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Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani Doroty Jankowskiej
pt. Wzorce czaséw pierwszych podziatlow rozwijajacych sie

zarodkow w kontekscie ich potencjatu rozwojowego

Nieptodno$é jest uznana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia za chorobe
spoleczng. W zaleznosci 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 sie dzieki tej metodzie ponad 9 milionow 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 etapow rozwoju
zarodkéw. Jednoznacznie wykazano, ze zarodki réznig si¢ od siebie potencjatem
rozwojowym. Konsekwencja tego sa réznice w szansach na cigze, ryzyku straty cigzy
oraz szansach na urodzenie zdrowego dziecka. W zwigzku z tym nadal poszukiwane
sq metody, ktére w sposob najmniej inwazyjny mogg przyczyni¢ si¢ do wyboru
prawidiowego zarodka. Ma to na celu zwigkszenie szansy na cigze a dzigki temu
skrécenie czasu, 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 zarodkow. Podjeto réwniez proby
zastosowania genomiki, proteomiki i metabolomiki. Niestety ztozona fizjologia
zarodkéw oraz niedoskonatosci stosowanych metod powoduja, Zze zadna z tych metod
nie jest w stanie okresli¢ w 100% ktory zarodek moze przynies¢ upragniony sukces
w postaci narodzin dziecka. Prowadzi to czesto do niepotrzebnych transferéw
zarodkow lub mrozenia i przechowywania zarodkéw, ktore w przysziosci nie dadza

szansy na urodzenie dziecka.

Tym bardziej interesujacy jest temat badan podjetych przez Panig Dorote
Jankowska. Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska skiada si¢ ze 148 stron
i zostala podzielona na 11 rozdzialéw zgodnie z przyjetymi zasadami. Praca kolejno
zawiera: wstep, cel pracy, materiat i metodyke, wyniki, dyskusje, wnioski, streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, pi$miennictwo oraz spisy tabel i rycin.

Wstep

We wstepie przedstawiono dane na temat epidemiologii i etiologii nieptodnosci.
W akapicie opisujacym metody leczenia doktorantka nie unikneta niewielkich biedow,
ktére prawdopodobnie wynikajg z faktu braku doswiadczenia klinicznego. Pomimo
tego, ze tak drobne biedy nie wplywaja na jako$é merytoryczng pracy to sugeruje
naniesienie nastepujgcych poprawek.

1.1.
- stymulacja jajeczkowania to rowniez podanie gonadotropin;

- w farmakoterapii zaburzen spermatogenezy nie stosuje sie testosteronu poniewaz
prowadzi to do zahamowania sekrecji gonadotropin i w efekcie zahamowania
spermatogenezy,

- antyoksydanty sg stosowane jako tzw. .terapie dodatkowe/pomocnicze” bez
ewidentnie udowodnionej skutecznosci w zwiekszeniu szansy na zywe urodzenie
w poréwnaniu do efektu placebo,

W czesci 1.2.1 sugeruje:

Usunigcie zdania:



~Jednak wlasciwosci jakie posiadajg wéwczas plemniki moglyby najadrzu zaszkodzic,
wobec czego sg hamowane na drodze dekapacytacji’.

.... plynnej zawiesiny meskich gamet w osoczu”....

Poprawe zgodnie z aktualnymi zakresami referencyjnymi WHO dla parametrow
nasienia:

- Wydzielanej podczas wytrysku, znajduje sie mniej wiecej 1 min plemnikéw

Jednoznaczne opisanie lub usunigcie:

.,Czas ich przezycia zalezy od wielu warunkéw (przede wszystkim od $rodowiska
pochwy). Gdy sa optymalne wynosi nawet 2 do 4 dni”

Poniewaz na stronie 7 sg inne warto$ci.

Opisane w ostatnim akapicie rozdziatu 1.2 przyczyny braku implantacji nie
zostaly wyjasnione precyzyjnie. Proponuje ponowne przeanalizowanie tej czegsci
wstepu zwracajac uwage na fakt, ze giéwna przyczyna zatrzymania rozwoju zarodka
we wczesnych etapach embriogenezy oraz w okresie okoto implantacyjnym sa
czynniki genetyczne wynikajace z nieprawidiowosci w oocytach lub/i plemnikach.

W czesci 1.3
- Obecnie wykonuje sie IUl domaciczne. Doszyjkowe inseminacje nie sg juz
wykonywane.

- Stwierdzenie ,technika przeciwdziatania nieptodnosci jest réwniez IVF" wymaga
poprawki.

- IVF nie polega na: ,na zaplodnieniu poza organizmem kobiety, w warunkach
laboratoryjnych, jednej badZ kilku komérek jajowych, ktére nastepnie umieszczone sg
w jamie macicy”.

Do macicy przenoszony jest prawie zawsze 1 zarodek a nie ,komérki jajowe”

- Nie przeprowadza sie juz tzw. badan wrogosci $luzu szyjkowego



W dalszej czesci wstepu opisano nowoczesne procesy obserwaciji rozwoju zarodka.
Kolejne punkty wyjasniajg szczegotowo zasady ekploracji wielowymiarowych danych
z wykorzystaniem metod Data Mining. Ta czg$¢ wstepu, ktora jest uzupetniona
wieloma schematami moze by¢ dobrym kompendium wiedzy na temat opisywanych
metod statystycznych.

Cel pracy

Doktorantka zatozyta w swojej pracy cele o waznym znaczeniu nie tylko
naukowym i klinicznym. Przeprowadzone badania miaty odpowiedzie¢ na pytanie:
Czy metody z grupy Data Mining i algorytmy sztucznej inteligencji moga by¢ pomocne
w prognozowaniu, szansy na rozwdj zaptodnionej komorki jajowej do zarodka w
stadium blastocysty.

Pani Dorota Jankowska postanowila odpowiedzie¢ na powyzsze pytania
poprzez nizej wymienione odpowiednio sformutowane cele szczegétowe:

1. Ustalenie, ktére z parametrow morfokinetycznych, opisujacych rozwoj
zarodkéw, majg istotny wplyw na uzyskanie przez nie stadium blastocysty.

2. Przygotowanie regut dotyczacych dynamiki podziatéw komérkowych,
implikujgcych z duzym prawdopodobieristwem sukces badz porazke w rozwoju
zarodka do etapu blastocysty.

3. Identyfikacja klas zarodkéw o =zblizonych wzorcach podzialowych,
z wykorzystaniem réznych technik analizy danych zaliczanych do grupy Data
Mining, czy algorytméw sztucznej inteligencji.

4. Ocena przygotowanych skupienn zarodkéw pod wzgledem ich potencjatu
rozwojowego.

5. Ustalenie struktury podobienistwa skupien pod wzgledem wiasciwosci
morfokinetycznych, zwlaszcza tych, ktére nie byly wykorzystane w procesie
budowy modeli klasyfikatorow.

Materiat i metody

Retrospektywnym badaniem objeto duzg liczbe danych - 4050 przypadkéw
zaplodnienia zgromadzonych w Centrum Leczenia Nieplodnosci Kriobank
w Biatymstoku w latach 2012-2015. Na prowadzenie badan uzyskano zgode Komisji
Bioetycznej.



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

Wyniki

Wyniki zostaly opisane w 6 podrozdziatach. Dodatkowo zostaly czytelnie
przedstawione w postaci 20 rycin i 44 tabel.

Dyskusja

Dyskusja zostata przeprowadzona wyczerpujgco i rzetelnie. Doktorantka
szczegotowo przeanalizowata otrzymane wyniki a nastepnie poréwnata je z aktualnie
dostepnym pismiennictwem zaréwno z zakresu embriologii klinicznej jak i aspektow
klinicznych transferu zarodka do macicy.

W ostatnim akapicie dyskusji Doktorantka stwierdza ze: ,Na obecng chwilg nie
wydaje sie aby technologia time-lapse bylta gotowa calkowicie zastgpi¢ inwazyjne,
przedimplantacyjne testy genetyczne w ocenie potencjalu rozwojowego zarodka’.
Otéz zwickszajgca sie ilo§¢ danych na temat ograniczen diagnostyki
przedimplantacyjnej skutkuje tym, ze metoda ta jest obecnie uznawana za
nierekomendowang lub co najmniej kontrowersyjna. Dlatego tez rownolegle musza
byé poszukiwane inne metody diagnostyczne zarodkow ktére poprawig skutecznos¢
oceny ich potencjatu rozwojowego. Nalezg do nich m. in. badania przeprowadzone
przed Doktorantke.

Whioski

Przedstawione wnioski sa zgodne z celami pracy i wynikajg z przeprowadzonych
badan. Doktorantka przedstawita kolejno 9 wnioskow:

1. Zarodki, ktére osiagnety postaé blastocysty i nierozwinigte do tego stadium, r6znig
sie istotnie statystycznie pod wzgledem wiekszosci bezwzglednych i wzglednych
parametréow morfokinetycznych (z wyjatkiem czasow t5 i 19). Fakt formowania sig
blastocysty zalezy takze istotnie statystycznie od wiasnosci morfologicznych,
mozliwych do ustalenia przez embriologa przy tradycyjnej, statycznej ocenie.



2. Podstawowa analiza statystyczna nie wskazata na istnienie konkretnych,
pojedynczych parametréw morfokinetycznych, ktore determinowatyby rozwdj
zarodkéw do stadium blastocysty. Pozwolita ona jedynie wykaza¢, ze zarodki, ktore
uformowaty blastocyste, majg przecigtnie krotsze | mniej rozproszone czasy kolejnych
podziatoéw, niz zarodki, ktore zatrzymaly si¢ w rozwoju na wczesniejszym etapie.

3. Metody analizy statystycznej nalezace do grupy Data Mining daly szanse
efektywnego wykrywania skupieri zarodkéw o zblizonych wzorcach podziatowych.
Utworzone klasy roznig sie istotnie statystycznie potencjatem zgromadzonych w nich
zarodkéw do osiggania stadium blastocysty.

4. Obserwacja przygotowanych skupien pozwolita lepiej zrozumie¢ nature badanego
procesu, wychwycié pewne systematyczne wspéizaleznosci i wskaza¢ te cechy
dynamiki podziatéw, ktére determinuja, czy tez znaczaco wplywajg na rozwéj zarodka
do stadium blastocysty.

5. Sprzyjajacym dla sukcesu w rozwoju zarodka jest zachodzenie kolejnych podziatow
w okreslonych , okienkach” czasowych; czasy te nie moga byc¢ zbyt krétkie (poniewaz
nie bytyby w stanie zaj$¢ wszystkie procesy, niezbedne do ukonczenia petnego cyklu
komoérkowego) ani zbyt diugie ($wiadczytoby to o obecnos$ci anomalii zaburzajgcych
rozwdj zarodka). Bardzo istotna jest réwniez synchronizacja podziatow komorkowych
(s2 oraz s3). Jesli przebiega dynamicznie to zwieksza szanse na uzyskanie przez
zarodek stadium blastocysty.

6. Procedura identyfikacji skupien zarodkéw o podobnych schematach osiggania
kolejnych etapéw rozwoju pozwolita wskaza¢ klasy bardzo dobrze rokujgcych
przypadkow (z odsetkiem sukcesdw na poziomie nawet ponad 80%). Niezadowalajgco
poradzita sobie jednak z rozpoznawaniem grup zarodkéw, ktére zatrzymajg swoj
rozwdj jeszcze przed uzyskaniem stadium blastocysty. Klasy przypadkéw najstabiej
rokujacych charakteryzowaty sie wcigz sporym (okolo 30-40%) odsetkiem
uformowanych blastocyst. Niezbedne wydaje sie wiec kontynuowanie poszukiwania
warunkéw bardziej jednoznacznie determinujgcych niepowodzenie rozwoju
zaptodnionej komorki jajowe;.

7. Eksploracja danych morfokinetycznych, z wykorzystaniem tzw. metod Data Mining

»Z Nauczycielem” , umozliwita sformutowanie konkretnych zasad, ktorych spetnienie



z wysokim prawdopodobieristwem (nawet ponad 90%) prowadzi do osiagnigcia przez
zarodek stadium blastocysty.

8. Dzieki przeprowadzonym analizom mozliwe stato sie wskazanie optymalnych, z
punktu widzenia rozwoju zarodka, zakresow wartosci cech morfokinetycznych.

9. Parametry $wiadczace o dynamice rozwoju zarodka rozpatrywane osobno majg
niskg moc klasyfikacyjng. Jednoczesna analiza cech morfokinetycznych data szanse
przygotowania dobrej jakosci klasyfikatoréw (pole pod krzywg ROC na poziomie nawet
ponad 0,8). Stanowig one zestaw regut réznicujgcych zarodki ze wzgledu na ich
potencjat rozwojowy. Na ich podstawie mozZliwe jest prognozowanie z duzg
skutecznos$cig, czy nowo zaptodnione komorki jajowe majg szanse uzyskac¢ postac
blastocysty.

Streszczenie

Streszczenie w jezyku polskim i jezyku angielskim umozliwia szybkie
zorientowanie sie w temacie, celach, metodyce, wynikach oraz wnioskach
wynikajgcych z pracy.

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

sktadajaca sie ze 108 pozycji pismiennictwa uporzgdkowanych zgodnie z kolejnoscig
Zzamieszczenia w tekscie.

Podsumowanie recenzji

Proba identyfikacji dodatkowych nieinwazyjnych metod wyboru zarodkéw do
transferu jest istotnym wktadem badawczym w leczenie nieptodnosci i embriologie
kliniczng. Mam nadzieje, ze umiejgtnosci doktorantki w potaczeniu z doswiadczeniami
klinicznymi beda w przyszto$ci miaty istotny wplyw na rozwdj naszej wiedzy.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska w mojej opinii spetnia warunki
stawiane rozprawom na stopiefn doktora nauk medycznych zgodnie z aktualnie
obowigzujacym w prawem.

Pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiemu Senatowi Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie Pani Doroty Jankowskiej do dalszych etapow
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przewodu doktorskiego.



