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Il. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Licencjat (2006), Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, 3-letnie studia
licencjackie; kierunek Biotechnologia

Tytut pracy licencjackiej: ,,Choroby prionowe u ludzi i zwierzat”
Promotor: dr hab. Elzbieta Poreba, prof. UAM

Magister (2008), Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, 2-letnie studia
magisterskie; kierunek: Biotechnologia

Tytut pracy magisterskiej: ,,Ocena zdolnosci wybranych szczepéw z rodzaju Lactobacillus do
wykorzystywania dekstryn z6ttych jako zrédta wegla”
Promotor: prof. dr hab. Grazyna Lewandowicz

Podyplomowe Studia Menedzerskie (2009), Wyzsza Szkota Bankowa w Poznaniu

Tytut pracy podyplomowej: , Konflikt w organizacji - przyczyny, skutki i propozycje
rozwigzania”
Promotor: Krzysztof Kotapski

Doktor nauk medycznych (2014), Instytut Genetyki Cztowieka PAN, dyscyplina: biologia
medyczna

Tytut pracy doktorskiej: ,ldentyfikacja gendw krytycznych dla procesu spermatogenezy;
préba okreslenia molekularnych markeréw azoospermii”

Promotor: prof. dr hab. Maciej Kurpisz,

Promotor pomocniczy: dr hab. Natalia Rozwadowska, prof. IGC PAN

Rozprawa wyrdzniona przez Rade Naukowq Instytutu Genetyki Cztowieka PAN

Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2009-2013 Doktorantka w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu,
Srodowiskowe Studium Doktoranckie przy Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu

2013-2015 Biolog w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu
2015 - obecnie  Adiunkt w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu

W latach 2014/2015 miatam 10 miesieczng przerwe w pracy z powodu urodzenia dziecka.



Zatacznik nr 3: Autoreferat

IV.Omdwienie osiggnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (dz. U. Z 2021 r. Poz. 478 z pdin. Zm.).

Osiggniecie naukowe pt. ,Nowe geny i warianty genetyczne w zaburzeniach spermatogenezy
— aspekty diagnostyczne, prognostyczne i terapeutyczne” zostato udokumentowane
w formie cyklu pieciu powigzanych tematycznie artykutéw oryginalnych opublikowanych
w recenzowanych czasopismach w otwartym dostepie (Open Access) w latach 2019-2025:

P1. Malcher A*, Stokowy T, Berman A, Olszewska M, Jedrzejczak P, Sielski D, Nowakowski A, Yatsenko
A, Kurpisz M*. Whole genome sequencing identifies new candidate genes for nonobstructive
azoospermia. Andrology. 2022;10(8):1605-1624.

DOI: https://doi.org/10.1111/andr.13269

Wskaznik IF: 4.6 Punkty MNiSW: 140

* autor wspot-korespondujacy

P2. Malcher A*, Graczyk Z, Bauer H, Stokowy T, Berman A, Smolibowski M, Blaszczyk D, Jedrzejczak P,
Yatsenko AN, Kurpisz M*. ESX1 gene as a potential candidate responsible for male infertility in
nonobstructive azoospermia. Scientific Reports 2023;13(1):16563.

DOI: https://doi.org/10.1038/s41598-023-43854-9

Wskaznik IF: 3.8 Punkty MNiSW: 140

* autor wspét-korespondujgcy

P3. Malcher A*, Smolibowski M, Stokowy T, Bauer H, Patyk A, Jedrzejczak A, Kostyk J, Graczyk Z,
Ibrahim R, Bednarek-Rajewska K, Berger A, Yatsenko AN, Kurpisz M*. TKTL1: a new candidate gene in
non-obstructive azoospermia. Reproductive BioMedicine Online. 2025 Mar 4;51(3):104895. Erratum
in Reprod Biomed Online. 2025 Aug 8:105185.

DOI: https://doi.org/10.1016/j.rbmo.2025.104895

Wskaznik IF: 3.5 Punkty MNiSW: 100

* autor wspét-korespondujacy

P4. Malcher A*, Kamieniczna M, Rozwadowska N, Stokowy T, Berger A, Jedrzejczak P, Wolski JK,
Kurpisz M*. HLA-DQBI1 as a potential prognostic biomarker of hormonal therapy in patients with non-
obstructive azoospermia. Reproductive Biology 2024;24(4):100949.

DOI: https://doi.org/10.1016/j.repbio.2024.100949

Wskaznik IF: 2.0 Punkty MNiSW: 100

* autor wspoét-korespondujacy

P5. Malcher A, Jedrzejczak P, Stokowy T, Monem S, Nowicka-Bauer K, Zimna A, Czyzyk A, Maciejewska-
Jeske M, Meczekalski B, Bednarek-Rajewska K, Wozniak A, Rozwadowska N, Kurpisz M. Novel
Mutations Segregating with Complete Androgen Insensitivity Syndrome and their Molecular
Characteristics. International Journal of Molecular Sciences. 2019;20(21) pii: E5418.

DOI: https://doi.org/10.3390/ijms20215418

Wskaznik IF: 4.556 Punkty MNiSW: 140

taczna wartos¢ wspotczynnika Impact Factor (IF) tych prac wynosi: 18.456 (wg Web of
Science)

taczna wartos¢ punktéw ministerialnych tych prac wynosi: 620 (wg Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego, MNiSW)
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Wyzej wymienione oryginalne artykuty dotyczg poszukiwania genetycznych markerow
molekularnych dla pacjentéw z zaburzeniami procesu spermatogenezy, w szczegdlnosci dla
pacjentéw z idiopatyczng azoospermig nieobstrukcyjng (iNOA, ang. idiopathic non-obstructive
azoospermia). We wszystkich pracach skfadajacych sie na osiggniecie habilitacyjne jestem
pierwszym autorem, a w czterech z nich takze autorem korespondujgcym.

Méj udziat we wszystkich pracach byt znaczacy i obejmowat: opracowanie koncepcji badan,
planowanie i projektowanie eksperymentéw, zbieranie i interpretacje danych, analize
wynikdéw, merytoryczne koordynowanie grupy badawczej i nadzor nad zadaniami, a takze
przygotowanie manuskryptow i uzyskanie finansowania na badania.

W Zataczniku nr 5 zebrano kopie prac P1-P5, stanowigcych osiggniecie naukowe.
Oswiadczenia dotyczgce mojego wktadu oraz wktadu gtéwnych wspétautoréw w powstanie
poszczegdlnych prac zawarto w Zatgczniku nr 6.

Wprowadzenie

Nieptodnos¢ dotyka okoto 15% par w wieku rozrodczym, a czynnik meski odpowiada za
potowe tych przypadkéw [1]. Problem ten obserwuje sie coraz czesciej na Swiecie w tym
rowniez w Polsce, dlatego obecnie nieptodnosé uznawana jest za chorobe cywilizacyjng XXI
wieku [2]. Sposrdod réznych typodw nieptodnosci meskiej zwigzanych z nieprawidtowymi
parametrami nasienia, jak: asthenozoospermia (nieprawidtowy ruch plemnikéw),
teratozoospermia (nieprawidtowa morfologia plemnikéw), czy oligozoospermia (obnizona
liczba plemnikdéw), najciezszg formg nieptodnosci meskiej jest azoospermia nieobstrukcyjna
(NOA, ang. non-obstructive azoospermia) charakteryzujgca sie brakiem plemnikéw
w ejakulacie na skutek zaburzen procesu spermatogenezy. Spermatogeneza jest procesem
regulowanym przez wiele gendw na poziomie przedmejotycznym, mejotycznym
i pomejotycznym, jednak wecigz brakuje wiedzy na temat kluczowych gendéw, ktérych
zaburzenia w prawidtowym funkcjonowaniu mogg prowadzi¢ do nieptodnosci. Szacuje sie, ze
interakcja ponad 2000 gendéw zaangazowanych w proces spermatogenezy jest niezbedna do
powstania haploidalnych gamet [3], a dysfunkcja nawet jednego z nich moze prowadzi¢ do
zatrzymania spermatogenezy na etapie:

- przedmejotycznym, gdzie obserwuje sie zespot samych komérek Sertoliego (SCOS, ang.
Sertoli cell-only syndrome), czyli brak komérek gametogenicznych lub oprécz komérek
Sertoliego obecne sg spermatogonia, ale nie dochodzi do tworzenia sie spermatocytéw,
spermatyd i dojrzatych plemnikéw

- mejotycznym, gdzie obserwuje sie tworzenie spermatocytéw, ale nie dochodzi do tworzenia
komodrek gametogenicznych na dalszych etapach

- postmejotycznym, gdzie obserwuje sie tworzenie spermatyd, transformujgcych sie
w plemniki, ktére moga by¢ uzyte do zaptodnienia pozaustrojowego.

Azoospermia nieobstrukcyjna dotyka 1% populacji mezczyzn i 10% nieptodnych mezczyzn,
a jej przyczyny mogg wynika¢ z wielu aspektéw, m. in. hormonalnych, immunologicznych,
urazéw jader, ale przede wszystkim majg podfoze genetyczne [4]. Przyjmuje sie, ze im ciezszy
typ nieptodnosci tym wieksze prawdopodobienstwo jej genetycznej przyczyny. Przyczyny
genetyczne wykazuje sie u jednego na czterech do pieciu meziczyzn z azoospermig
nieobstrukcyjna.
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Obecna diagnostyka NOA jest niewystarczajgca, obejmuje jedynie ocene nasienia, analize
hormondw i badania cytogenetyczne, ktére mozna rozszerzy¢ tylko o dwa badania genetyczne
dostepne na rynku: analiza mikrodelecji w chromosomie Y (test AZF) i mutacji w genie CFTR
(w celu wykluczenia azoospermii obstrukcyjnej) [5,6].

W zwigzku z tym ponad 50% przypadkéw nadal pozostaje niewyjasnionych i okresla sie ten
stan jako idiopatyczng azoospermia nieobstrukcyjng (iNOA) [7]. Dlatego tak wazna jest
identyfikacja nowych biomarkeréw diagnostyczno-prognostycznych dla mezczyzn
z azoospermig nieobstrukcyjng w celu rozszerzenia obecnej diagnostyki.

Poczatkowo badania wysokoprzepustowe byty ukierunkowane na identyfikacje biomarkeréw
diagnostycznych i prognostycznych na poziomie transkryptomu. W oparciu o rdznice
w profilach ekspresji gendw w gonadach meskich pacjentéw nieptodnych w poréwnaniu
z meziczyznami o prawidtowej spermatogenezie, wyrdzniono pule gendw istotnych dla
ptodnosci meskiej, a takze transkryptow, ktére ulegajg ekspresji na poszczegélnych etapach
spermatogenezy [8-18].

W ramach swojej pracy doktorskiej rowniez poszukiwatam gendw, ktére dotychczas nie byty
analizowane w kontekscie meskiej nieptodnosci, a mogtyby by¢ potencjalnymi biomarkerami
dla pacjentow z NOA w oparciu o globalng analize ekspresji genéw. Woweczas
zidentyfikowatam 6 nowych gendw, ktérych poziom ekspresji byt istotnie obnizony
w gonadach pacjentéw z NOA w poréwnaniu z grupa kontrolng, obejmujacg mezczyzn
z prawidfowg spermatogenezg na podstawie analizy danych z mikromacierzy ekspresyjnych
[14]. Ponadto w ramach tych badan przeprowadzitam analize majgcg na celu identyfikacje
gendw rdznicujgcych grupe pacjentdow z postmejotycznym uposledzeniem spermatogenezy
od mezczyzn, u ktorych proces spermatogenezy byt zatrzymany na etapie przedmejotycznym
[14]. Réwnoczesnie prowadzitam tez analize globalnej ekspresji gendéw powigzanych
ze stanem zapalnym, ktérych poziom ekspresji korelowat z genami istotnymi dla proceséw
spermatogenezy u pacjentéw z azoospermig. Czes¢ zidentyfikowanych przeze mnie gendw,
m.in. FAM71F1, SPACA4, ADCY10, SPATS1, GTSF1L byta dalej badana przez nasz Zespét i/lub
inne osrodki badawcze uznajgc je za geny istotne dla spermatogenezy, ktére mogg by¢
wykorzystane jako potencjalny wskaznik molekularny dla NOA [19-22].

Jednakze badania oparte na globalnej analizie ekspresji genéw w gonadzie meskiej
w konteksécie identyfikacji potencjalnych biomarkerédw majg pewne ograniczenia.
Zrdznicowany poziom ekspresji gendw moze wynikaé z obecnosci rédznych typow i liczby
komodrek gametogenicznych w obrebie gonady meskiej, zaleznie od stadium uposledzenia
spermatogenezy, co utrudnia wskazanie bezposredniej przyczyny azoospermii. Rozwdj
technologii sekwencjonowania nowej generacji otworzyt nowe mozliwosci badania
genetycznych uwarunkowan azoospermii nieobstrukcyjnej. W ostatnich latach, dzieki
technologiom wysokoprzepustowym takich jak sekwencjonowanie catego egzomu udato sie
zidentyfikowa¢ potencjalne nowe warianty genetyczne o charakterze przyczynowym
u pacjentéw nieptodnych z uposledzong spermatogenezg, w tym u mezczyzn z azoospermig
nieobstrukcyjng [23-29]. Nalezy tu przede wszystkim wyrdzni¢ geny istotne dla procesu
spermatogenezy, zwtaszcza na etapie mejotycznym, takie jak: TEX11 (ang. Testis Expressed
11), TEX14 (ang. Testis Expressed 14), MEIOB (ang. Meiosis Specific with OB Domain), TDRD9
(ang. Tudor Domain Containing 9), MEI1 (ang. Meiotic Double-Stranded Break Formation
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Protein 1), PIWIL1 (ang. Piwi Like RNA-Mediated Gene Silencing 1), w ktérych czesto
identyfikowane sg warianty genetyczne okredlane jako patogenne u pacjentow z NOA.
Osiggniecia te otwierajg nowe perspektywy diagnostyczne i prognostyczne dla tej grupy
pacjentow.

Jednak, aby mozina zastosowa¢ nowe geny kandydujgce i ich warianty genetyczne
w diagnostyce nieptodnosci, nalezy réwniez wykona¢ badania funkcjonalne w celu zbadania
mechanizméw dziatania i wptywu na proces spermatogenezy. Trudnoscig jest brak dobrego
modelu badawczego, w ktérym mozna by potwierdzi¢ role nowo wytypowanych gendéw
w procesie spermatogenezy. Trudno jest stworzy¢ model badawczy, ktéry mégtby nasladowac
ztozony proces jakim jest ludzka spermatogeneza. Przez ponad 2 dekady mysie modele byty
podstawg licznych badan dotyczgcych defektéw gendw u nieptodnych mezczyzn [30].
Niemniej jednak réznice miedzy rozwojem komérek rozrodczych u cztowieka i myszy moga
dawac rézne efekty fenotypowe. Nie wszystkie ludzkie geny sg obecne w genomie myszy,
a réznice w strukturze gendw moga réwniez przektada¢ sie na ich funkcje [31]. Analiza
funkcjonalna ludzkich genéw réwniez pozostaje problematyczna ze wzgledu na ograniczong
dostepnos¢ prdobek ludzkich i ograniczenia etyczne. Kwestie te sg najbardziej zauwazalne
wiasnie podczas badania azoospermii [32].

Zaréwno w trakcie realizacji pracy doktorskiej, jak i w pdzniejszym etapie mojej dziatalnosci
naukowej, kontynuowatam badania nad genetycznymi przyczynami meskiej nieptodnosci
prowadzone w Zaktadzie Biologii Rozrodu i Komdrek Macierzystych pod kierunkiem
prof. dr hab. Macieja Kurpisza. Celem moich badan byto pogtebienie wiedzy na temat
molekularnych mechanizmach azoospermii nieobstrukcyjnej oraz identyfikacja nowych
genow o potencjale diagnostycznym i prognostycznym dla pacjentéw z NOA. Po uzyskaniu
stopnia doktora otrzymatam finansowanie z NCN i w ramach grantu SONATA rozszerzytam
badania o nowoczesne techniki sekwencjonowania catogenomowego (WGS), co umozliwito
identyfikacje nowych wariantéw genetycznych potencjalnie odpowiedzialnych za zaburzenia
spermatogenezy. Dodatkowo, w celu funkcjonalnej weryfikacji nowo zidentyfikowanych
gendw, wprowadzitam analizy in vitro z wykorzystaniem modeli komdrek gametogenicznych
i systemu CRISPR, co pozwolito na ocene ich roli w procesach komérkowych zwigzanych
Z rozwojem gamet.

Cel naukowy cyklu prac

Badania prowadzone w ramach cyklu prac miaty na celu zidentyfikowanie nieopisanych dotad
wariantdw genetycznych oraz biomarkerdow prognostycznych zwigzanych z zaburzeniami
spermatogenezy — zardwno w znanych, jak i nowych genach. Cel ten zostat zrealizowany
poprzez nastepujace cele szczegdtowe:

- Analize wynikéw sekwencjonowania catego genomu (WGS) u pacjentéw z idiopatyczng
azoospermig nieobstrukcyjng (iNOA), w tym rowniez pacjentow, u ktdrych wczesniej nie
wykryto wariantéw przyczynowych za pomocg sekwencjonowania catego egzomu (WES).

- Badanie roli nowo zidentyfikowanych gendow (ESX1 i TKTL1) w modelach komoérek
gametogenicznych poprzez uzyskanie ich aktywacji za pomocg systemu CRISPR i/lub
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nadekspresji oraz analize transkryptomu komodrek i pacjentow z NOA z/bez mutacji
w badanych genach.

- Analize sekwencji i poziomu ekspresji genu HLA-DQB1 jako potencjalnego markera
prognostycznego, przewidujgcego skutecznos¢ terapii z zastosowaniem gonadotropin dla
pacjentéw z NOA.

- ldentyfikacja wariantow przyczynowych i puli genéw istotnych dla spermatogenezy
w niezwykle rzadkich i unikatowych prébkach od oséb z zespotem catkowitej niewrazliwosci
na androgeny (CAIS), charakteryzujgcym sie uposledzeniem procesu spermatogenezy.

Omodwienie prac wchodzacych w sktad cyklu

e P1. Malcher A*, Stokowy T, Berman A, Olszewska M, Jedrzejczak P, Sielski D, Nowakowski
A, Yatsenko A, Kurpisz M*. Whole genome sequencing identifies new candidate genes for
nonobstructive azoospermia. Andrology. 2022;10(8):1605-1624.

* autor wspét-korespondujacy

Wysokoprzepustowe techniki sekwencjonowania DNA otworzyty nowe mozliwosci
identyfikacji wariantéw przyczynowych w chorobach uwarunkowanych genetycznie.
Poczatkowo wiekszos¢ badan koncentrowata sie na regionach kodujgcych, wykorzystujgc
sekwencjonowanie catego egzomu (WES). Jednak skutecznos$¢ diagnostyczna tej metody
wynosi jedynie 25-50%. Dane literaturowe wskazujg, ze zastosowanie sekwencjonowania
catego genomu (WGS) u pacjentéw z wczesniejszym negatywnym wynikiem WES pozwala na
ustalenie przyczyny w okoto 42% przypadkdéw pominietych przez WES [33]. Cho¢ czutosé
i jako$¢ WES znaczgco sie poprawity w ostatnich latach, WGS nadal wykazuje przewage pod
wzgledem pokrycia regionéw kodujgcych. Co wiecej, WGS obejmuje caty genom, co umozliwia
wykrywanie nie tylko wariantéw pojedynczych nukleotyddéw (SNV) i matych indeli, ale réwniez
zmian liczby kopii (CNV) oraz duzych wariantéw strukturalnych, zapewniajgc petne spektrum
analizy — w tym takze w regionach niekodujgcych.

Celem badan przedstawionych w publikacji byto wypetnienie luki w wiedzy dotyczacej
genetycznych przyczyn NOA poprzez identyfikacje dotychczas nieopisanych w NOA wariantéw
genetycznych. Analiza obejmowata zaréwno geny wczesniej powigzane z NOA, jak i nowe,
dotad niebadane w kontekscie spermatogenezy i nieptodnosci meskiej. W tym celu
zastosowalisSmy nowe podejscie oparte na sekwencjonowaniu catego genomu, WGS. Badania
przeprowadzono dla 39 pacjentéw z iNOA, w tym dla 6 mezczyzn, u ktérych wczesniejsze
badania z wykorzystaniem WES nie pozwolity ustalié¢ przyczyny choroby.

WGS przeprowadzono z uzyciem najnowszej generacji sekwencjonowania - lllumina HiSeq X.
W ramach badan przeprowadzono zaawansowane analizy bioinformatyczne. Z miliondw
odczytéw uzyskano liste rzadkich wariantéw potencjalnie wptywajgcych na strukture biatka.
Warianty te zostaty przefiltrowane z wykorzystaniem baz ExXAC i gnomAD, a nastepnie
poddane adnotacji w narzedziu Ensembl Variant Effect Predictor. Dalsze analizy in silico
obejmowaty ocene znaczenia klinicznego (ClinVar, OMIM, dbSNP), konserwacji ewolucyjnej
(phyloP), przewidywanego wptywu na funkcje biatek (SIFT, MutationTaster, CADD) oraz
powigzania z ptodnoscig i spermatogenezg (NCBI, EMBL-EBI, Human Protein Atlas, PubMed).
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Ponadto dla czesci wykrytych wariantéw genetycznych przeprowadzono modelowanie biatek
strukturalnych.

Wyniki uzyskane w ramach powyzszych analiz umozliwity identyfikacje nowych SNV
zwigzanych z azoospermig nieobstrukcyjng u 25 z 39 pacjentéw, w tym, u 4 z 6 pacjentow
poddanych wczesniej analizie WES, ktdra nie ujawnita wariantéw przyczynowych, analiza WGS
zakonczyta sie sukcesem i umozliwita wytonienie gendéw kandydujgcy dla NOA. Ujawnilismy
nowe SNV w genach jak dotad nieopisanych w aspekcie NOA, okreslone przez algorytmy
predykcyjne jako nowe warianty patogenne (8 wariantow genetycznych w 4 nowych genach
— TKTL1, IGSF1, ZFPM2, VCX3A). Zidentyfikowalismy réwniez 30 wariantéw w 20 genach
zwigzanych z nieptodnoscig, w tym nowe warianty w genach powigzanych z NOA, tj. ESX1,
TEX14, MEIOB, USP9Y, MEI1, PIWIL1, DNAH1, FANCM. Ponadto ujawnilismy 13 wariantéw w
20 genach, ktére nie byty nigdy badane w aspekcie ptodnosci, a ktére moga by¢ potencjalnie
zaangazowane w spermatogeneze. Petna lista gendw wraz z ich wariantami genetycznymi
i szczegdtowymi danymi zostata opisana w publikacji P1. Nasza uwaga skupita sie przede
wszystkim na wariantach genetycznych w genach ESX1 (ang. ESX Homeobox 1) i TKTL1 (ang.
Transketolase Like 1). Oba sg zlokalizowane na chromosomie X i ulegajg znaczacej ekspresji
w gonadzie meskiej. W genie ESX1 odkryliSmy dwa ultra-rzadkie warianty przyczynowe
€.1040C>G/p.Pro347Arg i c.1042C>G/p.Leu348Val, ktore wspotwystepowaty (jako podwdjna
mutacja) u dwodch pacjentow z NOA z zaburzeniem spermatogenezy na etapie
postmejotycznym. Z kolei w obrebie genu TKTL1 zidentyfikowalismy dwa ultra-rzadkie
warianty (c.268_268delG/p.Asp90Metfs*35 i c.1601A>G/p.Glu534Gly) u dwdch pacjentow
z zatrzymaniem spermatogenezy na wczesnym etapie. Analiza strukturalna biatek wykazata,
ze pierwszy wariant powoduje nie tylko zamiane aminokwasu hydrofilowego na hydrofobowy,
ale takze skraca biatko poprzez powstanie przedwczesnego kodonu STOP. Drugi wariant
prowadzi do zmiany aminokwasu w domenie C-koricowej, powodujgc destabilizacje
fatdowania domeny.

Wyniki przedstawione w publikacji P1 majg istotne znaczenie dla rozszerzenia diagnostyki
pacjentéw z NOA, ktéra obecnie pozostaje niewystarczajgca. Identyfikacja nowych wariantéw
genetycznych — zaréwno w genach juz wczesniej powigzanych z NOA, jak i w genach
dotychczas nieopisywanych w tym schorzeniu — umozliwia opracowanie panelu
diagnostycznego pozwalajgcego skuteczniej okresla¢ przyczyny NOA. Otwiera to rowniez
istotne mozliwosci aplikacyjne, dajgc podstawy do wykorzystania tej platformy zaréwno
w prywatnych, jak i publicznych klinikach zajmujgcych sie leczeniem nieptodnosci. Nasze
wyniki zostaty potwierdzone przez inne grupy badawcze, ktére zidentyfikowaty dodatkowe
warianty genetyczne w genie TKTL1 u pacjentédw z NOA [34-36]. Podobnie byto dla genu ESX1,
w ktérym niezalezna grupa badawcza wykryta dwa nowe warianty zidentyfikowane réwniez
w regionie bogatym w proline u pacjentow z NOA [37]. Wskazuje to, ze oba geny s3
kluczowymi kandydatami do utworzenia diagnostycznego panelu genowego dla mezczyzn
nieptodnych z NOA.

MdGj wkiad polegat na: zaprojektowaniu i koordynacji badan, analizie i selekcji wariantow
przyczynowych zidentyfikowanych za pomocg WGS, analizie in silico, zbieraniu i interpretacji
danych, napisaniu manuskryptu, przygotowaniu rycin i tabel, koordynowaniu procesu
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zwigzanego z procedurg wydawniczg jako autor korespondencyjny oraz finansowaniu
publikacji w ramach grantu wtasnego SONATA.

Badania byly prowadzone w ramach grantu wtasnego SONATA finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki. Pacjenci z idiopatyczng azoospermig nieobstrukcyjng zostali
zakwalifikowani do badan przez zespét prof. dr hab. Piotra Jedrzejczaka z Pracowni Andrologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Cze$¢ prébek zostata najpierw poddana
sekwencjonowaniu catego egzomu w ramach wspétpracy z prof. Yatsenko z Uniwersytetu
w Pittsburghu, a nastepnie sekwencjonowaniu catego genomu. Wybrane warianty i ich geny
zostaty poddane badaniom funkcjonalnym w celu poznania mechanizmoéw prowadzacych do
nieptodnosci (P2 i P3).

Publikacja cieszy sie duzym zainteresowaniem — zostata nagrodzona certyfikatem czasopisma
Andrology (Wiley) za najczesciej pobierany artykut w 2022 roku. Wyniki badan WGS pozwolity
rowniez potwierdzi¢ znaczenie nowych gendw dla NOA, zidentyfikowanych przez zespoét
prof. Yatsenko i opisanych w trzech publikacjach, ktérych jestem wspdtautorem: J Assist
Reprod Genet. 2025; Front Genet. 2023; Hum Genet. 2021 (badania opisane w pkt V. OPIS
POZOSTALYCH KIERUNKOW BADAWCZYCH).

e P2. Malcher A*, Graczyk Z, Bauer H, Stokowy T, Berman A, Smolibowski M, Blaszczyk D,
Jedrzejczak P, Yatsenko AN, Kurpisz M*. ESX1 gene as a potential candidate responsible for
male infertility in nonobstructive azoospermia. Scientific Reports 2023;13(1):16563.

* autor wspot-korespondujgcy

Zidentyfikowanie przez nas nowych gendw kandydujacych i ich wariantéw genetycznych za
pomocg analizy WGS (publikacja P1) wymaga przeprowadzenia badan funkcjonalnych,
ktédrych celem jest poznanie mechanizméw ich dziatania oraz wptyw na proces
spermatogenezy, tak aby mozliwe byto ich wykorzystanie w diagnostyce. Do tego celu
zazwyczaj stosowany jest model mysi, jednak nie wszystkie ludzkie geny majg swoje
odpowiedniki w genomie myszy, a réznice w strukturze gendéw moga przektadaé sie na ich
funkcje. Obecnie brak jest odpowiedniego modelu badawczego, w ktérym mozina by
potwierdzi¢ role nowo wytypowanych gendw w procesie spermatogenezy. Dotyczy to m. in.
genu ESX1, ktérego sekwencja rozni sie w 34% u cztowieka i myszy, gtéwnie w obrebie domeny
C-koncowej, co moze wskazywaé, ze funkcja tego regionu jest odmienna u naczelnych i gryzoni
[38]. Warianty c.1040C>G/p.Pro347Arg oraz ¢.1042C>G/p.Leu348Val w genie ESX1, ktére
zidentyfikowalismy we wczesniejszych badaniach (publikacja P1), powodujg zmiany
w sekwencji aminokwaséw biatka wtasnie w domenie C-koricowej. Dlatego rola genu ESX1
w ludzkiej spermatogenezie byta dotychczas nieznana. Jednak ze wzgledu na obecnos¢ domen
typowych dla regulatoréw transkrypcji, takich jak regiony bogate w proline oraz motywy
umozliwiajgce wigzanie z chromatyng i innymi elementami transkrypcyjnymi, przypuszcza sie,
ze moze on petni¢ funkcje czynnika transkrypcyjnego.

Celem badan byto okreslenie wptywu zidentyfikowanych wariantédw na strukture biatka ESX1,
a przede wszystkim ustalenie roli genu ESX1 w komdrkach gametogenicznych poprzez jego
aktywacje z wykorzystaniem systemu CRISPR. W tym celu przeprowadzilismy analize in silico
struktury biatka ESX1 dla wykrytych wariantdw genetycznych. Analiza in silico wykazata, ze
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warianty ¢.1040C>G/p.Pro347Arg oraz c.1042C>G/p.Leu348Val zlokalizowane sg w biatku
ESX1 w regionie powtdrzen bogatym w proline (PRR), co moze wptywaé na prawidiowe
fatdowanie sie biatka. Zaobserwowano, ze PRR wigzg sie z gtdbwnym rowkiem DNA, dlatego
przewiduje sie, ze zidentyfikowane warianty wptywajg na wtasciwg strukture helikalng dla
PRR, potencjalnie wptywajgc na interakcje ze specyficznymi sekwencjami DNA.

Aby zbadaé funkcje genu ESX1, zaktywowaliémy ten gen metodg CRISPR, wykorzystujgc
wektor px335_G2P z wklonowanym gRNA specyficznym dla ESX1 i drugim wektorem
ze zdezaktywowanym biatkiem Cas9 i aktywatorem VPR (dCas9_VPR_doxy). Wektory
wprowadzono za pomocg transfekcji przejsciowej do ludzkich komdérek gametogenicznych
— linii komérkowej TCam-2, pochodzgcej z seminoma, czyli nowotworu ztosliwego jadra, ktéra
nie wykazuje endogennej ekspresji genu ESX1. Aktywacja zostata potwierdzona zaréwno na
poziomie mRNA za pomocg PCR w czasie rzeczywistym oraz na poziomie biatka za pomocg
immunoblotowania typu Western i immunofluorescencji. Nastepnie komorki zostaty poddane
analizie sekwencjonowania RNA (RNA-seq). Stanowito to pierwszy krok w celu zbadania
potencjalnej funkcji genu ESX1, wskazujac pule gendw regulowanych przez ESX1. Aktywacja
genu ESX1 w komérkach TCam-2 przebiegta pomysinie, poziom ekspresji ESX1 byt istotnie
podwyzszony zarowno na poziomie mRNA, jak i biatka w genetycznie zmodyfikowanych
komoérkach TCam-2 w poréwnaniu do komdrek kontrolnych typu dzikiego, jak i do kontroli
negatywnej z niespecyficznym gRNA dla ludzkiego genomu. Za pomocg RNA-seq wyznaczono
sie¢ ponad 50 gendw istotnie rdznigcych sie poziomem ekspresji pomiedzy badanymi grupami
i potencjalnie regulowanymi przez gen ESX1. Sposrdd nich wybrano 6 kluczowych gendw,
tj. jest NANOG (ang. Nanog homeobox), PDE1C (ang. Phosphodiesterase 1C), CXCR4 (ang.
C-X-C chemokine receptor type 4), LINCO0662 (ang. Long intergenic non-protein coding RNA
662), RPS6KAS5 (ang. Ribosomal Protein S6 Kinase A5) i CCND1 (ang. Cyclin D1), ktére moga by¢
regulowane przez gen ESX1. Wyniki uzyskane z sekwencjonowania RNA zostaty réwniez
zweryfikowane na materiale z gonady meskiej od pacjentéw z azoospermia z/bez mutacji
w genie ESX1, a takze odniesione do kontroli z prawidtowg spermatogenezg. Poréwnujac te
wyniki z wynikami uzyskanymi dla komdrek TCam-2 z aktywacjg genu ESX1, zaobserwowano
odwrotng korelacje w poziomach ekspresji tych 6 gendw u pacjenta z mutacjg w genie ESX1.

Na podstawie przeprowadzonych badan, stwierdzono, ze gen ESX1I moze bra¢ udziat
w promowaniu réznicowania komdrek w spermatocyty i/lub regulowaniu réwnowagi
pomiedzy proliferacjg a réznicowaniem komorek, poprzez bezposrednig interakcje z genem
NANOG, ktéry bierze udziat w procesie proliferacji, oraz ELF3, biorgcym udziat w réznicowaniu
komorek.

Badania opisane w publikacji P2 pozwolity czesciowo okresli¢ funkcje genu ESX1 oraz
podkredlity jego istotng role w procesie spermatogenezy. Wyniki te wskazuja, ze gen ESX1
moze byé jednym z kluczowych kandydatéw do opracowania molekularnej platformy
diagnostycznej dla mezczyzn z NOA. Ponadto zastosowanie technologii CRISPR stwarza nowe
perspektywy terapeutyczne dla pacjentéw z NOA poprzez potencjalng mozliwos¢ naprawy
niefunkcjonalnych gendw.

Mo6j wkiad polegat na: zaprojektowaniu i koordynacji badan, zaprojektowaniu
eksperymentdw dotyczacych aktywacji za pomoca systemu CRISPR, przeprowadzeniu selekc;ji
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gendw z analizy RNA-seq, zbieraniu i interpretacji danych, napisaniu manuskryptu
i przygotowaniu rycin i tabel, koordynowaniu procesu zwigzanego z procedurg wydawniczg
jako autor korespondencyjny oraz zdobyciu S$rodkéw na finansowanie badan
w ramach grantu wtasnego SONATA.

Badania zostaty wykonane we wspotpracy z Department of Developmental Genetics w Max
Planck Institute for Molecular Genetics w Berlinie, gdzie w ramach odbytego stazu naukowego
miatam mozliwo$¢ zdobycia odpowiedniej wiedzy i umiejetnosci dotyczgcej metody CRISPR.

Publikacja P2 otrzymata nagrode za najlepsza pace naukowa z zakresu biologii rozrodu
opublikowang w roku 2023 przyznang przez Towarzystwo Biologii Rozrodu. W ramach badan
powstata praca magisterska pt. ,Optymalizacja oraz weryfikacja aktywacji genu ESX1 za
pomocq technologii CRISPR w ludzkich komdrkach pochodzqcych z gonady meskiej” (2021),
a wyniki prezentowane byty na konferencjach miedzynarodowych jak i krajowych, a takze
w ramach kampanii promujgcej istotnos¢ prowadzenia badan w oparciu o nowoczesne
technologie i identyfikacji genédw w celu poprawy diagnostyki skierowanej dla pacjentow.

e P3. Malcher A*, Smolibowski M, Stokowy T, Bauer H, Patyk A, Jedrzejczak A, Kostyk J,
Graczyk Z, Ibrahim R, Bednarek-Rajewska K, Berger A, Yatsenko AN, Kurpisz M*. TKTL1:
a new candidate gene in non-obstructive azoospermia. Reprod Biomed Online. 2025 Mar
4;51(3):104895. Erratum in Reprod Biomed Online. 2025 Aug 8:105185.
* autor wspét-korespondujacy

W ramach badan z wykorzystaniem sekwencjonowania catego genomu (WGS)
zidentyfikowalismy dwa nowe ultra-rzadkie warianty powodujgce NOA:
€.268_268delG/p.Asp90Metfs*35ic.1601A>G/p.Glu534Gly w genie TKTL1 u 2 z 39 pacjentow
z azoospermig nieobstrukcyjng z zatrzymaniem spermatogenezy na poczgtkowym etapie
(publikacja P1). U obu pacjentéw stwierdzono brak ekspresji genu TKTL1 na poziomie mRNA
i biatka w tkance jader (publikacja P1). Pierwszy wariant - c.268_268delG spowodowat nie
tylko zmiane ujemnie natadowanej reszty kwasu asparaginowego do hydrofobowego
aminokwasu metioniny, ale skrocit takze wiekszos¢ biatka. Z kolei drugi wariant - c.1601A>G
doprowadzit do zmiany aminokwasu p.Glu534Gly w domenie C-koricowej, co prowadzi do
destabilizacji fatdowania w tej domenie (publikacja P1).

Rola genu TKTL1 w spermatogenezie nie byta dotychczas poznana, wiadomo byto jednak, ze
kodowane przez ten gen biatko jest enzymem szlaku pentozofosforanowego. Gen TKTLI,
podobnie jak wczesniej analizowany gen ESX1 (publikacja P2), zostat wybrany do
przeprowadzenia badan funkcjonalnych. Réwniez w przypadku genu TKTL1, nie byto mozliwe
zbadanie jego funkcji z wykorzystaniem modelu mysiego. Cho¢ biatko ludzkie TKTL1 i mysie
Tktll wykazujg znaczne podobienstwo sekwencji, wystepujg miedzy nimi istotne rdznice
w okreslonych regionach, szczegdlnie w domenach funkcjonalnych, ktére moga byé krytyczne
dla funkcji biatka TKTL1 [39]. Wykazano nawet, ze myszy typu ‘knockout’ genu Tkt/1 nie
prezentowaty defektéw reprodukcyjnych ani zaburzen zaptodnienia [40]. Tymczasem nasze
wyniki (publikacja P1), jak rowniez niezalezne badania innych grup badawczych, wykazaty, ze
pacjenci z mutacjg TKTL1 charakteryzowali sie fenotypem NOA [34-36].

Celem badan byto okreslenie roli genu TKTL1 w modelu komérek gametogenicznych.
Postuzylismy sie liniag komdrkowg TCam-2, ktdra nie wykazuje endogennej ekspresji genu
TKTL1. Dlatego przeprowadzilismy aktywacje genu TKTL1 z wykorzystaniem systemu CRISPR
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oraz nadekspresje z uzyciem wektora lentiwirusowego. Aktywacja genu TKTL1 w oparciu
o system CRISPR w komdrkach TCam-2 nie byta az tak wydajna, zwfaszcza na poziomie biatka.
Dlatego w przypadku genu TKTL1 wykorzystano nowy model komérkowy — komercyjnie
dostepng zawiesine pierwotnych komdrek pochodzacych z gonady meskiej (hTPc, ang. human
testicular primary cells), ktére rowniez nie wykazywaty endogennej ekspresji genu TKTLI.
W komérkach tych wywotano nadekspresje genu TKTL1 poprzez transfekcje stabilng
z wykorzystaniem wektora lentiwirusowego zawierajgcego sekwencje cDNA dla TKTLI.
Nadekspresja byta potwierdzona zaréwno na poziomie mRNA za pomocg PCR w czasie
rzeczywistym, jak i na poziomie biatka technikg immunoblotowania typu Western. Nastepnie
zmodyfikowane genetycznie komoérki poddane byty RNA-seq celem okreslenia puli genéw
potencjalnie regulowanych przez TKTL1.

Uzyskano znaczgcg nadekspresje genu TKTL1 w oparciu o system lentiwirusowy w komérkach
hTP potwierdzong zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka. W oparciu o analize
bioinformatyczng danych uzyskanych z analizy RNA-seq komérek poddanych modyfikacji
genetycznej ustalilismy sie¢ gendw, ktére potencjalnie sg regulowane przez TKTLI.
Wyselekcjonowane geny poddano weryfikacji za pomocg PCR w czasie rzeczywistym
w komérkach hTPc oraz w prébkach RNA pozyskanych z tkanki gonady meskiej od pacjentéw
NOA z/bez mutacji w genie TKTL1 oraz od mezczyzn z prawidtowg spermatogenezg. Podczas
prowadzonych badan wykazano wptyw genu TKTL1 na geny: CSF3 (ang. Colony Stimulating
Factor 3), HERC5 (ang. HECT and RLD Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 5), HES1
(ang. Hes Family bHLH Transcription Factor 1), HSPA1B (ang. Heat Shock Protein Family
A Member 1B), ktére odgrywajg kluczowa role w regulacji cyklu komdrkowego — gtéwnie
w proliferacji i apoptozie komadrek.

Wyniki opisane w ramach publikacji P3 sugerujg, ze gen TKTL1 moze petni¢ kluczowa role
w utrzymaniu komdrek gametogenicznych regulujac proliferacjg tych komérek na wczesnym
etapie réznicowania.

Mo6j wkiad polegat na: zaprojektowaniu i koordynowaniu badan, zaprojektowaniu
eksperymentdéw dotyczgcych aktywacji za pomocy systemu CRISPR oraz nadekspresji genu
TKTL1, przeprowadzeniu selekcji gendw z analizy sekwencjonowania RNA, zbieraniu
i interpretacji danych, napisaniu manuskryptu, przygotowaniu rycin i tabel, koordynowaniu
procesu zwigzanego z procedurg wydawniczg jako autor korespondencyjny oraz uzyskaniu
finansowania na badania w ramach grantu wtasnego SONATA.

W wyniku badan nad genem TKTL1 powstaty trzy prace dyplomowe pod moim
promotorstwem (dwie magisterskie: pt. , Optymalizacja oraz weryfikacja aktywacji genu
TKTL1 za pomocqg technologii CRISPR w ludzkich komdrkach pochodzgcych z gonady meskiej”;
,ldentyfikacja i walidacja puli gendw przeanalizowanych za pomocq sekwencjonowania RNA
w komdrkach gametogenicznych z aktywowanym genem TKTL1” i jedna licencjacka pt.
»,Charakterystyka molekularna ludzkich komdrek pochodzgcych z gonady meskiej”). Ich
rezultaty byty prezentowane zaréwno na konferencjach miedzynarodowych, jak i krajowych.
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e P4. Malcher A*, Kamieniczna M, Rozwadowska N, Stokowy T, Berger A, Jedrzejczak P,
Wolski JK, Kurpisz M*. HLA-DQBI1 as a potential prognostic biomarker of hormonal therapy
in patients with non-obstructive azoospermia. Reproductive Biology 2024;24(4):100949.
* autor wspét-korespondujacy

Identyfikacja nowych gendw i ich wariantow genetycznych jest istotna nie tylko z punktu
widzenia poznania przyczyn nieptodnosci, ale rowniez dla opracowania nowych form terapii
oraz prognozowania ich skutecznosci. Obecnie pacjenci z NOA s3 kierowani na oligobiopsje
jader w celu ekstrakcji plemnikéw (jesli s3 obecne). W przypadkach, gdy w kanalikach
nasiennych znajdujg sie pojedyncze plemniki, mozliwe jest ich wykorzystanie do zaptodnienia
pozaustrojowego (in vitro), co stanowi szanse na potomstwo dla pacjentéw
z NOA. Niestety, u wiekszosci z nich proces spermatogenezy jest zahamowany juz na
wczesnych etapach, co uniemozliwia uzyskanie nawet pojedynczych plemnikéw, a tym samym
wykonanie procedury zaptodnienia in vitro.

W ostatnich latach wykazano, ze terapia hormonalna (hCG/FSH) moze poprawic
spermatogeneze i stymulowac¢ produkcje plemnikédw. Jednak tylko niewielki odsetek
pacjentéw pozytywnie reaguje na takie leczenie. Obecnie terapia gonadotropinami jest
stosowana ,na slepo”, a jej skuteczno$¢ szacuje sie na okoto 30%, co oznacza, ze wiekszos¢
pacjentdéw jest narazona na kosztowng, dtugotrwata (do 9 miesiecy) i obcigzajaca organizm
terapie bez gwarancji poprawy [41].

Celem badan byta identyfikacja biomarkeréw prognostycznych pozwalajacych na okreslenie
szans powodzenia stymulacji spermatogenezy przy zastosowaniu leczenia hormonalnego
u pacjentéw z NOA.

Za pomocg mikromacierzy ekspresyjnych przeprowadzono analize poréwnawczg profilu
ekspresji gendw w prdobkach z oligobiopsji gonady meskiej pobranych od trzech pacjentéw
z NOA, ktdrzy pozytywnie zareagowali na ztozong terapie hormonalng (hCG/rFSH), oraz trzech
pacjentéw niewykazujacych odpowiedzieli na leczenie. Analiza globalnej ekspresji genow
wykazata, ze poziom ekspresji genu HLA-DQB1 byt podwyzszony u pacjentow
nieodpowiadajgcych na terapie w poréwnaniu z pacjentami, ktérzy odpowiedzieli pozytywnie.
Badania rozszerzono o wiekszg grupe pacjentéw, w ramach ktérych przeprowadzono
sekwencjonowanie Sangera w celu okreslenia wariantéw genetycznych genu HLA-DQBI1
u pacjentéw z NOA poddanych terapii hormonalnej. Genotypowanie wariantéw genu
HLA-DQB1 u wszystkich szesciu pacjentéw ujawnito, ze heterozygotycznos¢ wzgledem tego
genu wystepowata wytgcznie u mezczyzn reagujacych na leczenie. Warianty genu HLA-DQB1
zbadano na wiekszej grupie pacjentéw z NOA (n=18), potwierdzajac, ze okreslenie wariantow
genetycznych tego genu moze mieé znaczenie prognostyczne w kontekscie skutecznosci
terapii hormonalne;.

Ponadto poréwnano profil ekspresji gendéw w tkance gonady meskiej od jednego pacjenta
przed i po leczeniu gonadotropinami, identyfikujgc ponad 600 gendw o zmienionej ekspresji,
w tym geny kluczowe dla spermiogenezy. Wyniki te wskazujg, ze proces spermatogenezy
zostat skutecznie zainicjowany i ukonczony. W ten sposéb udokumentowano, ze zastosowanie
gonadotropin moze efektywnie stymulowac¢ spermatogeneze u pacjentéw z NOA.
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W przeprowadzonych badaniach po raz pierwszy zidentyfikowano potencjalny biomarker
prognostyczny skutecznosci terapii hormonalnej (hCG/FSH) u mezczyzn z NOA.

Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze ztozona terapia hormonalna hCG/rFSH moze prowadzi¢ do
stymulacji spermatogenezy i pojawienia sie plemnikéw w ejakulacie, a takze zwiekszac
skutecznos$é pobrania plemnikéw z gonady, co w potgczeniu z zaptodnieniem in vitro stwarza
realng szanse na ojcostwo dla pacjentéw z azoospermia.

Okreslenie poziomu ekspresji i wariantéw genu HLA-DQB1 moze w przysztosci umozliwic
ograniczenie kosztownej i obcigzajacej terapii hormonalnej jedynie do pacjentéw, ktérzy maja
realne szanse na pozytywng odpowiedz na leczenie.

Moj wkiad polegat na: zaprojektowaniu i nadzorze eksperymentow, przygotowaniu materiatu
i przeprowadzeniu analizy wynikdw z sekwencjonowania Sangera, przeprowadzeniu analizy
porownawczej profili ekspresji gendw probek przed i po leczeniu, selekcji gendéw, zbieraniu
i interpretacji danych, napisaniu manuskryptu, przygotowaniu rycin i tabel, koordynowaniu
procesu zwigzanego z procedurg wydawniczg jako autor korespondencyjny.

Praca P4 stanowi kontynuacje badan rozpoczetych w ramach mojej pracy doktorskiej, ktére
zostaty nastepnie rozszerzone w kierunku identyfikacji biomarkera prognostycznego. Po
zakonczeniu doktoratu rozwinetam projekt, obejmujgc badaniami wiekszg grupe pacjentow
z NOA oraz dokonujgc petnej analizy i interpretacji danych, co umozliwito potwierdzenie oraz
pogtebienie wczesniejszych wynikéw pilotazowych.

e P5. Malcher A, Jedrzejczak P, Stokowy T, Monem S, Nowicka-Bauer K, Zimna A, Czyzyk A,
Maciejewska-Jeske M, Meczekalski B, Bednarek-Rajewska K, Wozniak A, Rozwadowska N,
Kurpisz M. Novel Mutations Segregating with Complete Androgen Insensitivity Syndrome
and their Molecular Characteristics. Int J Mol Sci. 2019 Oct 30;20(21) pii: E5418.

Zastosowanie technologii wysokoprzepustowych umozliwito identyfikacje licznych genéw
odgrywajacych kluczowg role w procesie spermatogenezy oraz ptodnosci. Pomimo tego,
funkcje wielu gendéw pozostajg wcigz nieokre$lone. Pozyskanie niezwykle rzadkich
i unikatowych probek pochodzacych od oséb z zespotem catkowitej niewrazliwosci na
androgeny (CAIS, ang. Complete Androgen Insensitivity Syndrome) umozliwito pogtebienie
wiedzy na temat mechanizmow lezgcych u podstaw spermatogenezy oraz spojrzenie na ten
proces z nowej, dotychczas niespotykanej perspektywy badawczej. Zespdt niewrazliwosci na
androgeny (OMIM:300068) jest to rzadkie, wrodzone zaburzenie rozwoju pfci,
charakteryzujgce sie uposledzeniem procesu spermatogenezy. Objawia sie szerokim spektrum
cech zenskich u oséb z prawidtowym kariotypem meskim 46,XY — od tagodnej postaci zespotu
niewrazliwosci na androgeny (MAIS), przez czesSciowg (PAIS), az po catkowitg niewrazliwo$é na
androgeny, skutkujgcg zenskim fenotypem i obecnoscig zewnetrznych narzaddéw ptciowych
typowych dla kobiet (CAIS) [38]. Czestos¢ wystepowania CAIS szacuje sie na okoto 1 przypadek
na 62 000 os6b genetycznie meskich (46,XY).

Celem badan byfa identyfikacja nowych gendw potencjalnie zaangazowanych w proces
spermatogenezy, ktére dotychczas nie byty analizowane w kontekscie meskiej nieptodnosci.
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Poczatkowo przeprowadzono RNA-seq w celu wykrycia wariantéw genetycznych u oséb z CAIS
(n=3) z oligobiopsji gonad. Analiza RNA-seq umozliwita identyfikacje wariantdw genetycznych
w genach zwigzanych z zaburzeniami rozwoju ptci. Nastepnie, w celu potwierdzenia
uzyskanych wynikéw, przeprowadzono sekwencjonowanie metodg Sangera na poziomie DNA.
Przeprowadzilismy réwniez weryfikacje na poziomie mRNA z wykorzystaniem reakcji PCR
w czasie rzeczywistym (RT-PCR) oraz na poziomie biatka, stosujgc immunoblotowanie typu
Western i techniki immunohistochemiczne. Dane z RNA-seq wykorzystano docelowo do
analizy globalnej ekspresji gendw, poréwnujgc materiat z oligobiopsji gonad oséb z CAIS (n=3)
z probkami pochodzacymi od mezczyzn z prawidtowg spermatogenezg (n=3).

W ramach prowadzonych badan przedstawilismy trzy dotychczas nieujawnione przyczyny
choroby CAIS. W przypadku osoby nr 1 zidentyfikowano nowg mutacje w pierwszym egzonie
w domenie transaktywacyjnej (w domenie N-koricowej), w pozycji c.840delT, w genie
kodujgcym receptor androgenowy (AR). Delecja tyminy spowodowata przesuniecie ramki
odczytu i w ten sposéb wprowadzita przedwczesny kodon stop, powodujac znaczne skrécenie
sekwencji biatka i prawdopodobnie jego degradacje, poniewaz mozna wyraznie
zaobserwowac¢ brak produktu biatkowego receptora androgenowego u tej osoby.
W przypadku osoby nr 2 zaobserwowano niesynonimiczng mutacje w pozycji c.2491C>T genu
kodujgcego receptor androgenowy w domenie wigzgcej ligand. Substytucja cysteiny na
treonine spowodowata zmiane kodonu leucyny (CTT) na kodon fenyloalaniny (TTT) w pozycji
196 biatka AR. Mutacja ta spowodowata nieprawidtowg lokalizacje receptora androgenowego,
ktory zamiast ulegac ekspresji wewnatrz kanalikéw nasiennych, widoczny byt wokét nich, co
zostato zaobserwowane przy pomocy immunohistochemii. Z kolei u osoby nr 3 nie wykryto
mutacji w genie AR, jednak zidentyfikowano nowa heterozygotyczng mutacje polegajacg na
substytucji glicyny na treonine, w pozycji ¢.73G>T, w genie kodujgcym cytochrom P450
z rodziny 11 i podrodziny A polipeptyd 1 (CYP11A1), ktéry odgrywa role
w biosyntezie hormondéw steroidowych. Mutacja powoduje przesuniecie ramki
i wprowadzenie przedwczesnego kodonu stop. Wiekszos¢ zgtoszonych do tej pory przypadkdw
catkowitej niewrazliwosci na androgeny dotyczy mutacji w genie AR. Tylko 5% przypadkdéw nie
ma mutacji w tym genie, a zmiennosc¢ fenotypowa w AlS moze byé czeSciowo wyjasniona przez
warianty w genach odpowiedzialnych za biosynteze i metabolizm steroidéw [42].
W literaturze znalezliSmy podobne heterozygotyczne mutacje w CYP11A1 [43-45], ktore
w konsekwencji mogg prowadzi¢ do rzadkiego zaburzenia genetycznego powodujgcego
pierwotng niewydolnos$¢ nadnerczy z zaburzeniami rozwoju ptciowego 46,XY. W przypadku
osoby nr 3 zidentyfikowana mutacja prowadzita do obnizenia poziomu testosteronu, a tym
samym do zmniejszenia wigzania z receptorem androgenowym i dezaktywacjg szlaku
sygnatowego AR.

W przedstawionej pracy po raz pierwszy zaprezentowano profile ekspresji genéw wyraznie
odrdzniajgce osoby z zespotem catkowitej niewrazliwosci na androgeny (CAIS) od mezczyzn
z prawidtowg spermatogenezg. Pomimo zréznicowanego podtoza genetycznego osdéb z CAIS,
profile ekspresji gendw wykazywaty podobny wzorzec na poziomie catego transkryptomu.
Najistotniejszym jednak aspektem badan byta analiza majaca na celu identyfikacje nowych
gendw istotnych dla procesu spermatogenezy. Zidentyfikowano geny, ktére dotychczas nie
byty badane w kontekscie zespotu niewrazliwosci na androgeny ani spermatogenezy, lecz
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ktorych funkcja i ekspresja moga miec znaczenie dla zdolnosci reprodukcyjnych — przyktadem
sq geny: FOXJ1 (ang. Forkhead Box J1), CCNB2 (ang. Cyclin B2), TMA4SF18 (ang.
Transmembrane 4 L Six Family Member 18). Ponadto wyrdzniono geny potencjalnie
regulowane przez receptor androgenowy, wsrdd ktérych znalazty sie szczegétowo przez nas
zbadane geny ESX1 i TKTL1. Te geny wraz z innymi genami bezpos$rednio zaangazowanymi
w spermatogeneze, takimi jak SOHLH1 (ang. Spermatogenesis and Oogenesis Basic Helix-
Loop-Helix 1), TEX11 (ang. Testis Expressed 11) czy TDRD9 (ang. Tudor Domain Containing 9),
ktore wykazywaty obnizong ekspresje u oséb z mutacja w genie AR, mogg wskazywacé na
bezposrednig regulacje przez receptor androgenowy. Watek ten stanowi interesujgce
podejscie do potwierdzenia roli bezposredniej regulacji transkrypcyjnej tych gendw przez AR.

Badania przeprowadzone w ramach publikacji P5 umozliwity ujawnienie nowych wariantéw
genetycznych prowadzacych do zespotu catkowitej niewrazliwosci na androgeny, co
w konsekwencji wywotato u badanych oséb zaburzenie rozwoju pfci i uposledzenie procesu
spermatogenezy. Z kolei w aspekcie cyklu prac wchodzgcych w osiggniecie habilitacyjne,
zostaty zidentyfikowane nowe geny regulowane przez receptor androgenowy, a takze gendéw
potencjalnie istotnych dla procesu spermatogenezy. Nasze odkrycia bedg pomocne nie tylko
w diagnostyce molekularnej oséb z CAIS, ale zidentyfikowane geny moga by¢ réwniez
potencjalnymi  biomarkerami  procesu rdéznicowania komodrek gametogenicznych
w zaburzeniach procesu spermatogenezy.

M6j wkitad polegat na: ustaleniu koncepcji pracy, analizie wynikéw sekwencjonowania
Sangera za pomocg programu CLC Main Workbench, przygotowaniu materiatu do RNA-seq,
analizie wynikdw RNA-seq, przygotowaniu prébek do immunoblotowania typu Western,
przeprowadzeniu barwien immunohistochemicznych wraz z dokumentacja zdje¢, weryfikacji
wynikéw za pomocg PCR w czasie rzeczywistym, napisaniu manuskryptu i przygotowaniu rycin
i tabel, uczestniczeniu w procesie zwigzanym z procedurg wydawniczg oraz czesciowym
finansowaniu badan w ramach grantu wtasnego SONATA.

W ramach prowadzonych badan petnitam role opiekuna naukowego pracy magisterskiej pt.
»,Sequence analysis of androgen receptor gene (AR) in patients with androgen insensitivity
syndrome (AIS)”. Wyniki tych badan zostaty przedstawione na konferencjach krajowych
i miedzynarodowych.

Podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ wynikajacych z przeprowadzonych badan

1. Zapomocganalizy WGS ujawniliSmy 8 nowych SNV w 4 genach jak dotgd nieopisanych
w aspekcie NOA (TKTL1, IGSF1, ZFPM2, VCX3A), okreslone jako nowe warianty patogenne.
Zidentyfikowalismy réwniez 30 wariantéw w 20 genach zwigzanych z nieptodnoscig, w tym
nowe warianty w genach powigzanych z NOA, tj. ESX1, TEX14, MEIOB, USP9Y, MEI1, PIWIL1,
DNAH1, FANCM. Ponadto, ujawnilismy 13 wariantdw w 20 genach, ktére nie byty nigdy
badane w aspekcie ptodnosci, a ktére mogg byé potencjalnie zaangazowane
w spermatogeneze. Nasza uwaga skupifa sie przede wszystkich na wariantach genetycznych
w genach TKTL1 i ESX1. Zidentyfikowane warianty i ich geny sg potencjalnymi biomarkerami
diagnostycznymi dla pacjentow z azoospermig nieobstrukcyjnga.
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2. U czterech z szesciu pacjentéw, u ktorych wczesniejsza analiza WES nie ujawnita
wariantdw przyczynowych, analiza WGS wykazata przyczyne NOA.

3. Utworzono model komérkowy in vitro z aktywowanym genem ESX1 w linii komérkowe;j
pochodzacej z nasieniaka gonady meskiej — TCam2 w oparciu o edytowanie genomu za
pomocg metody CRISPR, dzieki czemu okreslono pule genéw potencjalnie regulowanych przez
gen ESX1. Gen ESX1 najprawdopodobniej bierze udziat w promowaniu réznicowania komaérek
w spermatocyty i/lub w regulowaniu réwnowagi pomiedzy proliferacja a réznicowaniem
komarek.

4. Uzyskano nadekspresje genu TKTL1 w pierwotnych komadrkach pochodzacych z gonady
meskiej (hTPc) w oparciu o system lentiwirusowy i okreslono pule gendéw potencjalnie
regulowanych przez gen TKTL1. Gen TKTL1 moze petni¢ kluczowa role w utrzymaniu komoérek
gametogenicznych regulujgc proliferacjg tych komdrek na wczesnym etapie réznicowania.

5. Zidentyfikowano gen HLA-DQB1 jako potencjalny biomarker prognostyczny dla
pacjentébw z azoospermia nieobstrukcyjnych  poddanych terapii hormonalnej
gonadotropinami.

6. Zidentyfikowano nowe warianty przyczynowe w genie AR i CYP11A1 w niezwykle
rzadkich i unikatowych prébkach od oséb z zespotem catkowitej niewrazliwosci na androgeny.
Przede wszystkim w ramach prowadzonych badan zostaty zidentyfikowane nowe geny
regulowane przez receptor androgenowy, wsrdd ktdrych znalazty sie geny ESX1 i TKTL1 wraz
z innymi genami bezposrednio zaangazowanymi w spermatogeneze, takimi jak SOHLHI,
TEX11i TDRD9, a takze geny potencjalnie istotne dla procesu spermatogenezy FOXJ1, CCNB2,
TMA4SF18.

Badania wchodzgce w sktad osiggniecia habilitacyjnego koncentrujg sie na identyfikacji
nowych genéw i nowych wariantdw genetycznych zwigzanych z zaburzeniami
spermatogenezy oraz na okresleniu ich znaczenia funkcjonalnego i klinicznego. W badaniach
zastosowano zintegrowane podejscie obejmujgce analizy genomowe, bioinformatyczne
i eksperymentalne, ktére pozwolity na odkrycie zmian o potencjalnym wptywie na proces
spermatogenezy i ptodno$é mezczyzn. Osiggniecie ma potencjat aplikacyjny — jego celem byto
nie tylko poznanie mechanizmdéw molekularnych, lecz takie wskazanie biomarkeréw
diagnostycznych i prognostycznych oraz potencjalnych celéw terapeutycznych, co stanowi
krok w kierunku praktycznego wykorzystania wynikéw badan podstawowych w medycynie
rozrodu.
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knockout on energy chain transportation and spermatogenesis: implications for male infertility.
Hum Reprod Open 2024; 2024:hoae020.

V. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa albo artystycznag
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegoblnosci zagranicznej

e OPIS POZOSTALYCH KIERUNKOW BADAWCZYCH, W KTORE BYtAM LUB JESTEM
ZAANGAZOWANA, POZA OSIAGNIECIEM WYNIKAJACYM Z ART. 219 UST. 1. PKT. 2B
USTAWY

Identyfikacja genow zwiqgzanych z zaburzeniami procesu spermatogenezy poza cyklem prac
wchodzgcych w osiggniecie habilitacyjne

Geny GCNA, TEX15 i DMC1

W ramach wspoétpracy z Profesorem Alexandrem Yatsenko z Uniwersytetu z Pittsburgha (USA),
ktory réwniez prowadzi badania nad identyfikacja gendw zwigzanych z azoospermia
nieobstrukcyjng, udato sie ujawni¢ nowe geny — GCNA, TEX15 i DMC1 oraz ich warianty
genetyczne odpowiedzialne za zaburzenie procesu spermatogenezy. Byto to mozliwe dzieki
potaczeniu wynikéw uzyskanych z WES przeprowadzonego przez Zespot Profesora Alexandra
Yatsenko dla pacjentéw z NOA zaréwno z Europy jak i USA w potgczeniu z wynikami WGS i/lub
sekwencjonowania Sangera dla polskiej populacji mezczyzn z NOA, w ramach kierowanego
przeze mnie projektu SONATA. Zidentyfikowane warianty genetyczne zostaty uznane za
warianty przyczynowe NOA, a wyniki zostaly opublikowane we wspétpracy ze znanymi
naukowcami w dziedzinie nieptodnosci meskiej w znaczgcych czasopismach naukowym
Human Genetics, Frontiers in Genetics i Journal of Assisted Reproduction and Genetics.

Hardy JI, Wyrwoll MJ, Mcfadden W, Malcher A, Rotte N, Pollock NC, Munyoki S, Veroli MV, Houston BJ, Xavier
MJ, Kasak L, Punab M, Laan M, Kliesch S, Schlegel P, Jaffe T, Hwang K, Vukina J, Briefio-Enriquez MA, Orwig K,
Yanowitz J, Buszczak M, Veltman JA, Oud M, Nagirnaja L, Olszewska M, O'Bryan MK, Conrad DF, Kurpisz M,
Tittelmann F, Yatsenko AN; GEMINI Consortium. Variants in GCNA, X-linked germ-cell genome integrity gene,
identified in men with primary spermatogenic failure. Hum Genet. 2021 Aug;140(8):1169-1182.

Qureshi S, Hardy JI, Pombar Ch, Berman AJ, Malcher A, Gingrich T, Hvasta R, Kuong J, Munyoki S, Hwang K,
Orwig KE, Ahmed J, Olszewska M, Kurpisz M, Conrad DF, Jaseem Khan M, Yatsenko AN. Genomic study of TEX15
variants: prevalence and allelic heterogeneity in men with spermatogenic failure. Front Genet. 2023 May
10:14:1134849.

Ullah N, Pombar C, Hvasta-Gloria R, Berman AJ, Malizio M, Khan MJ, Nazli R, Fatima S, Riera-Escamilla A,
Castillo-Madeen H, Malcher A, Olszewska M, Xavier MJ, Lillepea K, Dutta A, Castro CA, Valkna A, Inno R, Orwig
KE, Conrad DF, Kurpisz M, Veltman JA, Laan M, Yatsenko AN. Identification of missense DMC1 variants in males
with non-obstructive azoospermia. J Assist Reprod Genet. 2025 Aug 15. doi: 10.1007/s10815-025-03591-6.
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Geny DDX53 | RBMXL3

Bytam réwniez wspétautorem i wspétwykonawcy projektu OPUS NCN 2017/25/B/NZ5/01231
pt. ,Modelowanie spermatogenezy cztowieka dla potrzeb badania, diagnozy i terapii meskiej
nieptodnosci” pod kierownictwem dr hab. Natalii Rozwadowskiej, profesor IGC PAN.
W ramach tego projektu badaliémy funkcje dwdch gendéw DDX53 i RBMXL3, ktérych warianty
genetyczne zostaty wczesniej zidentyfikowane u nieptodnych mezczyzn przy pomocy WES
prowadzonych przez prof. Yatsenko oraz WGS w ramach grantu wtasnego SONATA. Moja rola
w ramach tego projektu byto koordynowanie zadan zwigzanych: z selekcjg gendw za pomoca
sekwencjonowania RNA i ich weryfikacjg przy uzyciu PCR w czasie rzeczywistym,
charakterystykg na poziomie biatka metodg frakcjonowania i immunoblotowania typu
Western, a takze z modyfikacjami genetycznymi komérek. Dotychczasowe dane sugerujg, ze
RBMXL3 moze uczestniczy¢ w regulacji dynamiki transkryptomu w komdrkach
gametogenicznych, jednak jego szersze znaczenie funkcjonalne wymaga dalszego zbadania.
Wyniki dotyczgce genu RBMXL3 zostaty opublikowane na ten moment na serwerze bioRxiv,
z kolei drugi manuskrypt dotyczgcy genu DDX53 jest w trakcie przygotowywania.

Barszcz A, Tutak K, Zyprych-Walczak J, Dassi E, llaslan E, Dabrowska M, Malcher A, Olszewska M, Cysewski D,
Nadel A, Kolanowski T, Madeja Z, Hrab M, Yatsenko A, Kurpisz M, Warkocki Z, Rozwadowska N. Multi-omic
screening identifies RBMXL3 as a primate-specific RNA-binding protein and candidate regulator of RNA
metabolism in human spermatogenesis. bioRxiv 2025.09.23.677621; doi: 10.1101/2025.09.23.677621.

Geny TCTE1, FAM71F1, TEX13B i EFCAB6

W ramach prowadzonych badan dotyczacych nieptodnosci meskiej bytam rowniez
zaangazowana w projekt NCN OPUS 2015/17/B/NZ2/01157: Poszukiwanie nowych gendéw
istotnych dla ludzkiej oligo- i azoospermii - model mysi 'knockout' pod kierownictwem prof. dr
hab. Macieja Kurpisza, ktéry realizowany byt réwniez we wspdtpracy z prof. Yatsenko
z Uniwersytetu w Pittsburghu. Zespdt prof. Yatsenko zidentyfikowat warianty genetyczne
w genie TCTE1, TEX13B i EFCABG6 u pacjentow z oligozoospermig i NOA za pomocg WES. Z kolei
gen FAM71F1 byt zidentyfikowany przeze mnie w badaniach prowadzonych w ramach pracy
doktorskiej, gdzie wykazatam, ze poziom ekspresji tego genu byt znaczaco obnizony
u pacjentow z NOA w stosunku do mezczyzn z prawidtowa spermatogenezg. Wszystkie 4 geny
zostaty poddane badaniom funkcjonalnym w modelu mysim typu ‘knockout’” w oparciu
o metode CRISPR. W ramach tych badan odpowiedzialna bytam za zaprojektowanie
i koordynacje eksperymentéw zwigzanych z: genotypowaniem przy pomocy PCR
i sekwencjonowania typu Sangera, globalng analizg profilu ekspresji genéw za pomocg
RNA-seq, okres$leniem poziomu ekspresji przy pomocy PCR w czasie rzeczywistym,
okresleniem ilosci produktu biatkowego za pomocg immunoblotowania typu Western,
okresleniem lokalizacji badanych produktéw biatkowych poprzez immunofluorescencije.
W ramach prowadzonych badan opublikowano wyniki dotyczgce mysiego genu Tctel, gdzie
zaskakujgce okazato sie, ze mysi ‘knockout’ tego genu powodowat zaburzenie ruchliwosci
plemnikéw, czyli asthenozoospermig, a nie zaburzenie w ilosci plemnikéw w ejakulacie czy tez
catkowity ich brak jak w przypadku pacjentéw, u ktérych zidentyfikowano warianty
genetyczne w genie TCTE1 [46]. Badania na temat pozostatych gendw nadal trwaja.

Olszewska M, Malcher A, Stokowy T, Pollock N, Berman AJ, Budkiewicz S, Kamieniczna M, Jackowiak H,
Suszynska-Zajczyk J, Jedrzejczak P, Yatsenko AN, Kurpisz M. Effects of Tctel knockout on energy chain
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transportation and spermatogenesis: implications for male infertility. Hum Reprod Open. 2024 Apr
4;2024(2):hoae020. doi: 10.1093/hropen/hoae020.

Gen AR

Ponadto, bytam wspétwykonawcg zadania badawczego K 140/P01/2007/1.2.2.3 pt. ,,Zwigzek
nieptodnosci meskiej z jakoscig nasienia, fenotypem osobniczym oraz wystepowaniem
wariantdw receptora dla androgenéw” realizowanego w ramach zamawianego projektu
badawczego PBZ-MEiN-8/2/2006 ,Epidemiologia zagrozen prokreacyjnych w Polsce -
wieloosrodkowe, prospektywne badania kohortowe”. Moim zadaniem byfa analiza
polimorfizmu powtdrzen CAG i GGN w genie kodujgcym receptor androgenowy (AR) w meskiej
populacji polskiej, a takze porédwnanie rozktadu tych powtérzen pomiedzy mezczyznami
zdrowymi i nieptodnymi. Rozktad CAG pod wzgledem najczesciej wystepujacych alleli GGN, tj.
23 i 24 wykazat, ze populacja mezczyzn nieptodnych charakteryzowata sie wyzszg kopig CAG
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wyniki wskazujg réwniez, ze zakres powtdrzen CAG
w genie AR w badanej populacji mtodych Polakéw byty poréwnywalne z danymi pochodzgcymi
z Europy Zachodniej. Wyniki uzyskane w ramach tego projektu zostaty przedstawione na wielu
konferencjach krajowych i zostaty opublikowane w miedzynarodowym czasopismie Medical
Science Monitor.

Kamieniczna M, Fraczek M, Malcher A, Rozwadowska N, Czernikiewicz A, Jedrzejczak P, Semczuk M, Kurpisz
M. Semen Quality, Hormonal Levels, and Androgen Receptor Gene Polymorphisms in a Population of Young Male
Volunteers from Two Different Regions of Poland. Med Sci Monit. 2015 Aug 24;21:2494-504. doi:
10.12659/MSM.893628

Proteom ludzkiego plemnika

W ramach projektu badawczo-rozwojowego NCBiR N R13 0066 06: , Nieptodnos$¢ matzenska-
identyfikacja przyczyn na podtozu molekularnym, jako bazy do utworzenia algorytmoéw w celu
jej efektywnego przeciwdziatania”, ktéry w duzej czesci obejmowat zakres zadan
zrealizowanych podczas mojej pracy doktorskiej, bytam réwniez zaangazowana w realizacje
zadania badawczego majgcego na celu poszukiwanie biomarkerdéw diagnostycznych w plazmie
nasiennej dla pacjentdw nieptodnych. Zidentyfikowano 25 biatek w plazmie nasiennej
wykazujgcych wptyw na funkcjonowanie mitochondriéw w plemniku, a co za tym idzie
mogacych mieé bezposredni zwigzek z asthenozoospermig. W ramach tego projektu bratam
tez udziat w analizie poréwnawczej wynikéw z globalnej ekspresji gendw na poziomie mRNA
wykonanej za pomocg mikromacierzy ekspresyjnych i wynikow z globalnej analizy biatek
plemnikéw od zdrowych i nieptodnych mezczyzn (z normozoospermia, kryptozoospermig,
azoospermia nieobstrukcyjng i obstrukcyjng). Udato sie wytypowac kilka biatek, ktére
wykazywaty odmienny poziom ekspresji gendw kodujgcych te biatka u mezczyzn nieptodnych,
a ktére byty obecne na powierzchni plemnikdw w badaniu proteomu zdrowych osobnikdow.
Takim przyktadem jest biatko HSPA2, ktére nie wystepowato w plazmie nasiennej u pacjentéw
z azoospermia, jednak w przypadku kryptozoospermii wyniki byty zrdéinicowane. Stad
sugerujemy, ze HSPA2 bytby doskonatym biomarkerem monitorujgcym stan spermatogenezy,
zwtaszcza w przypadku pacjentéw z kryptozoospermis.
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W ramach prowadzonych badan powstaty 3 prace z moim udziatem:

Nowicka-Bauer K, Malcher A, Wtoczkowska O, Kamieniczna M, Olszewska M, Kurpisz MK. Evaluation of
seminal plasma HSPA2 protein as a biomarker of human spermatogenesis status. Reprod Biol. 2022
Mar;22(1):100597. doi: 10.1016/j.repbio.2021.100597.

Nowicka-Bauer K, Lepczynski A, Ozgo M, Kamieniczna M, Fraczek M, Stanski L, Olszewska M, Malcher A,
Skrzypczak W, Kurpisz MK. Sperm mitochondrial dysfunction and oxidative stress as possible reasons for isolated
asthenozoospermia. J Physiol Pharmacol. 2018 Jun;69(3); doi: 10.26402/jpp.2018.3.05.

Nowicka-Bauer K, Ozgo M, Lepczynski A, Kamieniczna M, Malcher A, Skrzypczak W, Kurpisz M. Human sperm
proteins identified by 2-dimensional electrophoresis and mass spectrometry and their relevance to a
transcriptomic analysis. Reprod Biol. 2018, 18(2):151-160. doi: 10.1016/].repbio.2018.02.003.

Komorki macierzyste

Badania prowadzone w Zaktadzie Biologii Rozrodu i Komdrek Macierzystych IGC PAN, pod
kierunkiem prof. dr hab. M. Kurpisza, od poczgtku mojej pracy naukowej obejmowaty zaréwno
zagadnienia zwigzane z nieptodnoscia, jak i z komdrkami macierzystymi, dzieki czemu miatam
mozliwos¢ uczestniczenia réwniez w realizacji kilku projektow dotyczacych komorek
macierzystych. Poczgtkowo zaangazowana bytam w grant badawczy N403 065 31/3011
pt. ,Transplantacja mioblastéw szkieletowych w leczeniu kardiomiopatii o podtozu innym niz
niedokrwienna”. Projekt dotyczyt badan przedklinicznych na komdérkach macierzystych
przeprowadzonym na zwierzecym modelu serca pozawatowego. Moim gtéwnym zadaniem
byta hodowla mioblastéw zawierajgcych konstrukt genetyczny z sekwencjg kodujaca
koneksyne 43 oraz analiza obecnosci produktu biatkowego za pomocg metod
immunoblotowania typu Western oraz barwienia immunofluorescencyjne. Wyniki z tych
badan zostaty opisane w trzech publikacjach, ktérych jestem wspotautorem:

Rozwadowska N, Kolanowski T, Waclawska A (nazwisko panieniskie), Fraczek M, Kurpisz M. Transgenic line
of C2C12 myoblasts with constitutive overexpression of connexin-43 (GJA 1). In: New Frontiers in Heart Disease.
Asher Kimchi (ed.). MEDIMOND 2012, pp. 1-8. (rozdziat w ksigzce) MNiSW 5

Kolanowski TJ, Rozwadowska N, Malcher A, Szymczyk E, Kasprzak JD, Mietkiewski T, Kurpisz M. In vitro and
in vivo characteristics of connexin 43-modified human skeletal myoblasts as candidates for prospective stem cell
therapy for the failing heart. Int J Cardiol. 2014, 173: 55-64

Wiernicki B, Rozwadowska N, Malcher A, Kolanowski T, Zimna A, Rugowska A, Kurpisz M. Human myoblast
transplantation in mice infarcted heart alters the expression profile of cardiac genes associated with left ventricle
remodeling. Int J Cardiol. 2016 Jan 1,202:710-21.

Badania nad komdérkami macierzystymi w aspekcie terapii regeneracyjnej miesni byty
prowadzone roéwniez w ramach projektu badawczo-rozwojowego N R13 0065 06
pt. ,Mioblasty i ich funkcja w medycynie regeneracyjnej; badania kliniczne i przedkliniczne”
i zostaty dodatkowo poszerzone o badania kliniczne. Projekt ten prowadzony byt z udziatem
pacjentéw z ciezkg niewydolnoscig serca, ktorzy nie zostali zakwalifikowani do programu
transplantacji; oraz pacjentow z uszkodzonym miesniem zwieracza odbytu. Do moich
obowigzkdw nalezata hodowla mioblastow na duzg skale dla pacjentéw zakwalifikowanych do
tego programu, a takze przygotowanie komérek modyfikowanych genetycznie z nadeskpresja
koneksyny 43. Zajmowatam sie takze analizami molekularnymi zwigzanymi z okresleniem: (1)
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poziomu ekspresji gendw miogennych za pomocg PCR w czasie rzeczywistym; (2) dtugosci
telomeréw za pomocg Southern blot; (3) starzenia sie komoérek poprzez barwienie na
obecnosé markerdw starzenia (enzym B- galaktozydaza); (4) zywotnosci, miogennosci i cyklu
komoérkowego mioblastow z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. W ramach tego
projektu opublikowano nastepujace publikacje:

Romaniszyn M, Rozwadowska N, Nowak M, Malcher A, Kolanowski T, Walega P, Richter P, Kurpisz M.
Successful implantation of autologous muscle-derived stem cells in treatment of faecal incontinence due to
external sphincter rupture. A case report. International Journal of Colorectal Disease 2013 Jul;28(7):1037.

Janeczek A, Zimna A, Rozwadowska N, Fraczek M, Kucharzewska P, Rucinski M, Mietkiewski T, Kolanowski T,
Malcher A, Kurpisz M. Genetically modified human myoblasts with eNOS may improve regenerative ability of
myogenic stem cells to infarcted heart. Pol Heart J 2013; 71(10):1048-1058.

Romaniszyn M, Rozwadowska N, Malcher A, Kolanowski T, Walega P, Kurpisz M. Implantation of autologous
muscle-derived stem cells in treatment of fecal incontinence: results of an experimental pilot study. Tech
Coloproctol. 2015 Nov;19(11):697

Rozwadowska N, Malcher A, Baumann E, Kolanowski TJ, Rucinski M, Mietkiewski T, Fiedorowicz K, Kurpisz M.
In vitro culture of primary human myoblasts by using the dextran microcarriers Cytodex3. Folia Histochem
Cytobiol. 2016,;54(2):81-90.

Gwizdala A, Rozwadowska N, Kolanowski TJ, Malcher A, Cieplucha A, Perek B, Seniuk W, Straburzynska-Migaj
E, Oko-Sarnowska Z, Cholewinski W, Michalak M, Grajek S, Kurpisz M. Safety, feasibility and effectiveness of first
in-human administration of muscle-derived stem/progenitor cells modified with connexin-43 gene for treatment
of advanced chronic heart failure.

Zimna A, Wiernicki B, Kolanowski T, Rozwadowska N, Malcher A, Labedz W, Trzeciak T, Chojnacka K,
Bednarek-Rajewska K, Majewski P, Kurpisz M. Biological and Pro-Angiogenic Properties of Genetically Modified
Human Primary Myoblasts Overexpressing Placental Growth Factor in In Vitro and In Vivo Studies. Arch Immunol
Ther Exp (Warsz). 2018 Apr;66(2):145-159.

Rugowska A, Wiernicki B, Maczewski M, Mackiewicz U, Chojnacka K, Bednarek-Rajewska K, Kluk A, Majewski
P, Kolanowski T, Malcher A, Rozwadowska N, Kurpisz M. Human skeletal muscle-derived stem/progenitor cells
modified with connexin-43 prevent arrhythmia in rat post-infarction hearts and influence gene expression in the
myocardium. J Physiol Pharmacol. 2019 Dec;70(6).

Co wiecej umiejetnos¢ hodowli mioblastow oraz zaznajomienie sie z technikg mikromacierzy
umozliwito mi wziecie udziatu w realizacji projektu badawczego NN 401 097 937
pt. ,Pozycjonowanie chromosomdéw w rdznicujgcych sie komérkach macierzystych
pochodzenia mieSniowego”, w ramach ktérego hodowatam komorki in vitro oraz
przygotowywatam probki do analizy mikromacierzy ekspresyjnych. Z tego tematu powstata
publikacja dostepna w czasopismie PLoS One:

Rozwadowska N, Kolanowski T, Wiland E, Siatkowski M, Pawlak P, Malcher A, Mietkiewski T, Olszewska M,
Kurpisz M. Characterisation of Nuclear Architectural Alterations during In Vitro Differentiation of Human Stem
Cells of Myogenic Origin. PLoS One. 2013 Sep 3,;8(9):e73231.

Kolejnym projektem, w ktérym bylam zaangazowana, byt projekt badawczy NCBIR
(STRATEGMED1/233624/5/NCBR/2014) w  ramach  programu STRATEGMED, pt.
»Niskoczasteczkowe modulatory epigenetyczne jako aktywatory pluripotencji komaérek dla

24



Zatacznik nr 3: Autoreferat

potrzeb medycyny regeneracyjnej — EPl CELL”, ktérego celem byto tworzenie systemoéw
reporterowych umozliwiajgcych monitorowanie pluripotencji w komadrkach indukowanych
oraz réznicowania ich w komérki kardiomiogenne. Moim zadaniem byta charakterystyka
molekularna specyficznych markeréw dla otrzymanych komérek przy pomocy PCR w czasie
rzeczywistym i immunofluorescencji. W ramach tego tematu zostaty opublikowane ponizsze
artykuty, ktérych jestem wspoétautorem:

Lewandowski J, Rozwadowska N, Kolanowski TJ, Malcher A, Zimna A, Rugowska A, Fiedorowicz K, tabedz W,
Kubaszewski t, Chojnacka K, Bednarek-Rajewska K, Majewski P, Kurpisz M. The impact of in vitro cell culture
duration on the maturation of human cardiomyocytes derived from induced pluripotent stem cells of myogenic
origin. Cell Transplant. 2018 Jul;27(7):1047-1067.

Fiedorowicz K, Rozwadowska N, Zimna A, Malcher A, Tutak K, Szczerbal I, Nowicka-Bauer K, Nowaczyk M,
Kolanowski TJ, LabedZ W, Kubaszewski t, Kurpisz M. Tissue-specific promoter-based reporter system for
monitoring cell differentiation from iPSCs to cardiomyocytes. Scientific reports. 2020 Feb 5;10(1):1895.

Charakterystykg mioblastdw zajmowatam sie réwniez w ramach projektu badawczego NCBiR
w ramach Programu Badan Stosowanych nr PBS3/A7/27/2015 pt. ,,Molekularne obrazowanie
(z zastosowaniem nanotechnologii) dla monitorowania implantowanych komodrek
macierzystych i ich funkcji regeneracyjnych — STEMNanoT”. W ramach realizacji projektu
zostato opracowane obrazowanie mioblastow transdukowanych réznymi lentiwirusowymi
systemami reporterowymi i superparamagnetycznymi nanoczgsteczkami tlenku zelaza.

Wierzbinski KR, Szymanski T, Rozwadowska N, Rybka JD, Zimna A, Zalewski T, Nowicka-Bauer K, Malcher A,
Nowaczyk M, Krupinski M, Fiedorowicz M, Bogorodzki P, Grieb P, Giersig M, Kurpisz MK. Potential use of
superparamagnetic iron oxide nanopatrticles for in vitro and in vivo bioimaging of human myoblasts. Sci Rep. 2018
Feb 27,;8(1):3682.

Prace nad zastosowaniem komadrek macierzystych w medycynie regeneracyjnej byty rowniez
prowadzone w ramach terapii dystrofii miesniowej Duchenne'a (DMD), m in. we wspotpracy
z prof. dr hab. Aleksandrg Klimczak z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu oraz w ramach projektu
pt. , Autologiczne komdrki pochodzenia miogennego od pacjentow dystroficznych poddane
korekcie genetycznej i zasocjowane z biodegradowalnymi nanokapsutami jako nowa formuta
terapii choroby Duchenne'a” pod kierownictwem prof. dr hab. Macieja Kurpisz. Moim
gtéwnym zadaniem byta izolacja i hodowla mioblastéw na duzg skale, ich charakterystyka oraz
przygotowanie komédrek w celu ich implementacji do miesni pacjentow chorujgcych na DMD,

co zaowocowato dwoma pracami z moim wspoéfautorstwem:

Klimczak A, Zimna A, Malcher A, Kozlowska U, Futoma K, Czarnota J, Kemnitz P, Bryl A, Kurpisz M. Co-
Transplantation of Bone Marrow-MSCs and Myogenic Stem/Progenitor Cells from Adult Donors Improves Muscle
Function of Patients with Duchenne Muscular Dystrophy. Cells. 2020 Apr 30;9(5):1119.

Budziriska M, Malcher A, Zimna A, Kurpisz M. In Vitro Gene Therapy Using Human iPS-Derived
Mesoangioblast-Like Cells (HIDEMs) Combined with Microdystrophin (uDys) Expression as the New Strategy for
Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) Experimental Treatment. Int J Mol Sci. 2024 Nov 5;25(22):11869.

W ramach badan dotyczgcych komérek macierzystych miatam przyjemnosé koordynowac
zadaniami w ramach projektu NCN 2014/13/B/NZ3/04646 pt. ,,Badania nad cytoprotekcyjng
rolg antyoksydantow wobec ludzkiej komorki miesniowe] rezerwuaru tkankowego (mioblast)
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w warunkach in vitroiin situ”, ktérego gtdwnym celem byto zmniejszenie oddziatywania stresu
oksydacyjnego na mioblasty hodowane in vitro i spowolnienie postepowania procesu
starzenia komorkowego. W wyniku prowadzonych badan wykazalismy, ze mioblasty
zmodyfikowane genem zewnatrzkomérkowej dysmutazy ponadtlenkowej 3 (SOD3)
i jednocze$nie chronione w medium przeciwutleniaczem PBN ostaniajg komorki przed
wptywem stresu oksydacyjnego na poziomie in vitro. Ponadto zastosowanie mioblastow
zmodyfikowanych genem SOD3 i chronionych przeciwutleniaczem PBN wykazaty pozytywny
efekt wobec regeneracji blizny pozawatowej i poprawiaty parametry hemodynamiczne lewej
komory u myszy. Projekt prowadzony byt we wspotpracy z Centrum Medycznym Ksztatcenia
Podyplomowego w Krakowie (zespét pod kierunkiem prof. dr hab. Stefana Chtopickiego), ktéry
whnidst do projektu innowacyjne techniki badawcze pozwalajgce na kompleksowe podejscie
metodologiczne dotyczgce analiz mysich serc pozawatowych po interwencjach komérkowych.
W ramach tego projektu miatam przyjemnosé petnic role promotora pomocniczego dysertacji
dr Magdaleny Nowaczyk, w ramach ktoérej powstat cykl ponizszych publikacji, a kolejna
zwigzana z badaniami in vivo jest w trakcie przygotowania.

Nowaczyk M, Malcher A, Zimna A, tabedz W, Kubaszewski t, Fiedorowicz K, Wierzbinski K, Rozwadowska N,
Kurpisz M. Transient and Stable Overexpression of Extracellular Superoxide Dismutase Is Positively Associated
with the Myogenic Function of Human Skeletal Muscle-Derived Stem/Progenitor Cells. Antioxidants 2020 Sep
2;9(9):817.

Nowaczyk M, Malcher A, Zimna A, tabedz W, Kubaszewski t, Barczak W, Rubis B, Rozwadowska N and Kurpisz
M. Addition of Popular Exogenous Antioxidant Agent, PBN, to Culture Media may be an Important Step to
Optimization of Myogenic Stem/Progenitor Cell Preparation Protocol. Antioxidants 2021, 10(6), 959.

Nowaczyk M, Malcher A, Zimna A, Rozwadowska N, Kurpisz M. Effect of miR-195 inhibition on human skeletal
muscle-derived stem/progenitor cells. Kardiol Pol. 2022,80(7-8):813-824.

e OBECNIE

W naszym Zaktadzie trwa obecnie kontynuacja wczesniej zainicjowanych przeze mnie badan
z wykorzystaniem sekwencjonowania catego genomu w celu wykrywania wariantéw
przyczynowych u pacjentéw nieptodnych. Jestem wspodtautorem i koordynatorem
projektu grantowego NCN 2020/37/B/NZ5/00549 pt. ,Genomika systemowa w poszukiwaniu
nowych gendéw/wariantéw u spokrewnionych rodzin, w tym u mezczyzn z niepowodzeniami
rozrodu” pod kierownictwem prof. dr hab. Macieja Kurpisza, ktérego gtéwnym celem jest
zidentyfikowanie nieznanych dotad wariantéw genetycznych w DNA pacjentéw
z asthenozospermia i azoospermig nieobstrukcyjng. W odrdznieniu od projektu SONATA,
prowadzonego pod moim kierownictwem, w niniejszym grancie zastosowano analize trio.
Obejmuje ona probki od mezczyzn nieptodnych oraz ich rodzicéw i/lub rodzenstwa, co
w znacznym stopniu utatwia identyfikacje wariantow genetycznych w pordwnaniu z analizg
pojedynczych prdbek. Takie podejscie pozwala na bardziej precyzyjng i skutecznag
interpretacje nowych wariantow przyczynowych. Dotychczas udato sie zidentyfikowac¢ wiele
nowych i istotnych wariantdw przyczynowych wykazujgcych znaczacy wptyw kliniczny
prowadzacych do nieptodnosci. Wyniki zostang ostatecznie przedstawione w dysertacji
doktorskiej mgr Rim lbrahim, w ktérej petnie role promotora pomocniczego. Wyniki jej badan
byty przedstawione dotychczas jako doniesienia zjazdowe na konferencjach
miedzynarodowych i krajowych:
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Ibrahim R, Malcher A*, Stokowy T, Yatsenko AN and Kurpisz M*. Uncovering the genetic causes of
asthenozoospermia using whole genome sequencing in three consanguineous families.” KonDokPAN2024,
Warszawa, Polska 11-13.10.2024.

Doktorantka zajeta Il miejsce za najlepszg prezentacje.

*autorzy korespondencyjni

Ibrahim R, Malcher A*, Stokowy T, Yatsenko AN, Kurpisz M¥*. “Uncovering the genetic causes of
asthenozoospermia using whole genome sequencing in three consanguineous families”. W ramach Il Poznariskiej
TBR-6wki, Poznan, Poland 24.02.2025

*autorzy korespondencyjni

Ibrahim R, Malcher A*, Olszewska M, Stokowy T, Pastuszak K, Srivastava A, Ullah N, Khan MJ, Pombar C,
Hvasta-Gloria R, Berman AJ, Yatsenko AN, Kurpisz M*. “Uncovering the genetic causes of asthenozoospermia
using whole genome sequencing in three consanguineous families”. 23rd European Testis Workshop (ETW), Sint-
Michielsgestel, Netherland 13-17.04.2025

*autorzy korespondencyjni

Ibrahim R, Malcher A*, Olszewska M, Stokowy T, Pastuszak K, Srivastava A, Berman A, Ullah N, Khan MJ,
Pombar C, Hvasta-Gloria R, Berman A, Yatsenko AN, Kurpisz M*. Genetic insights into asthenozoospermia: Novel
variants identified in consanguineous families. Polsko-Ukrainskie Sympozjum Naukowe, 22-24 maja 2025,
Poznan, Polska

* autorzy wspoft-senioralni

Ibrahim R, Malcher A*, Olszewska M, Stokowy T, Pastuszak K, Srivastava A, Berman A, Ullah N, Khan MJ,
Pombar C, Hvasta-Gloria R, Berman A, Yatsenko AN, Kurpisz M¥*. Exploring genetic variants in
asthenozoospermia: New findings from consanguineous families. XVIll Kopernikariskie Seminarium Doktoranckie,
26-27.06.2025 Torun, Polska.

Doktorantka otrzymata nagrode - | miejsce za najlepszg prezentacje w sekcji Biologii i Nauk Medycznych.

* autorzy wspot-senioralni

Ibrahim R, Malcher A*, Olszewska M, Stokowy T, Pastuszak K, Srivastava A, Berman A, Ullah N, Khan MJ,
Pombar C, Hvasta-Gloria R, Berman A, Yatsenko AN, Kurpisz M*. Whole genome analysis reveals novel genetic
variants associated with asthenozoospermia in consanguineous families. V Kongres Mtodej Nauki, 17-19.07.
2025, Gdarnisk, Polska

* autorzy wspot-senioralni

Z kolei w ramach drugiego projektu grantowego finansowanego z Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego NdS-11/SP/0288/2024/01 pt. ,Poszukiwanie przyczyn meskiej
nieptodnosci - wysokoprzepustowe badania genomowe populacji polskiej” (pod
kierownictwem dr hab. Marty Olszewskiej, prof. IGC PAN), ktérego rdéwniez jestem
wspoétautorem i gtdwnym wykonawcg, poszukujemy nowych wariantéw genomowych, ale tym
razem Ww grupie pacjentdbw z obnizonymi parametrami nasienia, tj. gtdwnie
asthenozoospermia, teratozoospermia i oligozoospermig. W ramach tego projektu moim
zadaniem jest koordynowanie zadan zwigzanych z sekwencjonowaniem catego genomu, ale
takze promocjg i rozpowszechnianiem wiedzy na temat projektu. Projekt jest w poczatkowej
fazie realizacji i obecnie jesteSmy na etapie kolekcjonowania prébek i przygotowywania ich do
sekwencjonowania catego genomu.
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e PLANY

1. Kontynuacja poszukiwan genetycznych przyczyn NOA

W mojej dalszej karierze naukowej chciatabym kontynuowa¢ badania nad poszukiwaniem
genetycznych przyczyn NOA. W najblizszym czasie skupie sie na analizie danych WGS w celu
identyfikacji wariantéw strukturalnych u pacjentéw z NOA, u ktérych nie ujawniono
przyczynowych wariantéw SNV. To uzupetni wiedze na temat mutacji genetycznych
prowadzacych do azoospermia nieobstrukcyjnej i razem z weczesdniej zidentyfikowanymi
przyczynowymi wariantami SNV postuzg do opracowania unikalnej bazy danych dla pacjentéow
z NOA, a co wiecej beda stanowi¢ biomarkery do stworzenia platformy diagnostycznej dla tych
pacjentéw.

2. Stworzenie nowego diagnostycznego panelu genowego dla pacjentow NOA

Opracowanie nowego diagnostycznego panelu genowego dla pacjentéw z azoospermia
nieobstrukcyjng znaczaco poprawitoby obecng diagnostyke NOA. Dotychczasowe kliniczne
procedury diagnostyczne NOA obejmujg jedynie ocene nasienia, analize hormondéw i badania
cytogenetyczne, ktére mozna rozszerzy¢ tylko o dwa badania genetyczne dostepne na rynku:
mikrodelecji w chromosomie Y (test AZF) i mutacji w genie CFTR (w celu wykluczenia
azoospermii obstrukcyjnej), co nie wystarcza do petnej oceny genetycznych przyczyn
nieptodnosci. Oczekujemy, ze w przysztosci, utworzony panel genowy bedzie mégt wejsé do
rutynowej diagnostyki pacjentéw NOA i by¢ dostepny analogicznie do testow AZF i CFTR, co
Znaczgco rozszerzy obecnie niewystarczajgcy diagnostyke molekularng dla pacjentéw z NOA.
W przypadku, gdzie panel genowy NOA nie wskaze wariantu przyczynowego, zostanie
zastosowane bardziej spersonalizowane podejscie przy pomocy sekwencjonowania catego
genomu w celu identyfikacji nowych, jeszcze nieznanych wariantéw przyczynowych
wywotujgcych NOA. Zidentyfikowane nowe warianty przyczynowe bedg szerzej zbadane przy
pomocy transkryptomiki przestrzennej, ktéra jest obecnie jedng z najbardziej innowacyjnych
metod umozliwiajgcg badanie jednoczesnie profilu ekspresji gendw charakterystyke
morfologiczng tkanki. Otworzy to nowe mozliwosci badania wptywu nowych wariantéw NOA
w indywidualnych tkankach pacjentéw i umozliwi zrozumienie mechanizméw pod wptywem
odkrytych zmian genomicznych, wyjasniajgce etiologie heterogennej choroby, jakg jest
azoospermia nieobstrukcyjna.

Ze wzgledu na ograniczong diagnostyke pacjentéw z azoospermig nieobstrukcyjng, istnieje
silna potrzeba stworzenia takiego diagnostycznego panelu genowego w celu identyfikacji
wariantow przyczynowych w prébkach pacjentéw z NOA. Stworzony panel bedzie pomocny
dla andrologdw, ktérzy na co dzien zmagajg sie z problemem diagnostyki pacjentow z NOA
i bedg mogli na podstawie panelu wskaza¢ genetyczng przyczyne nieptodnosci, a co wiecej
moze utatwié podjecie wiasciwej decyzji klinicznej w zakresie leczenia nieptodnosci.

Obecnie staram sie o pozyskanie finansowania na realizacje tego projekt.
3. Stworzenie nowego modelu in vitro gonady meskiej

Stworzenie nowego modelu in vitro gonady meskiej umozliwi nowe podejscie do badania
azoospermii nieobstrukcyjnej. Spermatogeneza jest dynamicznym i ztozonym procesem
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podziatdéw i roznicowania komodrek, przez co trudno jest stworzy¢ model badawczy
odzwierciedlajgcy ludzka spermatogeneze. Od ponad trzech dekad myszy stanowig podstawe
dla badan zwigzanych z okredleniem genetycznych przyczyn meskiej nieptodnosci. Jednakze,
istniejg liczne ograniczenia modelu mysiego do badania ludzkiej spermatogenezy miedzy
innymi wynikajace z istotnej réznicy w rozwoju pierwotnych komadrek germinalnych. Dlatego
tez, chcielibysmy stworzy¢ model in vitro do badania azoospermii w oparciu o ludzkie
indukowane komorki pluripotentne od pacjentéw z NOA z nowymi wariantami genowymi,
a nastepnie podjac prébe zréznicowania ich w komérki gametogeniczne, co umozliwitoby
badanie wptywu wykrytych wariantdow na proces réznicowania komérkowego. Oczekujemy,
ze w przysztosci stworzony model in vitro nie tylko bedzie przydatny w badaniu funkcji gendw
i wptywu ich zidentyfikowanych wariantdw przyczynowych na proces spermatogenenezy, ale
przede wszystkim bedzie podstawg do stworzenia systemu naprawczego zidentyfikowanych
wariantéw przyczynowych w komadrkach od pacjentéw zmagajacych sie z NOA, majac na celu
leczenie azoospermii w przysztosci.

Obecnie staram sie o pozyskanie finansowania na realizacje tego projekt.

Wyzej wymienione podejscia umozliwig szersze spojrzenie na problem nieptodnosci meskiej.
Z jednej strony umozliwi to stworzenie molekularnej platformy w celu polepszenia diagnostyki
pacjentéw z NOA, a z drugiej strony pozwoli na funkcjonalne badania nowo poznanych
genetycznych wariantéw przyczynowych. Z pewnoscia te strategie poprawityby diagnostyke
NOA oraz pozwolityby zrozumie¢ molekularny mechanizm dziatania badanych wariantéw
genetycznych. Ponadto badania te mogg w przysztosci zaowocowad rozwojem nowych terapii
NOA.

e PODSUMOWANIE WSPOtPRACY NAUKOWE!J

1. University of Pittsburgh, USA, School of Medicine, Department of Obstetrics,
Gynecology and Reproductive Sciences, USA (Prof. dr Alexander N. Yatsenko)

W ramach prowadzonych badan nad identyfikacjg wariantéw przyczynowych w oparciu
o wysokoprzepustowe techniki, prof. Yatsenko zaoferowat swoje eksperckie wsparcie
w selekcji kluczowych gendéw. Zaowocowato to kilkoma znaczgcymi publikacjami,
w ktérych prof. Yatsenko jest wspodtautorem (w ramach przedstawionego cyklu prac P1, P2
i P3). Moje wyniki z sekwencjonowania catego genomu, w ramach prowadzonego przeze mnie
projektu SONATA, rowniez przyczynity sie do opublikowania kilku istotnych artykutow
w ramach prac opublikowanych przez Zespdt prof. Yatsenko, ktérych jestem wspdtautorem,
tj. Qureshis, ..., Malcher A, et al. Front Genet. 2023; Hardy lJ, ..., Malcher A, et al. Hum Genet.
2021; Ullah N, ..., Malcher A, et al. J Assist Reprod Genet. 2025.

2. University of Pittsburgh, Dietrich School of Arts and Sciences, Department of
Biological Sciences, USA (Dr Andrea J. Berman)

Dr Andrea J. Berman byfa zaangazowana w predykcje struktur biatkowych wykrytych
wariantow genetycznych (w genach IGSF1, ZFPM2, VCX3A, TKTL1 i ESX1) w ramach
prowadzonej przeze mnie analizy sekwencjonowania catego genomu u meziczyzn
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z azoospermig nieobstrukcyjng i byfa ujeta jako wspdtautor w ramach przedstawionego cyklu
prac P1 i P2. Obecnie nasza wspoétpraca jest kontynuowana w ramach projektu NCN
2020/37/B/NZ5/00549 pt. ,,Genomika systemowa w poszukiwaniu nowych genéw/wariantow
u spokrewnionych rodzin, w tym u mezczyzn z niepowodzeniami rozrodu”, w ramach ktérego
dr Berman przygotowuje przewidywania strukturalne zidentyfikowanych wariantéw
u pacjentéw z asthenozoospermia.

3. University of Bergen, Norwegia (Dr hab. Tomasz Stokowy)

Wspdtpraca z dr hab. Tomaszem Stokowym trwa od poczatku mojej pracy naukowej,
a wyniki uzyskane w ramach niej byty zaréwno podstawa mojej pracy doktorskiej jak
i osiggniecia habilitacyjnego. Dr. hab. Stokowy poczgtkowo zaangazowany byt w analize
bioinformatyczng wynikdw RNA-seq z tkanki gonadalnej pacjentéw NOA w ramach mojej
pracy doktorskiej i kierowanego przeze mnie projektu PRELUDIUM. Przez ostatnie 10 lat stat
sie Swiatowym ekspertem w dziedzinie genomiki i wywotywaniu rzadkich wariantéw
genetycznych, co byto nieodzowng pomocg w analizie sekwencjonowania catego genomu
i przyczynito sie do powstania 8 wartosciowych publikacji (w tym P1-P5), 20 wystgpien
i 4 projektdw dotyczacych genetycznych przyczyn nieptodnosci meskiej, w szczegdlnosci
azoospermii nieobstrukcyjnej.

4. Max Planck Institute for Molecular Genetics, Department of Developmental
Genetics, Berlin, Niemcy (Dr Hermann Bauer)

Wspdtpraca z dr Bauer rozpoczeta sie w ramach mojego stazu podoktorskiej dotyczgcego “The
CRISPR/Cas9 system based spermatogenesis impairment in vitro modeling of human male
gonad” w Department of Developmental Genetics w Max Planck Institute for Molecular
Genetics w Berlinie. Dr Bauer byt moim opiekunem i wspierat mnie w eksperymentach
dotyczacych projektowania gRNA, klonowania insertéow do wektoréw i przeprowadzania
aktywacji i ‘knouckout” w oparciu o system CRISPR. Jest wspdétautorem prac wchodzgcych
w sktad mojego osiggniecia habilitacyjnego (praca P2 i P3).

5. Ondokuz Mayiz University, Samsun, Turcja (Prof. dr hab. Sezgin Giines)

Wspétpraca z prof. Glines zaowocowata wspdlinym projektem NCN 2020/37/B/NZ5/00549 pt.
»,Genomika systemowa w poszukiwaniu nowych genéw/wariantdéw u spokrewnionych rodzin,
w tym u mezczyzn z niepowodzeniami rozrodu”.

6. Shahid Sadoughi University of Medical Sciences, Yazd, Iran (Prof. Nasrin Ghasemi,
Askari R Ebrahimi, Sara Sadeghzadeh)

W ramach wspétpracy zostaty skolekcjonowane prébki od cztonkéw spokrewnionych rodzin,
w tym mezczyzn nieptodnych do projektu NCN 2020/37/B/NZ5/00549 pt. ,Genomika
systemowa w poszukiwaniu nowych gendéw/wariantow u spokrewnionych rodzin, w tym
U mezczyzn z niepowodzeniami rozrodu”, ktérego jestem wspodtautorem i koordynatorem
zadan badawczych. Prace badawcze nadal trwaja, ale juz na tym etapie wyniki badan byty
zaprezentowane na miedzynarodowej konferencji - 11th Yazd International Congress and
Student Award in Reproductive Medicine with 6th Congress of Reproductive Genetics, przez
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dwie doktorantki z Iranu (Askari R Ebrahimi i Sara Sadeghzadeh) i zostaty nagrodzone
w kategorii ,,Student Award in Reproductive Medicine”.

7. Klinika Pastelowa, Poznan (Prof. dr hab. Piotr Jedrzejczak i dr Anna Berger, wczesniej
do IX 2022 w Pracowni Andrologii, Ginekologiczno-Potozniczego Szpitala Klinicznego
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu)

Od poczatku mojej pracy naukowej wspotpracuje z prof. dr hab. Jedrzejczakiem i dr Berger,
a uzyskane w ramach tej wspodtpracy wyniki zaowocowaty kilkoma cennymi publikacjami
zarowno w ramach mojej pracy doktorskiej (Malcher A, et al. Fertil Steril. 2013; Am J Reprod
Immunol. 2013), jak i osiggniecia habilitacyjnego (P1 - P5).

8. Klinika Leczenia Nieptodnosci ,Novum”, Warszawa (dr Jan K. Wolski)

W ramach wspodtpracy dr Wolski przeprowadzat klasyfikacje pacjentéw z azoospermia
nieobstrukcyjng poddanych terapii hormonalnej, co zaowocowato wspdlng publikacja
wchodzgcg w sktad osiggniecia habilitacyjnego — P4.

9. Ginekologiczno-Potozniczy Szpital Kliniczny im. Heliodora Swiecickiego Uniwersytetu
Medycznego, Poznan (dr hab. Maciej Brazert)

Z poczatkiem roku 2025 rozpoczetam réwniez nowg wspdtprace z dr hab. Brazertem, ktory
w ramach grantu finansowanego z MNiISW w programie Nauka dla Spofeczeristwa
NdS-11/SP/0288/2024/01: ,,Poszukiwanie przyczyn meskiej nieptodnosci - wysokoprzepustowe
badania genomowe populacji polskiej”, klasyfikuje pacjentéw z obnizonymi parametrami
nasienia. Ponadto dzieki wspdtpracy powstata réwniez wspdlna aplikacja grantowa do Agencji
Badan Medycznych dotyczaca terapii pacjentéw z NOA.

10. Katedra Algorytméw i Modelowania Systemdw, Politechnika Gdanska; Katedra
Onkologii Translacyjnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny; Centrum Biostatystyki
i Bioinformatyki, Gdanski Uniwersytet Medyczny, Gdansk (dr inz. Krzysztof
Pastuszek)

W ramach wspodtpracy z dr Pastuszkiem realizujemy bionformatyczng analize genoméw
dotyczacy zadan badawczych projektu NCN 2020/37/B/NZ5/00549 pt. ,,Genomika systemowa
w poszukiwaniu nowych gendéw/wariantéw u spokrewnionych rodzin, w tym u mezczyzn
z niepowodzeniami rozrodu” oraz w ramach grantu finansowanego z MNiSW, NdS-
[1/SP/0288/2024/01: ,Poszukiwanie przyczyn meskiej nieptodnosci - wysokoprzepustowe
badania genomowe populacji polskiej”.

e REALIZACJA PROJEKTOW GRANTOWYCH
Udziat w realizacji 15 projektow grantowych — szczegéfowo opisanych w zatqgczniku nr 4.

¢ Finansowane z Narodowego Centrum Nauki:
1. 2024/53/B/NZ5/02183 (2025-2029) — wykonawca zadan badawczych
2. 2020/37/B/NZ5/00549 (2021-2026) — wspotautor i gtdwny wykonawca/ koordynator

zadan badawczych
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3. 2017/26/D/NZ5/00789 (2018-2023) — kierownik projektu
4. 2017/25/B/NZ5/01231 (2018-2023) — wspdtautor projektu/ koordynator wybranych
zadan
5. 2012/05/N/NZ/00893 (2013-2015) — kierownik projektu
6. 2015/17/B/NZ2/01157 (2016-2019) — wykonawca
7. 2014/13/B/NZ3/04646 (2015-2018) — koordynator zadan badawczych
e Finansowane z Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyiszego:
1. NdSIl/ SP/0288/2024/01 (2024-2027) — wspdtautor projektu i koordynator wybranych
zadan badawczych
2. N N401 097937 (2009-2012) — wykonawca
N40306531/3011 (2006-2009) — wykonawca zadan w ramach wolontariatu
4. PBZ-MEiN-8/2/2006 (K140/P01/2007/1.2.2.3) (2006-2010) — wykonawca zadania
badawczego

w

¢ Finansowane z Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (projekty badawczo-rozwojowe):
1. STRATEGMED1/233624/5/NCBR/2014 EPI CELL (2015-2019) — wykonawca
2. STRATEGMED1/233209/12/NCBR/2015 GRP&ALS (2015-2019) - wykonawca
3. NR13 0066 06 (2009-2013) — wykonawca w ramach doktoratu
4. NR13 0065 06 (2009-2013) — wykonawca

e STAZE NAUKOWE

1. University of Bergen, IT Division, Bergen, Norwegia; staz szkoleniowy ,, Staff mobility
for teaching” w ramach stypendium Erasmus+ (6-10.03.2023)

Podczas stazu szkoleniowego na Uniwersytecie w Bergen przedstawitam cykl wyktadéw (20
godzin) w 5 blokach pt.: ,Whole genome sequencing (WGS) analysis in samples from infertile
men”. W ramach pobytu przeprowadzilismy réwniez konsultacje dotyczace wynikdéw z analizy
sekwencjonowania RNA zaréwno publikacji wchodzgcych w cykl osiggniecia habilitacyjnego
(P3 i P4) jak i dotyczacych wynikéw z projektu dotyczgcego myszy knockout, ktdre stanowity
istotny wktad w opublikowane manuskrypty (ponizej tytuty).

Efektem stazu sq nastepujgce publikacje naukowe:

P3. Malcher A*, Smolibowski M, Stokowy T, Bauer H, Patyk A, Jedrzejczak A, Kostyk J, Graczyk
Z, Ibrahim R, Bednarek-Rajewska K, Berger A, Yatsenko AN, Kurpisz M*. TKTL1: a new
candidate gene in non-obstructive azoospermia. Reproductive BioMedicine Online Reprod
Biomed Online. 2025 Mar 4;51(3):104895. Erratum in Reprod Biomed Online. 2025 Aug
8:105185.

P4. Malcher A*, Kamieniczna M, Rozwadowska N, Stokowy T, Berger A, Jedrzejczak P, Wolski
JK, Kurpisz M*. HLA-DQBI1 as a potential prognostic biomarker of hormonal therapy in patients
with non-obstructive azoospermia. Reproductive Biology 2024,24(4):100949.

Olszewska M, Malcher A, Stokowy T, Pollock N, Berman AJ, Budkiewicz S, Kamieniczna M,
Jackowiak H, Suszynska-Zajczyk J, Jedrzejczak P, Yatsenko AN, Kurpisz M. Effects of Tctel
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knockout on energy chain transportation and spermatogenesis: implications for male
infertility. Hum Reprod Open. 2024 Apr 4,2024(2):hoae020.

2. Ondokuz Mayiz University Samsun, Turcja; staz szkoleniowy ,Staff mobility for
teaching” w ramach stypendium Erasmus+ (27.09-01.10.2021)

Podczas stazu szkoleniowego na Ondokuz Mayiz University Samsun przedstawitam cykl
wyktadéw (20 godzin) w 5 blokach pt.: , Karyotyping and Y-chromosome microdeletion tests”.
W ramach pobytu przeprowadzilismy réwniez konsultacje dotyczgce gromadzenia prébek od
cztonkéw rodzin spokrewnionych zmagajacych sie z nieptodnoscia, a takze opracowalismy
zadania dotyczgce molekularnych eksperymentéw w ramach wspdlnego projektu.

Efektem stazu jest powstanie planu badawczego w ramach wspdlnego projektu naukowy
OPUS NCN 2020/37/B/NZ5/00549: ,Genomika systemowa w poszukiwaniu nowych
genow/wariantow u spokrewnionych rodzin, w tym u mezczyzn z niepowodzeniami rozrodu”
pod kierownictwem prof. dr hab. Macieja Kurpisza (2021-2026).

3. Max Planck Institute for Molecular Genetics, Department of Developmental Genetics
at the Max Planck Institute for Molecular Genetics, Berlin, Niemcy (02.09-
13.12.2019)

Podczas stazu naukowego w Max Planck Institute for Molecular Genetics zapoznatam sie
z metodg CRISPR/Cas; w szczegdlnosci bytam odpowiedzialna za projektowanie sekwencji
gRNA dla podejsé typu CRISPR aktywacja i CRISPR ‘knockout’, klonowatam sekwencje gRNA do
wektoréw i potwierdzatam obecnos$é insertdow. Przeprowadzitam transfekcje komoérek,
selekcje, pikowanie klondw, dokonywatam analizy ekspresji gendéw, genotypowatam komarki
z usunietym fragmentem genu. Skutecznie zaktywowatam geny TKTL1 i ESX1 w komérkach
TCam-2 (CRISPR aktywacja) oraz efektywnie usunetam gen TEX13A (CRISPR ‘knockout’).

Efektem stazu sq dwie wspdlne publikacje naukowe wchodzqgce w sktad cyklu osiggniecia
habilitacyjnego (P2 i P3). Na podstawie wiedzy i umiejetnosci zdobytych podczas stazu
naukowego udafo mi sie stworzy¢ w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN nowy warsztat
naukowy dotyczqcy aktywacji gendw z wykorzystaniem systemu CRISPR.

4. Centrum Onkologii - Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, Gliwice, Polska (24-
28.10.2011)

Staz naukowy w Centrum Onkologii dotyczyt przygotowania probek i analizy catego
transkryptomu za pomocg mikromacierzy ekspresyjnych. Wiedza uzyskana podczas stazu
zapoczatkowata badania nad poszukiwaniem biomarkeréw diagnostycznych NOA w oparciu
o badania globalnej ekspresji gendw w ramach mojej pracy doktorskiej.

Efektem stazu sq dwie wspdlne publikacje naukowe w oparciu o wyniki uzyskane w ramach
badarn wykonanych w ramach mojej pracy doktorskiej:

- Malcher A, Rozwadowska N, Stokowy T, Kolanowski T, Jedrzejczak P, Zietkowiak W, Kurpisz
M. Potential biomarkers of nonobstructive azoospermia identified in microarray gene
expression analysis. Fertil Steril. 2013 Dec;100(6):1686-94.e1-7.
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- Malcher A, Rozwadowska N, Stokowy T, Jedrzejczak P, Zietkowiak W, Kurpisz M. The gene
expression analysis of paracrine/autocrine factors in patients with spermatogenetic failure
compared with normal spermatogenesis. Am J Reprod Immunol. 2013 Dec;70(6):522-8.

W Zatqczniku nr 8 przedstawiono certyfikaty potwierdzajgce odbycie stazy naukowych.

e WYKLADY | DONIESIENIA ZJIAZDOWE NA KONFERENCIACH KRAJOWYCH
| ZAGRANICZNYCH

tacznie jestem autorka/wspotautorkg 86 doniesien zjazdowych, z czego w 19 bytam autorka
pierwszg i/lub senioralng. Wyniki swojej pracy naukowej prezentowatam na wielu
konferencjach krajowych i zagranicznych. Miatam okazje uczestniczy¢ wielokrotnie
w prestizowych konferencjach miedzynarodowych dotyczgcych tematyki rozrodu (Congress of
the International Network for Young Researchers in Male Fertility, European Testis Workshop,
European Congress of Andrology). Wyniki miatam réwniez okazje prezentowac na znaczgcych
krajowych konferencjach, m.in. Polskiego Kongresu Genetyki, Zjezdzie Towarzystwa Biologii
Rozrodu oraz Konferencji Polskiego Towarzystwa Andrologicznego.

Szczegotowy opis wszystkich osiggnieé naukowych znajduje sie w Zataczniku nr 4

VI. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych
nauke lub sztuke.

Osiggniecia organizacyjne

e Kierownik projektow grantowych:

1. SONATA NCN 2017/26/D/NZ5/00789: ,Nowe warianty genetyczne powodujgce
azoospermie: analiza catego genomu i funkcjonolne badania in vitro” (2018-2023)

2. PRELUDIUM NCN 2012/05/N/NZ5/00893: ,Poszukiwanie nowych gendw
zaangazowanych w proces spermatogenezy i nieptodno$é meska” (2013-2016)

e Wspotautor grantu i koordynator zadan badawczych:

1. Nauka dla Spoteczenistwa Il NdS-11/SP/0288/2024/01: ,,Poszukiwanie przyczyn meskiej
nieptodnosci - wysokoprzepustowe badania genomowe populacji polskiej” pod
kierownictwem dr hab. Marty Olszewskiej, prof. IGC PAN (2024-2027)

2. OPUS NCN 2020/37/B/NZ5/00549: , Genomika systemowa w poszukiwaniu nowych
gendw/wariantow u spokrewnionych rodzin, w tym u mezczyzn z niepowodzeniami
rozrodu” pod kierownictwem prof. dr hab. Macieja Kurpisza (2021-2026)

3. OPUS NCN 2017/25/B/NZ5/01231: ,Modelowanie spermatogenezy cztowieka dla
potrzeb badania, diagnozy i terapii meskiej nieptodnosci” pod kierownictwem dr hab.
Natalii Rozwadowskiej, prof. IGC PAN (2018-2023)
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e Koordynator zadan badawczych:
1. OPUS NCN 2014/13/B/NZ3/04646 ,Badania nad cytoprotekcyjng rolg antyoksydantéw
wobec ludzkiej komérki miesniowej rezerwuaru tkankowego (mioblast) w warunkach

in vitro i in situ” pod kierownictwem prof. dr hab. Macieja Kurpisza (2015-2018)

e Cztonek komitetédw organizacyjnych:

1. Polsko-Ukrainskie = Sympozjum  Naukowe ,Immunologiczne i genetyczne
uwarunkowania niepftodnosci i choréb o podtozu autoimmunologicznym”.
Jubileuszowe sympozjum naukowe podsumowujgce 25 lat wspodtpracy naukowej
pomiedzy Instytutem Genetyki Cztowieka PAN i Lwowskim Narodowym

Uniwersytetem Medycznym im. Danytfa Halickiego 22-24 maja 2025, Poznan — cztonek
komitetu naukowego i organizacyjnego

2. Trzecia Poznanska TBR-6wka pt. ,Genetyczne i niegenetyczne uwarunkowania ruchu
plemnikéw”. Mini-sympozjum potgczone z warsztatami praktycznymi dotyczgcymi
testdw wspomagajgcych ocene przyczyn obnizonych parametréow ruchu plemnikdw,
24 lutego 2025, Poznan — cztonek komitetu naukowego i organizacyjnego

3. Druga edycja spotkania integracyjnego dla mtodych pracownikéw naukowych IGC PAN
pt. ,R1&R2 meet and greet”, 22 maja 2024, Poznan — przewodniczgca komitetu
organizacyjnego

4. Druga Poznanska TBR-6wka pt. ,Genomika meskiej nieptodnosci i morfologia
plemnikéw”. Mini-sympozjum potgczone z warsztatami praktycznymi dotyczgcymi
automatycznej analizy nasienia (CASA) — aspekty techniczne analizy réznych gatunkow
ssakéw, 20 maja 2024, Poznan — cztonek komitetu naukowego i organizacyjnego

5. Pierwsza edycja spotkania integracyjnego dla mtodych pracownikéw naukowych IGC
PAN pt. ,,R1&R2 meet and greet”, 11.10.2023, Poznan — przewodniczgca komitetu
organizacyjnego

6. Pierwsza Poznanska TBR-6wka pt. ,Model myszy w badaniach nieptodnosci meskiej”.
Mini-sympozjum potgczone z warsztatami praktycznymi dotyczgcymi analizy nasienia

u myszy, 20 marca 2023, Poznan — cztonek komitetu naukowego i organizacyjnego

7. IX Zjazd Towarzystwa Biologii Rozrodu (TBR), 2-4 wrzes$nia 2021, Poznan - cztonek
komitetu organizacyjnego
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Osiggniecia dydaktyczne

e Promotor pomocniczy prac doktorskich

1. mgr Rim lbrahim — w trakcie realizacji (Rozpoczecie ksztatcenia w PSD IGC PAN:
01.10.2021)

Tytut: ,Systematic genomic search for novel genes/variants in consanguineous families
including males with reproductive failure”

2. dr Magdalena Nowaczyk — stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne uzyskany z wyrdéznieniem; nadany decyzjg Rady
Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk dnia 25 marca 2024

Tytut: , Cytoprotekcyjna rola antyoksydantow (SOD3 i PBN) wobec ludzkiej komdrki miesniowej
rezerwuaru tkankowego”

e Promotor prac magisterskich

1. Wiktoria Mackowiak — w trakcie realizacji

Tytut: ,Globalna analiza wariantéw przyczynowych i ekspresji gendw u nieptodnych mezczyzn
z zaburzeniami spermatogenezy”. Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; Wydziat Rolnictwa,
Ogrodnictwa i Biotechnologii; Kierunek: Biotechnologia, Poznan

2. Emilia Karauda — w trakcie realizacji

Tytut: ,Analiza wariantéw strukturalnych u nieptodnych mezczyzn z zaburzeniami
spermatogenezy”. Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; Wydziat Rolnictwa, Ogrodnictwa
i Biotechnologii; Kierunek: Biotechnologia, Poznan

3. Wojciech Wtoszek — w trakcie realizacji

Tytut: ,, Funkcja genu Fam71f1 w ptodnosci meskiej - badania na mysim modelu knockout”.
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; Wydziat Rolnictwa, Ogrodnictwa i Biotechnologii;
Kierunek: Biotechnologia, Poznan

4. Alicja Patyk

Praca pt. ,ldentyfikacja i walidacja puli gendéw przeanalizowanych za pomoca
sekwencjonowania RNA w komodrkach gametogenicznych z aktywowanym genem TKTL1”.
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; Wydziat Rolnictwa, Ogrodnictwa i Bioinzynierii;
Kierunek: Biotechnologia, Poznan 2022.

Realizacja pracy magisterskiej w ramach kierowanego przeze mnie grantu SONATA NCN
2017/26/D/NZ5/00789.

5. Mikotaj Smolibowski
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Praca pt. ,,Optymalizacja oraz weryfikacja aktywacji genu TKTL1 za pomoca technologii CRISPR
w ludzkich komérkach pochodzacych z gonady meskiej”. Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu; Wydziat Medyczny; Kierunek: Biotechnologia medyczna,
Poznan 2021.

Realizacja pracy magisterskiej w ramach kierowanego przeze mnie grantu SONATA NCN
2017/26/D/NZ5/00789.

e Promotor prac licencjackich/inZynierskich

1. Sebastian Pecherz

Praca pt. , Charakterystyka molekularna indukowanych pluripotentnych komadrek uzyskanych
z ludzkich pierwotnych komérek pochodzgcych z gonady meskiej”. Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu; Wydziat Biologii; kierunek: Biotechnologia, Poznan 2021.

Realizacja pracy licencjackiej w ramach kierowanego przeze mnie grantu SONATA NCN
2017/26/D/NZ5/00789.

2. Jagoda Kostyk

Praca pt. ,Charakterystyka molekularna ludzkich komérek pochodzacych z gonady meskiej”.
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii; kierunek:
Biotechnologia, Poznan 2020.

Realizacja pracy licencjackiej w ramach kierowanego przeze mnie grantu SONATA NCN
2017/26/D/NZ5/00789.

e Opiekun naukowy prac magisterskich i licencjackich/inzynierskich

1. Zuzanna Graczyk: , Optymalizacja oraz weryfikacja aktywacji genu ESX1 za pomocg
technologii CRISPR w ludzkich komérkach pochodzacych z gonady meskiej” pod
kierownictwem prof. dr hab. Macieja Kurpisza. Uniwersytet Medyczny im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu; Wydziat Medyczny; Kierunek: Biotechnologia medyczna,
Poznan 2021.

Realizacja pracy magisterskiej w ramach kierowanego przeze mnie grantu SONATA NCN
2017/26/D/NZ5/00789.

2. Oliwia Kordyl: ,Ekspresja genu Fam71f1 w mysim modelu typu ,knockout”
spermatogenezy meskiej” pod kierownictwem prof. dr hab. Macieja Kurpisza. Uniwersytet im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydziat Biologii; kierunek: Biotechnologia, Poznan 2021

3. Aleksandra Apolinarek: , Ekspresja genu Efcab6 w mysim modelu typu ,knockout”
spermatogenezy meskiej” pod kierownictwem prof. dr hab. Macieja Kurpisza. Uniwersytet
Przyrodniczy w Poznaniu; Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii; kierunek: Biotechnologia, Poznan
2019
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4. Andromeda Flisiak: ,,Badanie poziomu ekspresji genu Tex13b w mysim modelu typu
»knockout” spermatogenezy meskiej” pod kierownictwem prof. dr hab. Macieja Kurpisza.
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii; kierunek:
Biotechnologia, Poznan 2019

5. Sylwia Budkiewicz: ,Ekspresja genu Tctel w mysim modelu typu ,knockout”
spermatogenezy meskiej” pod kierownictwem prof. dr hab. Macieja Kurpisza. Uniwersytet
Przyrodniczy w Poznaniu; Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii; kierunek: Biotechnologia, Poznan
2019

6. Soroosh Monem: ,Sequence analysis of androgen receptor gene (AR) in patients with
androgen insensitivity syndrome (AIS)” pod kierownictwem prof. dr hab. Macieja Kurpisza.
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu; Wydziat Biologii; kierunek: Biotechnologia
(w jezyku angielskim), Poznan 2015

e Opiekun naukowy praktykantéw/stazystow
Donald Bajia, UM Poznan, 7.07.2022-30.06.2023
Nicole Napierata, UP Poznan,13.11-31.12.2023
Maria Nowak, UAM Poznan, 04.09- 30.09.2023
Gabriela Maciaszek, UAM Poznan, 04.09- 30.09.2023
Dominika Btaszczyk, UAM Poznani, 31.01 - 04.09.2022
Adrianna Bilinska, UP Poznan, 8.06-5.08.2022
Aleksandra Perkowska, UP Poznan, 20.09- 15.10.2021
Julia Szczes$niak, UP Poznan, 5.07-30.07.2021
Emilia Malinowska, UM Poznan, 21.06 - 31.12.2021

. Zuzanna Stefaniak, UM Poznan, 17.02-31.12.2020

. Mikotaj Smolibowski, UM Poznan, 01.01 —12.2020

. Sebastian Pecherz, UAM Poznan, 25.09 - 23.10.2020

. Alicja Wysocka, UP Poznan, 6.07-11.09.2020

. Jagoda Kostyk, staz UE, UP Poznan, 18.03-24.05.2019

. Mikotaj Smolibowski, UM Poznan, 14.03-15.04.2019

. Kralska Agnieszka, UAM Poznan, 01.07-31.12.2018

. Dyzert Marta, UP, Poznan, 15.07-22.09.2019

. Kujawski Maciej, UP Poznan, 18.03-18.04.2019

. Bilnicka Aneta, staz UE, UJ Poznan, 30.08-30.11.2017
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Dziatalnos¢ popularyzacyjno-naukowa:

1. Malcher A. Warsztaty | wyktad dla Szkoty Podstawowej DaVinci ,DNA, komodrka
i komérki nowotworowe” w ramach dziatalnosci Gen-i-juz, 19.09.2025

2. Artykut popularyzacyjno-naukowy pt. ,, Co z pacjentami z brakiem plemnikdéw
w ejakulacie?” opublikowany na portalu www.badanie-nasienia.pl, 2025

3. Krotki film promocyjny dla pacjentow, przygotowany w ramach programu Nauka dla
Spoteczenstwa, publikowany w mediach spofecznosciowych, dotyczgcy znaczenia
badan genetycznych w diagnostyce nieptodnosci meskiej, 2025
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Wywiad dla telewizji TVP World w ramach programu ,Decoding Life: Poland’s
Breakthroughs in Genetics. Poland Innovation Hub”, 2025

Krotki film promocyjny na temat nowoczesnych technologii i genu ESX1 w azoospermii
nieobstrukcyjnej, przygotowany do publikacji w mediach spotecznosciowych, 2024
Krotki film promocyjny prezentujacy badania realizowane w ramach grantu pt.
»,Poszukiwanie przyczyn meskiej nieptodnosci - wysokoprzepustowe badania
genomowe populacji polskiej” finansowanego przez MNiSW w programie Nauka dla
Spoteczenstwa, 2024

Malcher A. Warsztaty i wyktad dla Szkoty Podstawowej DaVinci ,Komorki i DNA czyli
po nitce do ktebka” w ramach dziatalnosci Gen-i-juz, 13.05.2022

Malcher A. Warsztaty i wyktad dla przedszkolakéw ,,DNA- czgsteczka zycia” w ramach
dziatalnosci Gen-i-juz, 8.04.2019

INNE ISTOTNE INFORMACIJE DOTYCZACE KARIERY ZAWODOWE)J

Funkcje naukowe:

od 2025 Cztonek Rady Programowej w dyscyplinie nauki medyczne Instytutu

Genetyki Cztowieka PAN

od 2024 Inspektor ds. bezpieczenstwa GMO i GMM w IGC PAN

Cztonek grupy roboczej ds. Europejskiej Karty Naukowca i Kodeksu
Postepowania przy Rekrutacji Naukowcow (HR Excellence in Research)

Cztonek grupy roboczej ds. poprawy procedur w IGC PAN
Cztonek zespotu ekspertéw NCBIR
Ekspert w Europejskim Centrum Badan Jakosci

Cztonek zespotu ekspertow FNP FENG

od 2023 Przewodniczaca Rady Mtodych Pracownikéw Naukowcéw Instytutu

Genetyki Cztowieka PAN

2019 - 2022 Zastepca przewodniczgcego Rady Mtodych Pracownikéw Naukowcéw
Instytutu Genetyki Cztowieka PAN
2018-2023 Cztonek zespotu ekspertéw FNP

Nagrody i wyrdznienia:

2024

Nagroda Towarzystwa Biologii Rozrodu za najlepszg publikacje
opublikowang w roku 2023: ,Gen ESX1 jako potencjalny kandydat
odpowiedzialny za nieptodnos¢ meska w nieobturacyjnej azoospermii”
— praca P2 w cyklu.
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Wyrdznienie ,, Top Downloaded Article” przyznanie przez wydawnictwo
Wiley za publikacje: ,Whole-genome sequencing identifies new
candidate genes for nonobstructive azoospermia” — praca P1 w cyklu.

Stypendium EMBO na realizacje projektu , The CRISPR/Cas9 system
based spermatogenesis impairment in vitro modeling of human male
gonad” w Department of Developmental Genetics at the Max Planck
Institute for Molecular Genetics in Berlin.

Nominacja do Polskiej Nagrody Inteligentnego Rozwoju 2019
w kategorii Naukowiec przysztosci za projekt: ,Nowe przyczynowe
warianty genetyczne w azoospermii: analiza catogenomowa
i funkcjonalne badania in vitro”.

Nagroda Polskiej Akademii Nauk za najlepszg publikacje w 2013 r:
,Potential biomarkers of nonobstructive azoospermia identified in
microarray gene expression analysis”.

Nagroda Instytutu Genetyki Cztowieka PAN na podstawie wyrdznionej
pracy doktorskie;j.

Nagroda Ztota Helisa za plakat: ,,Potencjalne biomarkery diagnostyczne
i prognostyczne u pacjentdow z azoospermig nieobstrukcyjng
zidentyfikowane za pomocg analizy profilu ekspresji genéw” — IV Polski
Kongres Genetyki, Poznan.

Stypendysta projektu ,Wsparcie stypendialne dla doktorantéw
ksztatcgcych sie na kierunkach uznanych za strategiczne dla rozwoju
Wielkopolski”, Program Operacyjny Kapitat Ludzki, wspotfinansowany
przez Unie Europejskg w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.

Nagrody Dyrektora IHG PAN za 7 publikacji o wysokim wspdtczynniku
wptywu.

Zatgcznik nr 8 zawiera certyfikaty potwierdzajgce przyznane nagrody.

Aktywnos¢ recenzencka:

Bytam recenzentkg 17 manuskryptéw w czasopismach miedzynarodowych:

Scientific Reports — 3 manuskrypty w 2017, 2021, 2024

Balkan Journal of Medical Genetics — 1 manuskrypt w 2020

International Journal of Molecular Sciences — 3 manuskrypty w 2020, 2021
Clinica Chimica Acta — 1 manuskrypt w 2022

Systems Biology in reproductive Medicine — 1 manuskrypt w 2022

Cells — 1 manuskrypt w 2022

Journal of Applied Genetics — 1 manuskrypt w 2023

Andrologia — 2 manuskrypty 2024
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Molecular Genetics & Genomic Medicine — 1 manuskrypt w 2024
Biomarkers in Medicine — 1 manuskrypt w 2024
BCM Genomics — 2 manuskrypty w 2024

Cztonkostwo w organizacjach naukowych:

od 2022 Cztonek miedzynarodowej organizacji ANDRONET COST (CA20119)

od 2016 Cztonek Towarzystwa Biologii Rozrodu (TBR)

od 2014 Cztonek Polskiego Towarzystwa Andrologicznego (PTA)

2018 - 2021 Skarbnik Poznaniskiego Oddziatu Towarzystwa Biologii Rozrodu (TBR)

2011 -2013 Cztonek International Network for Young Researchers in Male Fertility
(INYRMF)

Kursy, szkolenia, warsztaty:

2024 Przepisy prawa i informacje praktyczne dla wnioskodawcéw
i uzytkownikéw GMM i GMO

2019 Szkolenie ,Wprowadzenie do przetwarzania i analizy danych NGS”
w |deas4biology w Poznaniu

2018 Wymagania higieniczne i standardy pracy w pomieszczeniach czystych
zgodnie z nowymi normami PN-EN I1SO 14644-1:2016-03 i PN-EN ISO
14644-2:2016-03 oraz GMP

2010 Szkolenie z  zakresu  przygotowanie probek do  badan
mikromacierzowych- Affymetrix w Zakfadzie Medycyny Nuklearnej
i Endokrynologii Onkologicznej w Instytutucie Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie w Gliwicach

2010 Kurs z zakresu mikromacierzy ekspresyjnych - projektowanie
eksperymentdow i analiza danych w Cemed Centrum w Warszawie

Seminaria naukowe:

1. Malcher A. Molecular characteristic of patients with complete androgen insensitivity
syndrome (CAIS). Seminarium IGC PAN, 22.11.2016, Poznan, Polska

2. Malcher A. Potential diagnostic and prognostic biomarkers in patients with non-obstructive
azoospermia. Seminarium IGC PAN, 4.06.2019, Poznan, Polska

3. Malcher A. Genetic variants identified in the whole genome sequencing of 39 non-
obstructive azoospermia cases. Seminarium IGC PAN, 15.06.2021, Poznan, Polska

4. Malcher A. ESX1 as a new candidate gene for non-obstructive azoospermia. Seminarium
IGC PAN, 26.03.2024, Poznan, Polska
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Przerwy w pracy naukowej:
Urlop macierzyniski - 18.04.2014 - 16.02.2015 r. (315 dni)
VIll. SKROCONY OPIS DOROBKU NAUKOWEGO
Dane bibliometryczne (z dnia 2025-10-03)

Sumaryczny Impact Factor: 151,45 ; Sumaryczna liczba MNiSW: 2730; indeks Hirscha: 14;
liczba cytowan (wg Scopus): 706 (641 bez autocytowan)

Jestem autorka/wspétautorka tagcznie 46 prac naukowych:

1 monografii
2 rozdziatéw w monografiach naukowych
43 artykutéw naukowych, w tym:
42 w czasopismach z listy JCR
37 prac oryginalnych
4 prac pogladowych
1 list do reakgji
1 artykut redakcyjne
9 prac z pierwszym autorstwem
9 prac z drugim autorstwem
1 prace jako autor korespondujgcy
6 prace jako autor wspoét-korespondujgcy
1 praca jako autor wspot-senioralny

W 9 pracach jestem pierwszym autorem, w 7 jestem autorem korespondujgcym/wspot-
korespondujgcym i w 1 pracy jestem autorem wspotsenioralnym.

Sprawowatam/uje opieke nad studentami:

- Promotor pomocniczy 2 rozpraw doktorskich — 1 ukonczona i 1 w trakcie

- Promotor 5 studentow studiow magisterskich — 2 ukoficzonych i 3 w trakcie
- Promotor 2 studentow studiow licencjackich — ukoriczonych

- Opiekun naukowy 6 studentow prac dyplomowych — ukonczonych

- Opiekun naukowy 19 praktykantéw/stazystéw — ukornczonych

Udziat w projektach (zakoniczonych i trwajacych):

- Kierownik 2 projektéw NCN: PRELUDIUM i SONATA

- Koordynator naukowy 1 projektu NCN OPUS

- Wspoétautor 3 projektéw i koordynator zadan badawczych: 2 NCN OPUS i 1 MNiSW
- Wykonawca w 9 projektach: 2 NCN OPUS, 4 NCBiR, 3 MNiSW

Pobyty badawcze w kraju i za granica

- Dwa staze szkoleniowe obejmujace 2 serie wyktadow w ramach programu Erasmus+
(University of Bergen, IT Division, Bergen, Norwegia, 2023; Ondokuz Mayiz University
Samsun, Turcja - 2021)
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- Staz naukowy w ramach stypendium EMBO (Max Planck Inst. for Molecular Genetics,

Berlin, Niemcy 2019)

- Staz naukowy z analizy mikromacierzy catego transkryptomu (Centrum Onkologii -Instytut

im. Marii Sktodowskiej-Curie, Gliwice, Polska, 2011)

Udziat w konferencjach naukowych:

- Wygtoszenie 86 prezentacji na konferencjach naukowych, w tym:
- 12 na zaproszenie
- w tym pierwszoautorskie lub senioralne: 24
- wspotautor 50 prezentacji na konferencjach naukowych

Dziatalnos¢ naukowo-popularyzatorska:

- Organizacja 2 spotkan integracyjnych mtodych naukowcow IHG

- Organizator i wyktadowca 3 minisympozjum Poznanskiego TBR-owki

- Organizator 2 konferencji: SKEPTK i TBR

- 3 warsztaty i wyktady dla dzieci w ramach akgcji ,,Gen-i-juz”

- 1 artykut popularnonaukowy

- 4 kampanie promujgce wyniki

Szczegotowy opis wszystkich osiggnie¢ naukowych znajduje sie w Zatgczniku nr 4

Signed by /
Podpisano przez:

Agnieszka Malcher

Date / Data: 2025-
10-30 14:22
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