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Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Tomasza Machalowskiego pt.:
»OCENA INTEGRALNOSCI GENOMU PLEMNIKOW I POTENCJALU
OKSYDACYJNO-REDUKCYJNEGO W NASIENIU ZE SZCZEGOLNYM
UWZGLEDNIENIEMM MEZCZYZN NIEPLODNYCH?”
wykonanej w Zakladzie Histologii i Biologii Rozwoju
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie,
pod kierunkiem naukowym Prof. dr hab. n. med. Malgorzaty Piaseckiej

Promotor pomocniczy: dr n. med. Kamil Gill

Nieplodnos¢ partnerska stanowi obecnie jeden z istotnych probleméw spolecznych
1 cywilizacyjnych. Dotyka ona od 15 do 20% pra na $wiecie przy czym przyjmuje sie, ze
czynnik meski odgrywa istotng role w okoto 50% jej przypadkéw a w okoto 20-30% stanowi
j€j jedyng przyczyng. Konwencjonalne (podstawowe) badanie nasienia, przeprowadzane wg
rekomendacji Swiatowej Organizacji Zdrowia, jest pierwszym etapem diagnostyki zaburzen
meskiej plodnosci. Jednakze jego wartosé¢ predykeyjna w przewidywaniu zdolnoéei plemnikéw
do zaplodnienia, tak w warunkach naturalnej prokreacji, jak i wspomaganej medycznie, jest
ograniczona zwlaszcza w przypadkach tzw. nieplodnosci idiopatycznej czy tez niewyjasnione;.
Dlatego tez w ostatnich latach zwraca si¢ uwage na znaczenie dodatkowych testow
seminologicznych, kt6érych wartodé predykeyjna i uzytecznosé kliniczna w przewidywaniu
sukcesu reprodukcyjnego jest przedmiotem wielu badan. Wsrod dostepnych dodatkowych
testow semiologicznych uwage zwracaja testy oceniajace status chromatyny plemnika oraz
obecnos¢ stresu oksydacyjnego w nasieniu. Jednakze, pomimo wielu doniesief wskazujacych
na wystepowanie zaburzen réwnowagi oksydo-redukcyjnej nasienia i/lub integralnosci
chromatyny plemnika u mezezyzn nieplodnych nadal nie ma zgody co do tego, czy ocene tych

parametrow  nalezy  traktowa¢  jako  rutynowg  praktvke w  diagnostyce



idiopatycznej/niewyjasnionej nieptodnosci meskiej. W tym konteksécie tematyka rozprawy
doktorskiej lek. Tomasza Machatowskiego jest jak najbardziej aktualna.

Cheialam takze nadmieni¢, ze podjeta przez Doktoranta tematyka badan wpisuje si¢
w profil badan Zaktadu Histologii i Biologii Rozwoju Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
W Szczecinie, ktérego obecny Kierownik i réwnoczesénie Promotor rozprawy doktorskiej
Prof. dr hab. n. med. Malgorzata Piasecka jest uznanym autorytetem w badaniach dotyczacych
wiasnie statusu chromatyny plemnika oraz obecnodci stresu oksydacyjnego w nasieniu i ich
klinicznego znaczenia w rozrodzie.

Rozprawa ma charakter monografii naukowej, jest zredagowana prawidtowo, proporcje
poszczeg6lnych rozdziatow sg zachowane i od strony formalnej nie budzi zastrzezen. Praca
obejmuje 67 stron, 8 rycin i 7 tabel. Przedstawia klasyczny, dla tego typu prac rozdziatow
zawierajaey nastepujgce elementy: Wykaz Skrotéw, Wprowadzenie, Uzasadnienie i Cel Badan,
Material i Metody, Wyniki Badat, Podsumowanie Wynikéw, Oméwienie wynikow i Dyskusja
Whnioski oraz Pismiennictwo. Dodatkowo na poczatku pracy zamieszczone zostalo Sireszczenie
(w j. polskim i angielskim) a na koficu Spis Rycin i Tabel. W Aneksie, stanowigcym koncowy
element ukiadu pracy, przedstawiona zostata nota biograficzna Doktoranta.

Wprowadzenie zostalo napisane przejrzyscie, w sposob uporzadkowany i zawiera
istotne informacje dotyczace zagadnienia bedacego tematem rozprawy, ktdre sg niezbgdne do
zrozumienia uzyskanych wynikéw badan i ich interpretacji. Na poczatku Doktorant przedstawit
w nim aktualne dane dotyczace epidemiologii, etiopatogenezy oraz diagnostyki nieptodnosci u
mezezyzn. Wyczerpujgco oméwit specyficzna budowe chromatyny plemnika oraz
ctiopatogenezg uszkodzen jadrowego DNA a w kolejnych podrozdziatach przedstawit gtowne
reakcje generujgce reaktywne form tlenu i azotu i mechanizmy antyoksydacyjne wystepujgce
w nasieniu. Istotnym paragrafem jest ten poswigcony fizjologicznej roli reaktywnych form
tlenu zar6wno w meskim ukladzie plciowym (jadra, najadrza) jak i w plemnikach
przebywajgcych w zefskich drogach rodnych podcezas procesu zaplodnienia. Wprowadzenie
konczy si¢ opisem klinicznych konsekwencji stresu oksydacyjnego, w tym uszkodzenia DNA
dla rozrodu. Doktorant zamiescit we Wstepie 6 rycin oraz 3 tabele, ktére stanowia dobrze
dobrane i przemyslane uzupelnienie przedstawianych tresci. Podsumowujae, Wprowadzenie
stanowi rzetelne omOwienie poruszanych zagadnien i oparty jest o aktualna i szeroka literature
co pozwala czytelnikowi na zapoznanie si¢ z problemami, na ktérych Doktorant skupit sie w
swojej pracy badawczej. Bioragc pod uwagg zakres obecne] wiedzy, ktory zostal
zaprezentowany w tym rozdziale, zarowno z naukowego jak i klinicznego punktu widzenia,

decyzja Doktoranta o kierunku prowadzonych badan jest jak najbardziej uzasadniona.



Doktorant za cel glowny obral znalezienie zwigzku miedzy konwencjonalng,
(podstawowg) analizg nasienia, integralnoscia genomu plemnika, potencjalem oksydo-
redukcyjnym a nieplodnoscig meska. Przedstawione dalej 4 cele szczegélowe stanowia
logiczng konsekwencje celu gléwnego. Wg opinii recenzenta, sposrod wymienionych celéw
szezegotowych, na szezegélng uwage zashuguje oszacowanic ryzyka wystapienia
nieprawidfowych wynikéw obu testéw w grupie mezezyzn nieplodnych oraz wyznaczenie dla
tych testdw wiasnych wartosci predykeyjnych (referencyjnych) dla odroznienia mezezyzn
plodnych od nieptodnych.

W rozdziale Materiat i Metody na poczatku Doktorant przedstawil sposob rekrutacji
uczestnikow badania oraz kryteria wigczenia i wylaczenia do poszezegélnych grup badanych:
1) mezezyzn ptodnych (n=89) i nieplodnych (n=117). Dodatkowo w kazdej z grup okreslit
liczbe¢ mezezyzn  z  prawidlowymi wynikami podstawowego badania nasienia
(normozoospermia) oraz z zaburzeniami poszczegdlnych parametrow. Z jednej strony warto
zauwazy¢€, ze liczebnos¢ grup, cho¢ niezbyt wysoka, jest jak najbardziej wystarczajgca do
przeprowadzenia analiz statystycznych, realizacji postawionych celéw i wyciagnigcia
wnioskéw. Z drugiej strony, zdaje sobie sprawe, ze naméwienie, w szczegllnosci mezezyzn
ptodnych, do udzialu w badaniach moze by¢ trudne. W tym miejscu prosilabym o
doprecyzowanie przez Doktoranta kryteriéw wlgczenia uczestnikéw badania do grupy
mezezyzn nieplodnych. Czy mezezyini ci pochodzili z nieplodnych par, w ktérych
wykluczono czynnik zenski nieplodnosci? Dodatkowo, chcialabym dopytaé dlaczego
zastosowano, jako kryterium wlgcezenia dla mezezyzn plodnych, 2 letni okres uzyskania
cigzy u partnerki a nie okres jednego roku, co byloby w zgodzie w definicja nieplodnosci
WHO. Doktorant wspomina takie o wypelnieniu przez uczestnikéw badania ankiet
dotyczacych wywiadu medycznego i rodzinnego w ktérych miedzy innymi znalazly sie
pytania o aktualne i przebyte choroby, farmakoterapie, nawyki Zywieniowe czy tez
uzywki. Niestety nie do konca jasne jest czy dane te shuzyly jako Kkryteria
wlgczenia/wylaczenia uczestnikow z badania czy mialy jaki$ inny cel. W wynikach brak
jest odniesien (np. poréwnan migdzy grupami) dotyczacych zebranych danych ftj.
aktualne choréb, przyjmowane leki czy stosowane przez uczestnikow uzywki. W kolejnych
czgsciach rozdzialu Materialy i Metody Doktorant szczegélowo i merytorycznie poprawnie
opisal zastosowane analizy seminologiczne — podstawowe badanie nasienia wg rekomendacji
WHO z roku 2021, test dyspersji chromatyny (tzw. Halo-test), oceniajacy fragmentacje DNA
plemnika oraz ocene¢ potencjalu oksydo-redukcyjnego z wykorzystaniem systemu MIOXYS.

Na koniec rozdziatu opisane zostaly zastosowane metody statystyczne, ktorych wybdr nie budzi
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watpliwosel recenzenta, chociaz mam Pytanie czy Doktorant rozwazal wykonanic
dodatkowo analizy Korelacji miedzy parametrami konwencjonalnej oceny nasienia i
wynikami testéw dodatkowych.

Wyniki badan przedstawione zostalty w 4 tabelach i na 2 rycinach a ich opis jest
przejrzysty i wyczerpujacy i wykazuje prawidtowg chronologig, ktéra jest czytelna i
zrozumiata. Badane parametry zostaly przedstawione w postaci mediany, wartosci minimalnej
i maksymalnej oraz $redniej i odchylenia standardowego. Analiza pordwnawcza grup, czego
mozna bylo si¢ spodziewaé, wykazala u mezezyzn nieptodnych gorszg jako$é parametrow
nasienia oraz DNA plemnikéw jak i wyzsza wartogé potencjalu oksydo-redukcyjnego,
wskazujacego na wystepowanie stresu oksydacyjnego w nasieniu. W tym miejscu, z czystej
ciekawosci, cheialabym zapytaé¢ Doktoranta czy zaobserwowal on nieprawidlowe wyniki
testow dodatkowych w grupie mezezyzn plodnych z normozoospermia? W dalszej czesci
rozdzialu Autor wykazal statystycznie warto$¢ predykeyjna (referencyjna) analizowanych
testow dodatkowych, obliczyt czuto$é i specyficznosé oraz okreslit iloraz szans na wystgpienie
wynikow nieprawidtowych tych testéw w badanych grupach. Wg opinii recenzenta wyniki te
majq charakter praktyczny i istotne implikacje kliniczne i wskazuja na potrzebe wprowadzenia
tych badan do rutynowej diagnostyki zaburzen meskiej plodnosci. Warto tutaj podkresli¢, ze
nieprawidtowe wyniki wykorzystanych testéw dodatkowych sg czesto efektem dziatania tzw.
czynnikow modyfikowalnych czy zaburzen w meskim ukladzie pleiowych, ktére mozna leczyé,
co daje mozliwos¢ ich poprawy. Dodatkowo, w ostatnich rekomendacjach WHO odnosénie
badania nasienia, w ktérych opisane sg takze wykorzystane w dysertacji testy dodatkowe, nie
wskazuje sig¢ wartosci referencyjnych dla nich, przeciwnie rekomenduje 1§ Wyznaczenie przez
kazde laboratorium swoich whasnych wewnetrznych wartosci referencyjnych. Ty samym
mozna uznac, ze wyniki uzyskane przez Doktoranta stanowig wiasnie prébe wyznaczenia tych
wartosci.

Podsumowujge, wyniki zastaty dobrze udokumentowane i poprawnie zaprezentowane.
Wysoko oceniam ich praktyczny charakter i kliniczna uzyteczno$é. Warto zaznaczyC, 7e w
literaturze jest niewiele podobnych opracowan, w ktérych réwnoczesnie analizowano obecnosé
stresu oksydacyjnego jak i jakos¢ DNA plemnika w grupach mezczyzn plodnych i
nieplodnych. Tak wigc wyniki doktoratu stanowig nowy wklad do wiedzy na temat zaburzen
meskiej plodnosei i ich diagnostyki.

W rozdziale Dyskusja Autor w sposéb kompetentny, wnikliwy ale i krytyczny omawia
uzyskane wyniki dokonujgc poréwnania z innymi wynikami badafi opublikowanych

w renomowanych czasopismach. Widoczna jest tutaj umicj¢tno$é obiektywnej oceny wiasnych
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wynikéw i logicznego przeprowadzania wywodu naukowego ale takze $wiadomodé
ewentualnych ograniczef przeprowadzanych badan. W oparciu o uzyskane wyniki Doktorant
wyprowadzil 4 wnioski, ktore majy charakter poznawezy jak i praktyczny oraz w petni
odpowiadaja na postawione cele.

Autor w swojej rozprawie powoluje sie na 219 pozycji pimiennictwa. Gléwnie sa to
anglojezyczne prace oryginalne, zwigzane z tematyky prowadzonych przez Doktoranta badan,
przy czym wigkszos$¢ stanowia publikacje z ostatnich 10 lat. Lista publikacji dowodzi
znajomosci przez Doktoranta literatury przedmiotu oraz umiejetnodei krytycznej oceny i
doboru zrodel.

Tekst rozprawy napisany jest poprawnym specjalistycznym jezykiem, choé¢ Doktorant
nie ustrzegh si¢ drobnych bledéw jezykowych, edycyjnych czy niedcistosei, ktére jednak
w zaden sposob nie zmniejszajg wartosci merytorycznej przedstawionej mi do oceny dysertacii.

Streszczenia napisane sa w sposéb typowy dla rozpraw doktorskich i zawieraja
najwazniejsze elementy pracy.

Podsumowanie

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska lek. Tomasza Machatowskiego pt.:
»Ocena integralnosci genomu plemnikow i potencjalu oksydacyjno-redukcyjnego w
nasieniu  ze szczegélnym uwzglednieniem mezczyzn nieplodnych”, pomimo
przedstawionych przeze mnie drobnych uwag, jest wartosciowa i prezentuje walory nie tylko
poznawcze ale i praktyczne. Niewatpliwie stanowi oryginalny i samodzielny dorobek naukowy
Autora. Wskazuje takze na umiejetnos¢ postugiwania sie przez Niego warsztatem naukowym,
a umiejetnos¢ stawiania hipotez i ich rozwiazywania oraz krytycznej interpretacji uzyskanych
wynikoéw dowodzi Jego dojrzatosei naukowej.

Na tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa spelnia warunki okreslone w artykule 187
ustawy z dani 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z2018 r. poz.
1668 z poz. zm.). Mam zaszczyt wnosié do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie o dopuszezenie Pana lek. Tomasza
Machatowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i nadanie stopnia naukowego

doktora w dyscyplinie nauki medyczne.

Dr hab. n. med. Renata Walczak-Jedrzejowska
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