RECENZJA

rozprawy doktorskiej lekarz Anny Horbaczewskiej

Analiza czynnikéw wplywajgcych na powodzenie implantacji
w endometrium kobiet z nieptodnosciq pierwotnq o nieustalonej
etiologil.

Implantacja zarodka jest procesem ztozonym, w ktérym uczestniczg dwaj
gtéowni gracze: zarodek oraz przyszta matka. Rozpoczyna sie 5 dni po
zaptodnieniu komérki jajowej i tak naprawde trwa do czasu ustanowienia
trwatego polgczenia plodowo-matczynego za pomocg tozyska. Jednak
szczegblnie wazna jest wczesna faza implantacji, ktéra (umownie dzielona
jest na faze apozycji, adhezji i inwazji) ma miejsce jeszcze w okresie przed
spodziewang miesigczka i zalezy od wielu czynnikéw zarodkowych oraz
macicznych. Warto dodaé, ze patofizjologia jej przebiegu, determinuje z
kolei kliniczny obraz cigzy, ryzyko poronienia, powiktan perinatalnych,
porodu przedwczesnego oraz wagi urodzeniowej noworodka i jego
dobrostanu.

Badania nad implantacja sa szczegoOlnie skomplikowano, poniewaz, tak jak
wspomniatem wczes$niej, dotyczg okresu, ktéry jest zasadniczo ,niemy”
klinicznie - nie dysponujemy bowiem jeszcze narzedziami bardzo
wczesnego potwierdzania cigzy in vivo, a potwierdzenie cigzy w oparciu o
oceng stezen BhCG w surowicy krwi jest niepewne i mozliwe ok. 10-12 dni
po zaptodnieniu, pewniejsze natomiast w oparciu o badanie
ultrasonograficzne - ok. 10-14 dni pézniej. Wstepny okres implantacji, jest
takze stosunkowo Kkroétki, co stanowi podstawe do wyodrebnienia 1-2
dniowego tzw. ,okna implantacyjnego”, a takze uwarunkowany bardzo
wieloma czynnikami pochodzenia zaréwno zarodkowego (przede
wszystkim genetycznego), jak i endometrialnego (tu istotne sa czynniki:
anatomiczny, immunologiczny, endo- lub parakrynny oraz te zwigzane z
czynnoscig skurczowa, jak i trombofilig). Sprawe dodatkowo komplikuje
fakt, ze dynamika zmian morfologicznych i czynnosciowych endometrium
oraz zarodka jest w spos6b oczywisty funkcjg czasu, co zaweza mozliwo$¢
stosowania wybranych markeréw receptywnosci endometrium jedynie do
czasu ich najwiekszej ekspresiji.

Z praktycznego punktu widzenia wszystkie wyzej wymienione fakty,
pozwalajg na wysuniecie hipotezy, ze na pozér dos$¢ odlegte problemy



kliniczne: nieptodnos¢ idiopatyczna, nawracajace straty cigz oraz
nawracajace niepowodzenia leczenia metoda zaptodnienia
pozaustrojowego moga w rzeczywisto$ci mie¢ bardzo podobne, jeSli nie
wspoélne pochodzenie etiopatologiczne, ktérego Zrodiem s przyczyny
odpowiadajace za nieprawidtowy przebieg implantaciji.

Z powyzszych powodéw badania poswiecone czynnikom odpowiedzialnym
za powodzenie implantacji nalezy uznac za potrzebne, ciekawe, praktyczne
klinicznie, jak i wychodzgce naprzeciw potrzebom lekarzy i pacjentek.

Celem pracy doktorskiej byla ocena ilo$ciowa wybranych molekut
prozapalnych i transportera glukozowego w populacji kobiet z
idiopatycznym czynnikiem nieptodnosci oraz u tych, ktére zaszty w ciaze
samoistnie. W tym celu, w obu grupach badano interleukine 18 (IL18) i
histamine w endometrium oraz korelowano je ze stezeniami we Krwi.
Dodatkowo w obu grupach oceniono ilosciowo transporter glukozowy
GLUT4 w endometrium.

Byto to badanie prospektywne, przekrojowe z prawidtowo wybranymi
kryteriami wiaczenia i wytaczenia. Grupe badang stanowito 58 kobiet z
czynnikiem idiopatycznym nieptodnosci oraz 8 majacych naturalnie poczete
dzieci. W obu grupach w srodku lutealnej fazy cyklu miesigczkowego, po
udokumentowaniu wczesniejszej owulacji, wykonano rysowa biopsje
endometrium oraz pobierano krew. W cyklu, w ktérym prowadzono
badanie pacjentki wystrzegaly sie zajscia w cigze. Stezenia IL18 oraz
histaminy oznaczono w surowicy krwi za pomocg metody ELISA, natomiast
ocene ilosciowg tych czynnikéw oraz GLUT4 w endometrium
przeprowadzono po wykonaniu badania immunohistochemicznego w
skrawkach parafinowych w oparciu o cyfrowa analize obrazu. Dane
poréwnano testami nieparametrycznymi Walda-Wolfowitza i U Mann-
Whitney, a istotno$¢ wspoétczynnika korelacji testem t-Studenta.
Zastosowane metody statystyczne byty poprawne w kontekscie liczebno$ci
i rozktadu w grupach, iloSci poréwnywanych grup oraz weryfikacji
zatozonych hipotez badawczych.

Doktorantka stwierdzita, Zze dodatnia reakcja immunohistochemiczna na
IL18 wystepowata istotnie cze$ciej w endometrium kobiet ptodnych w
stosunku do nieptodnych z idiopatycznym czynnikiem nieptodnosci.
Stezenia w surowicy krwi nie réznity sie istotnie. Nie stwierdzono takze



zadnych réznic w czesto$ci wystepowania dodatniej reakcji
immunohistochemicznej na histamine, w endometrium, ani istotnej réznicy
stezen w surowicy krwi miedzy badanymi grupami. Podobnie nie
stwierdzono zadnych korelacji miedzy iloéciami badanych molekut
prozapalnych we krwi i endometrium. Dodatnia reakcja
immunohistochemiczna na GLUT4 wystepowata takze z podobng czestoscia
w obu badanych grupach.

Po przeprowadzeniu szczegétowej i wnikliwej konfrontacji uzyskanych
wynikéw, z tymi, ktére sg dostepne we wspotczesnym pismiennictwie,
lekarz Anna Horbaczewska wyciggnela wnioski, ze: wieksze ilosci IL18 w
implantacyjnym endometrium ptodnych kobiet niz u tych z nieptodnoscia
wskazujg na jej korzystna role w procesie przyzwalajgcym na zagniezdzenie
zarodka. Wysoce prawdopodobne jest réwniez to, Ze nieprawidtowosci
gospodarki histaminowej nie stoja u podtoza nieptodno$ci idiopatycznej, a
pomiary tej aminy w surowicy krwi lub endometrium nie sg narzedziem
predykcyjnym implantacji. Podobnie, pomiar IL18 w surowicy krwi nie
powinien stuzy¢ temu celowi. Wnioski koniczy stwierdzenie, Ze transport
glukozy przez insulinozalezny transporter GLUT4 w btonie §luzowej macicy
jest prawidtowy u Kkobiet z idiopatyczna nieptodnoscia, bez obcigzen
hormonalnych ani metabolicznych.

Badania potwierdzity zatem istotng role czynnika immunologicznego w
procesie implantacji i jako takie powinny by¢ dalej kontynuowane. Lektura
doktoratu, daje jednak tez powd6d do sformutowania komentarzy i pytan,
ktore korzystajac z przywileju recenzenta chciatbym sformutowaé. W
pierwszej Kkolejnosci chciatbym zacheci¢ doktorantke do rezygnacji z
uzywania terminu ,poziom” szczegblnie w kontekScie proby oceny
ilosciowej w endometrium, a zaproponowaé uzywany przeze mnie w tej
recenzji termin ,czesto$¢ dodatniej reakcji immunohistochemicznej”, ktéra
oczywiscie koreluje z iloscig badach czynnikéw w tkankach, na co wskazuje
cyfrowa analiza obrazu, ale tez bardziej odpowiada rzeczywisto$ci. Wydaje
si¢ takze, ze prace wzbogacitaby dokumentacja wykonanych barwien
immunohistochemicznych wykonanych na potrzeby tej oceny. Na koniec,
wylacznie ze zwyktej ciekawoséci nasuwa mi sie pytanie, ktére nie jest
zwigzane wprost z tematyka pracy, ale moze moze sie przyczyni¢ do
obiektywizacji oceny roli kontrolowanego urazu endometrium (a tym jest



takze biopsja rysowa) w modulacji receptywnoéci btony $luzowej macicy.
Jak wiadomo, jest to zabieg wykonywany do$é czesto w cyklach
bezposrednio poprzedzajacych zaptodnienie pozaustrojowego przed
przeniesieniem zarodka, ale nadal nie ma udowodnionej skutecznosci
klinicznej, chociaz dane z niektérych prac klinicznych sa obiecujace. Innymi
stowy, czy doktorantka pokusita si¢ o sprawdzenie, ile pacjentek z grupy
badanej zaszto w cigZe bezposrednio po cyklu, w ktérym zostata wykonana
rysowa biopsja endometrium?

Badania lek. Anny Horbaczewskiej, przyczynity sie do poszerzenia wiedzy
na temat zjawiska implantacji u pacjentek z idiopatyczna przyczyna
nieptodnosci i roli limfokin w tym procesie. Jest mozliwe, ze jednym z
powoddéw nawracajacych wczesnych strat cigz, niepowodzen zaptodnienia
pozaustrojowego lub nieptodnosci idiopatycznej jest nieprawidtowa funkcja
ukfadu immunologicznego prowadzaca do dysregulacji wydzielania 1L18
przez komoérki ukladu odpornosciowego blony $luzowej macicy. Dla
recenzenta rownie wazne bylo potwierdzenie braku réznic w
wystepowaniu insulinozaleznego transportu glukozy z udziatem
transportera glukozy GLUT4 u obu badanych grupach pacjentek bez
wspotistniejacych obcigzen metabolicznych.

Wyniki uzyskano poprzez zastosowanie badania prospektywnego, na
starannie dobranej i trudnej do rekrutacji grupie pacjentek, z wykluczeniem
czynnikow, ktére mogtyby te wyniki stawia¢ pod znakiem zapytania. Tak jak
wspomniatem wcze$niej, badania kliniczne nad implantacjg sa szczeg6lnie
trudne, z uwagi na szczeg6lne umiejscowienie w czasie cyklu
miesigczkowego 1 anatomicznej lokalizacji warunkujacej ograniczona
dostepno$¢ badanego materiatu. Z tych powodéw prace oceniam bardzo
wysoko, widze jej potencjat w zakresie mozliwosci opublikowania w
wiodgcym czasopi$mie naukowym i z tych powodéw wnioskuje do
Wysokiej Rady o jej wyréznienie. Badania dotyczace implantacji zarodka sg
fascynujgce, zawsze wyjatkowo interesujgce i praktyczne, a tym samym
inspiruja do dalszych naukowych poszukiwan dotyczacych poczatkéw zycia
cztowieka. Badania przeprowadzone przez lekarz Anne Horbaczewska maja
dodatkowo wymiar innowacyjnosci, mogg sie bowiem przyczyni¢ do
wytypowania biomarkeréw receptywnosci endometrium, ktére mogtyby
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by¢ stosowane u pacjentek uczestniczacych w programach pozaustrojowego
zaptodnienia i przyczynia¢ sie do zwiekszenia skutecznoéci tej metody.

Oceniana rozprawa ma walory wyjatkowo warto$ciowej pracy naukowo-
badawczej i spetnia wymogi stawiane pracy doktorskiej. Zwracam sie zatem
do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Jagielloriskiego
- Collegium Medicum z wnioskiem o dopuszczenie lekarz Anny
Horbaczewskiej do dalszej czesci przewodu doktorskiego oraz wyréznienie

pracy.
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