiennictwa moze
by¢ utrudnione ze wzgledu na rozbieznosc zakresdw analiz w réznych opublikowanych wynikach
badan. Niemniej jednak wszystkie trzy rutynowo stosowane metody diagnostyki genetycznej w
nieptodnosci meskiej (tj. kariotyp, badanie regionu AZF i genu CFTR) okazaty sie efektywne w
wykrywaniu genetycznych przyczyn nieptodnosci pierwotnej u meiczyzn, przynoszac diagnoze
tacznie w ok. 10,5% przypadkéw. Kontrowersje budzi¢ moze wybdr genu MTHFR do badan,
zwilaszcza, Ze gen ten staf sie ,,popularnym” ohiektem badari u oséb zdrowych, ktérzy lawinowo
zgtaszajg sie na konsultacje z wynikami badan w obawie o swoje zdrowie. Liczba nieprawdziwych,
niepopartych wynikami rzetelnych badan informacji nt. genu MTHFR dostepnych w Internecie
hudzi groze. Napotkaé mozna liczne informacje o rzekomym zwiazku nosicielstwa wariantow w
tym eenie z czestoscig wystepowania nieptodnosci, autyzmu, zespotu Downa oraz naczyniakéw
ptaskich karku u noworodka... W dobie takie] atmosfery wokot genu MTHFR uwazam, ze nie bytoby
dobrze, gdyby zwtaszcza niejednoznaczne wyniki badan staty sie pozywka dla niekompetentnych,
siejacych dezinformacje nadaktywnych uzytkownikéw foréw pacjenckich.

Wiekszos¢ wnioskow pracy zostata poprawnie sformutowana i odpowiada powzietym do
realizacji celom. Autorka zauwaza we wnioskach, ze najistotniejszym i podstawowym badaniem
genetycznym u nieptodnych meiczyzn jest kariotyp, ktéry daje najwiekszg szanse identyfikacji
przyczyny problemu medycznego. Autorka stusznie wnioskuje, ze szansa znalezienia przyczyny
nieptodnosci w badaniach genetycznych (kariotyp, region AZF, gen CFTR) jest tym wieksza, im
gorsze pod wzgledem koncentracji plemnkdw s3 wyniki badania nasienia pacjenta. Doktorantka
nie znalazta pozytywnej korelacji pomiedzy czestoscig wariantéw genu MTHFR a nieptodnoscia
meska. Jedyng drobng uwaga z mojej strony, odnoszacyg sie do wnioskdw, bytaby stwierdzenie, ze
niektore z nich (tj. wnioski 4, 51 6) 53 zbyt szczegotowe i stanowig raczej podsumowanie wynikow
niz bona fide wnioski.

Uzyskane wyniki Doktorantka omowita w odniesieniu do bogatego, trafnie dobranego
pismiennictwa, obejmujgcego tacznie 113 pozycji. Wiele prac zostato opublikowanych w ostatnich
latach. Praca zostata przygotowana bardzo starannie pod wzgledem redakcyjnym, edytorskim i
graficznym. Z recenzenckiego obowigzku musze jedynie zwrdci¢c uwage na drobne bfedy
interpunkcyjne, polegajace gldwnie na niezastosowaniu przecinka w zdaniach ztozonych, co moze
prowadzi¢ do dwuznacznego rozumienia niektérych zdan (np. str. 30, cyt.: ,U pacjentow z grupy
badanej 1 badanie molekularne CFTR byto wykonywane od lipca 2004 r.").



Pomimo kilku drobnych uwag krytycznych, przedstawiong mi do recenzji rozprawe
doktorskg Pani lek. Edyty Budzyriskiej oceniam dobrze. Mam nadzieje, ze Doktorantka wykorzysta
niektére z uwag przy okazji przygotowywania publikacji naukowej z wynikéw pracy. Zycze tez
Doktorantce, by zgromadzona w trakcie realizacji pracy grupa pacjentdw stata sie punktem wyjscia
do dalszych badan. Cenna wydaje sie grupa pacjentow z azoospermig i oligozoospermig, u ktérych
moznaby przeprowadzi¢ kolejne, kompleksowe, bardziej zaawansowane badania genetyczne.

W podsumowaniu stwierdzam, ze zgodnie z art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach w zakresie sztuki, przedstawiona
rozprawa doktorska lek. Edyty Budzynskiej spetnia wymogi stawiane tego typu rozprawom i
zwracam sig do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie Pani
lek. Edyty Budzynskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego,

OAQL/ Poznan, 26.09.2023
Prof. dr hab. n. med. Aleksander Jamsheer

Katedra i Zaktad Genetyki Medycznej

Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
ul. Rokietnicka 8, 60-806 Poznan

tel. 61 854 76 18

email: jamsheer@wp.pl , a.jamsheer@genesis.pl , jamsheer@ump.edu.pl

Aleksander Jamsnear

; lekarz 1968216
genetyll madycing;
oryjdy 11744

gr Yxgechnglogil

-\ k0L 760 675

J



