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Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani Urszuli Cwaliny
pt. Analiza wpltywu czynnikdw morfokinetycznych na potencijat
rozwojowy zarodkdw, ze szczegolnym uwzglednieniem

zjawiska Direct Unequal Cleavages

Nieplodnoéé jest uznana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia za chorobe
spoteczng. W zalezno$ci od przyczyn moze byé leczona réznymi metodami.
Sposréd nich najbardziej popularne sg metody medycznie wspomaganej prokreacii.
Wedtug ostatnich danych liczba procedur wzrasta rok do roku o ponad 10% a obecnie
w Europie wykonuje sie ponad 1 milion préb pozaustrojowego zaptodnienia rocznie.
Od 1978 roku na Swiecie urodzito sig dzieki tej metodzie ponad 8 milionéw dzieci
a w 2010 roku za opracowanie leczenia nieptodnosci metodg invitro Robert Edwards
otrzymat nagrode Nobla.

Przez ponad 40 lat procedura pozaustrojowego zaptodnienia przyczynita sie
réwniez do lepszego poznania fizjologii zaptodnienia oraz wczesnych etapéw rozwoju
zarodkéw. Jednoznacznie wykazano, ze zarodki rdznig sie od siebie potencjatem
rozwojowym. Konsekwencjg tego sg réznice w szansach na cigze, ryzyku straty cigzy
oraz szansach na urodzenie zdrowego dziecka. W zwigzku z tym nadal poszukiwane
sg metody, ktére w spos6b najmniej inwazyjny moga przyczyni¢ si¢ do wyboru
prawidiowego zarodka. Ma to na celu zwigkszenie szansy na cigz¢ a dzigki temu



skrécenie czasu i kosztéw leczenia oraz co najwazniejsze zminimalizowania stresu
i ryzyka powiktan u pacjentow.

Od lat do tego celu wykorzystuje sie m. in. tradycyjng mikroskopowg ocene
morfologii zarodka, przedimplantacyjne testowanie zarodkéw. Podjeto réwniez préby
zastosowania genomiki, proteomiki i metabolomiki. Niestety Zadna z tych metod nie
jest w stanie okresli¢ w 100% ktéry zarodek moze przynie$é¢ upragniony sukces
w postaci narodzin dziecka. Prowadzi to czesto do niepotrzebnych transferéow
zarodkoéw lub mrozenia i przechowywania zarodkéw, ktére w przysziosci nie dadzg
gwarangcji sukcesu.

Tym bardziej interesujacy jest temat dysertacii, ktéra zostata mi przedstawiona
do oceny przez Wysoka Rade Wydziatu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku.

Praca sktada sie ze 158 stron i zostata podzielona na 11 rozdziatéw zgodnie
z przyjetymi zasadami. Na poczatku doktorantka zamiescita czytelny spis tresci.
Praca kolejno zawiera: wstep, cel pracy, materiat i metodyke, wyniki, dyskusje,
whnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, piSmiennictwo oraz spisy tabel
i rycin.

Wstep

We wstepie przedstawiono szczegdlowo problemy, ktére sg przyczyng
nieprawidiowego rozwoju zarodka ludzkiego. W zwigzku z tym, ze potencjat rozwojowy
zarodka jest zwigzany z jako$cig zaréwno zerskich jak i meskich komérek rozrodczych
doktorantka opisata proces spermato i oogenezy. W kolejnym punkcie opisane zostaty
kolejno proces zaptodnienia, bruzdkowania, kompaktacji i tworzenia blastocysty.
Nalezy zaznaczy¢, ze opisany proces zaptodnienia trwa od kilku do kilkunastu godzin
a nie jak opisata doktorantka okolo 5-7 dni i nie zachodzi w jajowodzie i macicy tylko

w samym jajowodzie.

W dalszej cze$ci wstepu opisano proces implantacji oraz zasady oceny
potencjatu rozwojowego zarodka podczas leczenia nieptodnosci metoda
pozaustrojowego zaptodnienia. Przedstawiono tradycyjny spos6b oceny rozwoju
zarodka, inwazyjne metody testowania genetycznego zarodkéw oraz coraz bardziej
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popularng metode ,poklatkowg” tzw. time lapse. Doktorantka stusznie zwrécita uwage
na to, ze metoda time lapse cechuje si¢ najmniejsza z po$rod dostepnych metod
inwazyjnoscig dla zarodkéw. Dodatkowo ta metoda umozliwia bardzo dobrg
dokumentacje rozwoju zarodka oraz pdzniejsze analizy podziatu blastomeréw.
Informacje te mogg byé przydatne zaréwno w badaniach naukowych jak i w codziennej
praktyce klinicznej.

Nastepnie Pani Urszula Cwalina opisuje epidemiologie i etiologie nieptodnosci
oraz zasady leczenia zgodnie z medycyng opartg o dowody naukowe. Osobny punkt
wstepu jest przeznaczony na opis morfokinetyki zarodka a w szczegélnosci na
zjawisko nagtego podziatu blastomeru zarodka na kilka blastomeréw potomnych -
zjawisko DUC, ang. Direct Unequal Cleavages.

Cel pracy

Doktorantka zatozyla w swojej pracy cele o bardzo waznym znaczeniu nie tylko
naukowym ale réwniez praktycznym. Przeprowadzone badania mialy odpowiedzieé¢
na pytania czy szczegétowa ocena morfokinetyki zarodka moze by¢ przydatna przy
wyborze do transferu zarodka o najwyzszym potencjale rozwojowym. OdpowiedzZ na
to pytanie Pani Urszula Cwalina postanowita zrealizowa¢ poprzez nizej wymienione
odpowiednio sformutowane cele:

1) Ocena wplywu czynnikbw morfokinetycznych na fakt rozwoju zarodka
do stadium blastocysty.

2) Ocena wplywu czynnikow morfokinetycznych na fakt stwierdzenia cigzy
biochemiczne;j i klinicznej.

3) Ocena czesto$ci wystepowania zjawiska DUC oraz scharakteryzowanie
przypadkéw, w ktérych DUC wystepuje.

4) Poréwnanie przypadkéw, w ktérych wystepuje DUC z przypadkami, w ktorych
DUC nie wystepuje.

5) Wskazanie i opisanie zalezno$ci pomiedzy czynnikami morfokinetycznymi,
wystepowaniem zjawiska DUC oraz potencjatem rozwojowym zarodkéw.



Materiat i metody

Retrospektywnym badaniem objeto duzg liczbe danych bo az 4030 przypadkéw
w ktérych doszio do zaptodnienia zgromadzonych w Centrum Leczenia Nieptodnosci
Kriobank w Biatymstoku w latach 2012-2017. Na prowadzenie badan uzyskano zgode
Komisji Bioetyczne;.

Doktorantka szczegétowo opisuje dobrze dobrang pod wzgledem klinicznym
i statystycznym metode badawcza. Zamieszczenie w tym rozdziale tabel i rycin
przedstawiajacych parametry morfokinetyczne oraz schematu podziatu blastomeréw
w czasie jest cennym dodatkiem, ktéry moze utatwiaé analize tekstu.

Opisujac metodologie wykrywania przypadkéw DUC Pani Urszula Cwalina stusznie
zwrécita uwage na pewne ograniczenia metodologiczne  wynikajace
ze skomplikowanej oceny zjawiska DUC.

Wyniki

Wyniki zostaty opisane w 4 podrozdziatach i 12 punktach. Dodatkowo zostaty
czytelnie przedstawione w postaci duzej liczby 76 rycin i 40 tabel. W pierwszym
podrozdziale opisano analizowane grupy. W spos6b wystarczajacy zostat uzasadniony
powdd dla ktérego zastosowano dwa sposoby klasyfikacji wystepowania zjawiska
DUC.

Nastepnie kolejno opisano wyniki analizy:
- potencjatu rozwojowego zarodkdéw do stadium blastocysty,
- potencjatu rozwojowego zarodkéw ktére zostaly przeniesione do macicy,

- potencjatu rozwojowego zarodkéw z wykorzystaniem metod Data Mining. Opisano
tutaj reguly asocjacyjne razem z siecig w/w regut oraz analize korespondenciji
Z mapami percepcii.

Dyskusja

Dyskusja zostala przeprowadzona wyczerpujgco i rzetelnie. Doktorantka
szczeg6towo przeanalizowata otrzymane wyniki a nastepnie poréwnata je z aktualnie
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dostgpnym piSmiennictwem, w ktérym zjawisko DUC nie jest niestety dobrze
usystematyzowane. Konsekwencjg tego odsetek wystepowania tego zjawiska moze
rézni¢ sie pomigedzy publikacjami.

Nalezy zauwazyé, ze doktorantka w tym rozdziale opisata IVF jako najskuteczniejsza

metode leczenia nieplodnosci. Jest to stwierdzenie prawdziwe jednak celem

doprecyzowania mozna by doda¢, ze w przeliczeniu na cykl (prébe) leczenia i tylko
wtedy, gdy sg do tej metody wskazania medycznie.

Whioski

Przedstawione wnioski sg zgodne z celami pracy i wynikaja z przeprowadzonych

badan. Doktorantka przedstawita kolejno osiem wnioskow:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

Zjawisko jakim jest DUC wystepuje stosunkowo czesto, mozna je
zaobserwowaé u ponad 20% zaptodnionych zarodkéw.

Nie zachodzi zwigzek pomigdzy wiekiem matki i obecnoscig zjawiska DUC.
Zarodki, w przypadku ktorych zaobserwowano zjawisko DUC charakteryzujg sie
gorszym potencjatem rozwojowym w poréwnaniu do zarodkéw, u ktérych
anomalia ta nie wystepuje. Istotnie rzadziej osiggajg stadium blastocysty, a ich
transfer istotnie rzadziej prowadzi do cigzy biochemicznej i kliniczne;.

Odsetki zarodkéw osiagajacych stadium blastocysty i dajgcych cigze sa
szczegoblnie niskie w grupie DUC-1. Wystapienie zjawiska DUC w pierwszej
rundzie czeéciej wskazuje na gorsze rokowania niz wystgpienie tego zjawiska
w pdzZniejszej rundzie podziatow.

W przypadku obserwowania DUC duzo czesciej mozna stwierdzi¢ niepozadane
wiasnoéci blastomeréw takie jak: nierbwne rozmiary, wysoki poziom
fragmentacji cytoplazmy oraz wielojadrowo$¢. Jest to szczeg6lnie widoczne w
grupie DUC-1.

Przypadki DUC (szczeg6lnie DUC-1) réznig sie¢ pod wzgledem iloSciowych
parametrow  morfokinetycznych w  poréwnaniu do Brak DUC.
Charakterystyczne zjawiska takie jak wyrzut drugiego ciatka kierunkowego,
pojawienie sie, czy zanik przedjadrzy, a takze osiggnigcie stadium
dwublastomerowego zachodzg tu pézniej.



7) Analizujac parametry morfokinetyczne wyodrebnienie przypadkéw DUC jest
konieczne, aby mozna bylo postugiwaé sie wzglednymi miarami takimi jak np.
cc2, cc3. Nieuwzglednienie tego zjawiska skutkowaé moze btedng interpretacja
uzyskanych wynikéw, a nawet biednymi wnioskami.

8) Zjawisko jakim jest DUC z pewnoscig powinno by¢ przedmiotem dalszych
badan. Nalezy szukaé przyczyn jego wystepowania, sposobéw bezinwazyjnego
wykrywania, a takze skutkéw, jakie niesie w kontekscie rozwoju zarodka.

Streszczenie

Streszczenie w jezyku polskim i jezyku angielskim umozliwia szybkie
zorientowanie si¢ w temacie, celach, metodyce, wynikach oraz wnioskach
wynikajacych z pracy.

PiSmiennictwo
Rozdziat ten zawiera prawidiowo dobrang, do$¢ obszerng bibliografie

sktadajgcy sie ze 102 pozycji pi$miennictwa uporzgdkowanych zgodnie z kolejnoscia
Zzamieszczenia w tekscie.

Podsumowanie recenzji

Zjawisko nagtego podzialu blastomeru zarodka na kilka blastomeréw
potomnych (DUC) jest istotnym czynnikiem predykcyjnym dalszego rozwoju zarodka.
Mam nadziej¢, ze umiejetnosci jakie posiada doktorantka takie jak stosowanie
nowoczesnych metod statystycznych oraz wiasciwe gromadzenie danych beda
w przyszio$ci owocowaty dalszymi réwnie ciekawymi osiggnieciami naukowymi.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska w mojej opinii spetnia warunki
stawiane rozprawom na stopiei doktora nauk medycznych zgodnie
z aktualnie obowigzujgcym w prawem. Na tej podstawie pozwalam sobie przedstawié
Wysokiej Radzie Wydziatu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku
wniosek o dopuszczenie Pani Urszuli Cwaliny do dalszych etapéw przewodu
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doktorskiego.



