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Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani Natalii Cybulskiej
pt. Ocena technik wspomagajacych oraz czynnikéw
prognostycznych dla rozwoju zarodka do stadium
blastocysty oraz dla skutecznosci procesu implantacji

w procedurach zaptodnienia pozaustrojowego.

Nieptodno$¢ jest uznana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia za chorobe
spoteczng. W zaleznosci od przyczyn moze by¢ leczona réznymi metodami.
Sposrod nich najbardziej popularne sg metody medycznie wspomaganej prokreacji.
Wedtug ostatnich danych liczba procedur wzrasta rok do roku o ponad 10%, obecnie
w Europie wykonuje sie ponad 1 milion préb pozaustrojowego zaptodnienia rocznie.
Od 1978 roku na Swiecie urodzito sie dzieki tej metodzie ponad 8 milionéw dzieci
a w 2010 roku za opracowanie leczenia nieptodnosci metoda invitro Robert Edwards

otrzymat nagrode Nobla.

Przez ponad 40 lat procedura pozaustrojowego zaptodnienia przyczynita sie
réwniez do lepszego poznania fizjologii zaptodnienia oraz wczesnych etapoéw rozwoju
zarodkéw. Jednoznacznie wykazano, ze komorki rozrodcze i zarodki roznig 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 czynniki predykcyjne oraz metody, ktére w spos6b najmniej
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inwazyjny moga przyczyni¢ si¢ do wyboru prawidtowego zarodka. Ma to na celu
zwiekszenie szansy na cigze a dzieki temu skrécenie czasu i kosztow leczenia oraz

co najwazniejsze zminimalizowania stresu i ryzyka powikfan u pacjentow.

Tym bardziej interesujacy jest temat dysertacji, ktéra zostata mi przedstawiona

do oceny przez Wysoka Rade Wydziatu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego
im. Piastow Slaskich we Wroctawiu.

Praca sktada sie ze 127 stron i zostata podzielona na 9 rozdziatow zgodnie
z przyjetymi zasadami. Na poczatku doktorantka zamiescita czytelny spis tresci.
Praca kolejno zawiera: wstep, cel pracy, materiat i metodyke, wyniki badan, dyskusje,
whnioski, pi$miennictwo, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz spisy tabel
i rycin.
Wstep

We wstepie przedstawiono istotne z punktu widzenia pracy etapy procedury
zaptodnienia pozaustrojowego. Pani Natalia Cybulska wyczerpujgco opisata
nieprawidtowosci  morfologiczne oraz  zasady oceny komoérek  jajowych.
Nastepnie opisata proces spermatogenezy, nieprawidiowosci morfologiczne
i funkcjonalne plemnikéw oraz jedng z metod selekcji dojrzatych plemnikow opartg
o obecnosé plemnikowych receptorow dla kwasu hialuronowego. Doktorantka
przedstawita réwniez wptyw réznych czynnikow miedzy innymi takich jak wiek, BMI,

endometrioza na jako$¢ komorek rozrodczych.

W dalszej czesci wstepu opisano proces implantacji oraz zasady oceny
potencjatu  rozwojowego zarodka podczas leczenia nieptodnosci metodg
pozaustrojowego zaptodnienia. Pani Natalia Cybulska zwrécita rowniez uwage na
dodatkowa procedure embriologiczng (tzw. Assited Hatching - wspomaganie
wylegania zarodka) ktéra w szczegoélnych sytuacjach potencjalnie moze zwiekszac

szanse na cigze.

Kriokonserwacja zarodkow jest obecnie standardowg procedurg podczas IVF
a u okoto 20% pacjentow postepowaniem z wyboru w celu zwiekszenia szansy
na cigze. Doktorantka szczegotowo opisata nowoczesne metody mrozenia zarodkéw
oraz konieczne w codziennej praktyce embriologicznej zasady kontroli jakosci na
podstawie tzw. KPI — kluczowych wskaznikéw efektywno$ci.



Nalezy zauwazy¢, ze doktorantka we wstepie opisata IVF jako
najskuteczniejszg metode leczenia nieptodnosci. Jest to stwierdzenie prawdziwe
jednak celem doprecyzowania warto by doda¢, ze w przeliczeniu na cykl (prébe)
leczenia i tylko wtedy, gdy sg do tej metody wskazania medycznie.

Nalezy zaznaczyé, ze praca zostata wzbogacona schematami i licznymi
fotografiami mikroskopowymi autorstwa Doktorantki. Fakt ten potwierdza, ze Pani
Natalia Cybulska jest bardzo zaangazowana i ma duze do$wiadczenie w codziennej
pracy embriologicznej.

Cel pracy

Doktorantka zatozyta w swojej pracy dos¢ liczne cele o waznym znaczeniu
naukowym i praktycznym. Przeprowadzone badania miaty odpowiedzie¢ na pytania
czy sg obecne czynniki prognostyczne, majgce istotny wptyw na rozwoj zarodka do
stadium blastocysty i na jego zdolno$¢ do implantacji oraz ocene wptywu wybranych
technik wspomagajgcych na skutecznos¢ procedur IVF.

Odpowiedz na te pytania Pani Natalia Cybulska postanowita zrealizowac

poprzez nizej wymienione cele szczegotowe:

1. Ustalenie wplywu czynnikéw antropometrycznych oraz klinicznych na ilos¢
i jako$é uzyskanych komorek jajowych, skutecznosé zaptodnienia, rozwoj

zarodka do 3 doby hodowli oraz rozwoéj zarodka do stadium blastocysty.

2. Ustalenie wptywu cech morfologicznych komérek jajowych na rozwé; zarodka

do 3 doby hodowli oraz rozwéj zarodka do stadium blastocysty.

3. Ustalenie wptywu metody selekcji plemnikéw zastosowanej podczas procedury
mikroiniekcji plemnika do komorki jajowej (pICSI vs ICSI).

4. Ustalenie wplywu cech morfologicznych zarodkéw obserwowanych w 3 dobie

hodowli na rozw¢j zarodka do stadium blastocysty.

5. Ustalenie wplywu czynnikéw antropometrycznych i klinicznych na stopien
implantacji blastocyst.

6. Ustalenie wptywu rodzaju zastosowanej procedury transferu oraz poziomu

bezpieczenstwa techniki krioprezerwacji (transfer swiezych zarodkéw vs



transfer zarodkéw kriokonserwowanych metoda witryfikacji) na skutecznosc¢

implantacji blastocyst.

7. Sprawdzenie wptyw techniki wspomaganego wyklucia zarodka na stopien
implantacji blastocyst.

8. Ustalenie wplywu i zaleznosci pomiedzy jakoSciowymi cechami
morfologicznymi komoérek jajowych oraz zarodkéw w 3 i 5/7 dobie hodowli, a

skutecznoscig procesu implantacji blastocyst.

9. Stworzenie schematu obrazujgcego wptyw istotnych statystycznie czynnikéw
prognostycznych lub metod wspomagajacych procedury zaptodnienia
pozaustrojowego na rozwdj zarodka i stopien implantacji, bedacy podstawg

wizualizacji wykrytych zaleznosci w konsultacjach z parg nieptodna.
Materiat i metody

Retrospektywnym  badaniem  objeto 211 procedur  zaptodnienia
pozaustrojowego metodg ICSI oraz 234 zabiegi transferu zarodkéw
kriokonserwowanych metoda witryfikacji.

tacznie w pracy przeanalizowano 445 przypadkow procedur, przeprowadzonych

wérod par opolskiego osrodka leczenia nieptodnosci GMW — Embrio w okresie 3 lat.

Doktorantka szczegdtowo opisuje dobrze dobrang pod wzgledem klinicznym
i statystycznym metode badawcza. Zamieszczenie w tym rozdziale schematow jest

cennym dodatkiem, ktory moze utatwia¢ analize tekstu.
Wyniki
Wyniki zostaty opisane w 5 podrozdziatach. Dodatkowo zostaty czytelnie
przedstawione w postaci 20 rycin i 6 tabel.
W pierwszym podrozdziale opisano charakterystyke kliniczng pacjentow.
W kolejnych rozdziatach opisano wyniki analizy:

- kontroli jakosci w odniesieniu do KPI opisanych w SOP (standardowych procedurach

operacyjnych) na podstawie zalecen ESHRE,

- czynnikéw prognostycznych dla rozwoju i implantacji zarodka.



Dyskusja

Dyskusja zostata przeprowadzona wyczerpujgco i rzetelnie. Doktorantka
szczegotowo przeanalizowata otrzymane wyniki a nastepnie poréwnata je z aktualnie
dostepnym pismiennictwem. Doktorantka trafne zauwazyta, ze $redni wiek kobiet
rodzacych w Polsce zwiekszyt sie istotnie od lat 90 tych. Czytelniejsze byto by bardziej
precyzyjne przedstawienie tego bardzo istotnego problemu. Na przyktad poprzez
$redni wiek kobiety, ktéra rodzi swoje pierwsze dziecko w Polsce w 2016 roku (27,2
lata) i poréwnanie tego $redniej z roku 1990 zamiast przestawienie Sredniej urodzenia
dziecka w formie ,,od 30 do 34 roku zycia”.

Whioski

Przedstawione wnioski sg zgodne z <celami pracy i wynikaja

z przeprowadzonych badan.
Whiosek gtowny:

Nastepujgce czynniki ryzyka majg wptyw procesy embriologiczne i szanse na cigze:
wskaznik antropometryczny BMI, endometrioza, jako$¢ morfologiczna zarodka
w 3 dobie hodowli, stopien ekspansji oraz morfologiczna ocena zarodka

przenoszonego do jamy macicy w 5 dobie hodowli.

Doktorantka przedstawita dodatkowo do$¢ duza liczbe 12 obszernych wnioskow
szczegbtowych ktore mogly by byé przedstawione w nieco uproszczonej i krotszej

formie.

1. Zwiekszajacy sie wiek kobiet przystepujgcych do procedury zaptodnienia in vitro
jest istotnym statystycznie wyznacznikiem spadku liczby pobranych komérek
jajowych. Nie wykazano natomiast statystycznie istotnego wptywu wieku
pacjentek na: morfologiczng oceng jakosci oocytow; ilos¢, jakos¢ oraz tempo
podziatéw zarodkéw zaréwno w 3 jak i 5 dobie hodowli; stopien implantaciji
zarodka oraz odsetek uzyskanych cigz klinicznych u pacjentek podchodzacych

do procedury transferu, bez wzgledu na jego rodzaj.

2. Rosnaca liczba pobranych dojrzatych komérek jajowych (Mll) jest silnym
predyktorem, od ktérego bezposrednio zalezy wzrost liczby zarodkow
uzyskanych w hodowli. Morfologiczna jakos¢ oocytéw, nie stanowi istotnego

czynnika predykcyjnego, w stosunku do omawianych wartosci — ilosci
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zarodkéw, jakosci oraz tempa ich podziatdw na kazdym omawianym etapie
hodowli.

. Statystycznie istotnym predyktorem wptywajacym na efekt zdarzen
embiriologicznych jest wskaznik antropometryczny BMI. Wraz ze wzrostem
wartosci BMI u kobiety obserwuje sie redukcje liczby pobranych dojrzatych
komérek jajowych oraz spadek ich jakosci morfologicznej, spadek liczby
prawidtowo zaptodnionych oocytéw (2PN), liczby zarodkéw w 3 dobie hodowli
oraz liczby blastocyst o najwyzszej jako$ci morfologicznej (TQ) uzyskanych w
5 — 7 dobie hodowli.

. Wsréd analizowanych przyczyn leczenia nieptodnosci najbardziej istotnym
statystycznie czynnikiem jest endometrioza. Jej zdiagnozowana obecnosc¢
redukuje liczbe wszystkich pobranych komérek MIl oraz liczbe dobrej jakosci
komorek jajowych ale przede wszystkim ogranicza liczbe uzyskanych w 5 dobie
hodowli blastocyst TQ. Drugim w kolejnosci istotnym statystycznie predyktorem
jest meski czynnik nieptodnosci, ktéry moze by¢ reduktorem liczby zarodkéw
uzyskanych w 3 dobie hodowli, nie wykazuje jednak podobnego wptywu w
stosunku do jako$ci morfologicznej pozostatych zarodkéw. Najwigksze szanse
na uzyskanie najwyzszej liczby zarodkéw w 3 dobie hodowli oraz zarodkow o

najwyzszej jakosci morfologicznej wykazano przy czynniku idiopatycznym.

. Rodzaj metody selekcji plemnikéw zastosowanej podczas procedury ICSI
nalezy do statystycznie istotnych czynnikow majacych wptyw na liczbe oraz
jakoé¢ zarodkéw uzyskanych w 3 dobie hodowli. Zastosowanie procedury plCSI

vs ICSI generuje wzrost liczby zarodkéw TQ w 3 dobie hodowli.

. Klasa jakosciowa zarodka w 3 dobie hodowli jest statystycznie istotnym
predyktorem wptywajacym na jakos¢ zaréwno wezta zarodowego (ICM) jak i
trofektodermy (TE). Spadek w ocenie morfologicznej jakosci zarodka powoduje

redukcje szansy na uzyskanie blastocysty o najlepszej ocenie ICM i TE.

. Tempo podziatéw zarodka w 3 dniu hodowli jest istotnym czynnikiem
przektadajgcym sie na efekt kliniczny. Opdzniony postep rozwojowy powoduje
redukcje szans na uzyskanie ogoéinej liczby blastocyst TQ oraz, w ujeciu
szczeg6towym, blastocyst o ICM A jak i TE A.



8. Silnym, znamiennym statystycznie reduktorem szansy uzyskania w hodowli

blastocysty 0 ICM A lub o TE A jest wystgpienie niesymetrycznych blastomeréw
w zarodku w 3 dobie hodowli.

9. Procedura mikroobjetosciowej witryfikacji i rozmrazania zarodka nie wykazuje
negatywnego wptywu na stopien implantacji oraz odsetek ciaz klinicznych. Nie
wykazano réznic statystycznych w stopniu implantacji zarodka oraz odsetku
cigz klinicznych w zaleznos$ci od rodzaju wykonanego transferu (ET vs VET).

10.Zastosowana metoda wspomaganego wyklucia zarodka (AH) pozwala uzyskac¢
stopien implantacji oraz wskaznik cigz klinicznych poréwnywalny z grupg gdzie

proces wylegania zaszedt samoczynnie.

11.Bezposrednim, istotnym statystycznie predyktorem, wptywajgcym na wzrost
stopnia implantacji zarodka oraz podniesienie czesto$ci uzyskanych cigz

klinicznych jest wzrost liczby blastocyst o najwyzszej ocenie jakosciowej (TQ).

12.Wzrost jakosci trofektodermy (TE A) oraz stopnia ekspansji blastocysty
przenoszonej do jamy macicy podczas $wiezego transferu, stanowig silne,
istotne statystycznie czynniki wplywajace sie na wzrost stopnia implantacji
zarodka oraz wskaznika cigz klinicznych. W stosunku do oceny jakosci wezta
zarodkowego nie wykazano istotnosci statystycznej w odniesieniu do efektow

klinicznych.
Streszczenie

Streszczenie w jezyku polskim i jezyku angielskim umozliwia szybkie
zorientowanie sie w temacie, celach, metodyce, wynikach oraz whnioskach

wynikajacych z pracy.
Pismiennictwo
Rozdziat ten zawiera prawidtowo dobrang, bardzo obszerng bibliografie

sktadajaca sie z 202 pozycji pismiennictwa uporzadkowanych zgodnie z kolejnoscig

zamieszczenia w tekscie.



Podsumowanie recenzji

Znajomos$¢é czynnikow predykcyjnych dla powodzenia leczenia jest niezwykle
istotna, poniewaz moze poprawi¢ efektywno$¢ leczenia nieptodnosci. Dodatkowo
moze byé cenng informacjg poprawiajaca skuteczno$¢ profilaktyki.

Pani Natalia Cybulska wykazata dobrg znajomo$¢ problemu leczenia
nieptodnosci metodg pozaustrojowego zaptodnienia. Wykonana przed Doktorantke
praca, w ktérej zgromadzita duzo danych zaréwno klinicznych jak i embriologicznych

jest dowodem na umiejetno$¢ dobrej wspdtpracy pomiedzy lekarzami i embriologami.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska w mojej opinii spetnia warunki
stawiane rozprawom na stopien doktora nauk medycznych  zgodnie
z aktualnie obowiazujgcym w prawem. Na tej podstawie pozwalam sobie przedstawi¢
Wysokiej Radzie Wydziatu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw
Slaskich we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie Pani Natalii Cybulskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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