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Posiadanie potomstwa jest najwazniejszym celem biologicznym czlowieka, warunkujgcym
przetrwanie ludzkiego gatunku. Problemy prokreacyjne utrudniajg uzyskanie cigzy prawie co
pigtej parze w Polsce, a podobne zjawisko obserwuje si¢ niemal na calym $wiecie. W zwiazku
z tym faktem Swiatowa Organizacja Zdrowia uznata nieplodno$¢ za chorobe cywilizacyjna.
Przyczyny tak czgstego wystgpowania probleméw prokreacyjnych nie s3 w pelni poznane.
Niewatpliwie za znaczng cz¢$¢ niepowodzen rozrodu odpowiada czynnik meski.
Odzwierciedleniem zdolnosci rozrodczych mezczyzny jest wynik badania nasienia wg kryteriow
WHO 2010. Nalezy podkresli¢ jednak, ze sam spermiogram jest niedoskonalym narzedziem do
oceny meskiej plodnosci. Doniesienia naukowe ostatnich lat zwracajag uwage na znaczenie
integralnosci materialu genetycznego plemnika jako czynnika wplywajacego na uzyskanie cigzy,
a takze warunkujgcego zdrowie dziecka w przysztosci.

Zatem nalezy stwierdzi¢, ze Autorka podjela si¢ waznego dla medycyny rozrodu opracowania
naukowego dotyczacego oceny wplywu stopnia fragmentacji DNA plemnikéw na ptodnosé
mezezyzn oraz poréwnania dwoéch metod badawczych: TUNEL i Comet assay, ktore jest
uzasadnione zardwno z poznawczego, jak i praktycznego punktu widzenia.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 68 stron maszynopisu, a jej bibliografia
zawiera 95 pozycji dobranych poprawnie, glownie najnowszych publikacji dotyczacych
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niej trzy artykuty naukowe z wysoko cenionych czasopism z IF: 1,060; 2,163 oraz 2,734. Nalez
podkreslié, ze zwlaszcza czasopismo Andrology jest wiodacym wydawnictwem na $wiecie
w dziedzinie meskiej ptodnosci.

Uktad pracy mozna nazwa¢ konwencjonalnym, powszechnie przyjetym w dysertacjach
doktorskich opartych na artykutach naukowych z dziedziny medycyny i nauk o zdrowiu.
Zawiera bowiem, za spisem tresci: wstep, ktory jest niezbedny do uzyskania wilasciwych
informacji wprowadzajacych czytelnika w problematyke podjetych badan, dobrze przedstawione
cele i =zalozenia pracy, material, metody, organizacj¢ i przebieg badan, wyniki
przeprowadzonych badan, oméwienie wynikow, omoéwienie prac bedacych przedmiotem
rozprawy oraz wnioski. Na koncu znajdujg si¢ o$wiadczenia wspotautorow o ich udziale
w zalaczonych artykutach. Swiadcza one o bardzo istotnym wkladzie Autorki
w przeprowadzenie badan. Przywolane cze¢sci stanowig logicznie powigzang catos¢.

Zatozenia i cele pracy sg ciekawe, zrozumiate i prawidlowo sformulowane. Za cel glowny
Autorka przyjeta dokonanie analizy parametréw nasienia pacjentow, u ktérych zastosowano
procedure ICSI i poréwnanie dwoéch metod badawczych stuzacych do oceny stopnia
fragmentacji DNA plemnikéw pod katem ich czutosci i swoistosci oraz wartosci progowych.
Oprocz celu glownego Doktorantka sprobowata odpowiedzieé na pytanie, ktora z metod oceny
fragmentacji DNA posiada wigkszy potencjal w kontekscie ewaluacji meskiej ptodnosci oraz
oszacowania szansy na uzyskanie cigzy oraz zywego urodzenia podczas zastosowania
zaptodnienia pozaustrojowego.

Cykl prac (w tym jeden list do redakcji) poswigcony zostal wptywowi roznych czynnikow takich
jak np.: nosicielstwo translokacji czy morfologia plemnikéw na wyniki badania nasienia ze
szczegdlnym uwzglednieniem stopnia fragmentacji DNA. Autorka skupita si¢ takze na
przyczynach trudnosci w interpretacji wynikow badan dotyczacych metod rozrodu
wspomaganego. Zwigkszone prawdopodobienstwo wykrycia aberracji u pacjenta z obnizona
liczbg plemnik6w w nasieniu bylo opisywane przez wielu autoréw. Jednak z reguty badania nie
skupiaty sie na poréwnaniu innych parametrow, a jesli juz to porownywane byly z parametrami
dawcow. W swoim badaniu Autorka poréwnata ejakulaty nosicieli translokacji do losowo
wybranych mezczyzn z prawidlowym kariotypem. Pod wzgledem koncentracji, ruchliwosci
i zywotnosci plemnikéw grupa nosicieli translokacji wzajemnych nie réznila si¢ istotnie
statystycznie od grupy kontrolnej. Natomiast nosiciele translokacji Robertsonowskich, mieli
najnizsze parametry. W badanych grupach nie wykazala jednak istotnych réznic w poziomie
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W przypadku znaczenia MSOME zaréwno przeglad piSmiennictwa dotyczacego metod
wspomaganego rozrodu, jak rowniez badania Autorki, nie pozwolity na wysnucie
jednoznacznych wnioskow o wplywie ogladania plemnikow na duzych powigkszeniach na efekt
w postaci cigzy. Cze$é z watpliwosci zwigzanych z rozbieznoscia w wynikach badan wynika
wedlug Autorki z nieznajomosci badaczy podstawowych zasad optyki. Autorka przedstawia
poglad,

ze badacze w publikacjach naukowych powinni byé zobligowani do podawania parametréw,
niezbednych do obliczenia realnego powigkszenia mikroskopu i uzyskanej rozdzielczosci
stosowanej podczas procedury wyboru plemnika przed procedurg zaptodnienia. Pozwolitoby to
wyeliminowaé przynajmniej czes$¢ watpliwosci zwigzanych z rozbieznoscia w wynikach badan.
Niewatpliwie to istotne spostrzezenie autorki powinno by¢ poruszone w dyskusjach
i uwzglednione w rekomendacjach towarzystw naukowych zwigzanych z technikami rozrodu
wspomaganego.

Celem kolejnego badania byto okreslenie zwigzku migdzy uszkodzeniami DNA a obecnoscig
w plemnikach wakuoli. Prawidtowa morfologia i mniej wakuoli w gléwce plemnika korelowato
z nizszym stopniem fragmentacji jego DNA. Jednak, nawet plemniki zaklasyfikowane jako klasa
I MSOME nie byly wolne od uszkodzefi DNA. Techniki oceny morfologii organelli ruchliwych
plemnikéw w czasie rzeczywistym nie sg wystarczajace do dokonania wyboru optymalnego
plemnika, jednak mogg znaczaco zredukowaé ryzyko wyboru plemnika uszkodzonego.
Spostrzezenia Autorki sg zgodne, a by¢ moze ttumacza wyniki analizy przeprowadzonej przez
Sakkas D. i wsp w Hum. Reprod. dotyczacej miedzy innymi przydatnosci hyaluronic acid
(HA)binding capacity oraz technologii MSOME w doborze plemnika do ICSI, ktdra nie rozsgdza
jednoznacznie o przydatnosci tych metod w praktyce klinicznej, ani nie wykazuje wyzszosci
jednej metody na drugg. Wg analizy Cochrane na ktéra powotuje si¢ Sakkas D. i wsp. nie ma
jednoznacznych dowodéw, na to, ze IMSI zwigksza szans¢ na uzyskanie ciazy, ani ze obniza
ryzyko wystgpienia poronienia. Spostrzezenie autorki co do braku ujednolicenia parametrow
niezbednych do obliczenia realnego powigkszenia mikroskopu i uzyskanej rozdzielczosci
stosowanej podczas wyboru plemnika przed procedura zaptodnienia mogg by¢ odpowiedzialne
za wyniki Sakkas D. i wsp. [Sperm selection in natural conception: what can we learn from
Mother Nature to improve assisted reproduction outcomes? Sakkas D, Ramalingam M, Garrido
N, Barratt CL. Hum Reprod Update. 2015 Nov-Dec;21(6):711-26].

Metody badawcze zastosowane w artykutach uwazam za wiasciwie dobrane. Dla dobrego
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zilustrowana prawidlowo w artykulach. Wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw potwierdza
starannie przeprowadzona analiza statystyczna.

Wyniki badan przedstawione sg w sposob przejrzysty, do czego przyczynilo sie tez
prawidlowe okreslenie teoretyczne obszaru, w jakim poruszata sie Autorka.
Przeprowadzona przez Doktorantke dyskusja jest napisana prawidtowo i $wiadczy o dojrzatosci
naukowej Autorki. Na podstawie poprawnie przeprowadzonych analiz Doktorantka wyciagneta
cztery wnioski odpowiadajgce postawionym celom badawezym.
Autorka wykazala, ze metoda kometowa wykazuje wigkszy potencjal w szacowaniu szansy na
uzyskanie cigzy oraz zywego urodzenia podczas zastosowania techniki ICSI. Co wiecej
wieloczynnikowy model regresji logistycznej, uwzgledniajgcy wyniki badania wszystkimi
wariantami metody kometowej jedoczesnie, pozwala na jeszcze lepsze prognozowanie wyniku.
W  przypadku badania nosicieli translokacji pod wzgledem koncentracji, ruchliwo$ci
1 zywotnosci plemnikoéw grupa nosicieli translokacji wzajemnych nie roznita sie istotnie
statystycznie od grupy kontrolnej. Natomiast nosiciele translokacji Robertsonowskich, mieli
najnizsze parametry. W badanych grupach nie wykazano jednak statystycznie istotnych réznic
w poziomie fragmentacji DNA plemnikow.
Autorka wykazata, ze autorzy publikacji naukowych powinni by¢ zobligowani do podawania
parametréw, niezbgdnych do obliczenia realnego powigkszenia mikroskopu i uzyskanej
rozdzielczosci stosowanej podczas procedury wyboru plemnika do sztucznego zaptodnienia
komérki jajowej. Pozwoli to wyeliminowaé przynajmniej cze$¢ watpliwosci zwigzanych
z rozbieznoscig w wynikach badan nad MSOME.
Ostatnim sformutlowanym wnioskiem jest fakt, ze prawidtowa morfologia i mniej wakuoli
w gléwce plemnika koreluje z nizszym stopniem fragmentacji jego DNA. Jednak, nawet
plemniki zaklasyfikowane jako klasa I MSOME nie sa wolne od uszkodzen DNA. Techniki
oceny morfologii organelli ruchliwych plemnikow w czasie rzeczywistym nie sg wystarczajace
do optymalnego wyboru plemnikéw (pozbawionych uszkodzen DNA), jednak mogg znaczaco
zredukowac ryzyko wyboru uszkodzonego plemnika.
Whioski wysunigte przez Doktorantke wnosza wybitny wktad do dziedzin nauki zwigzanych ze
zdrowiem reprodukcyjnym. Takie obserwacje sg wazne z punktu widzenia mozliwosci
ulepszania technik rozrodu wspomaganego i zwigkszenia ich skutecznosci. W rozprawie
doktorskiej mogta by si¢ znalez¢ informacja, czy Autorka otrzymata odpowiedZz od redakcji
Journal of Assisted Reproduction and Genetics w sprawie swojego komentarza. Znalazlem
w rozprawie biad literowy w pierwszym zdaniu na stronie 25 oraz brak kropki w ostatnim zdaniu

na stronie 23.




Reasumujgc merytoryczna strona pracy zastuguje na uznanie i nie budzi zastrzezen. Praca
akcentuje istotne aspekty zwigzane z meskim czynnikiem nieptodnosci.

Doktorantka dowiodta tym samym swoja dojrzato$¢ naukowa i badawcza.

Praca od strony redakcyjnej przygotowana zostata poprawnie, uklad jest czytelny i nie zaburza
logiki rozumowania.

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja spelnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dn. 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z pézn. zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy
z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz. 1669) okreslonej dalej Ustawa, zatem wnosz¢ do Wysokiej
Rady Wydziatu Nauk o Zdrowiu z Oddziatem Pielggniarstwa i Instytutem Medycyny Morskiej
i Tropikalnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Ewy Pastuszek

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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