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Stezenia biatek VEGF, EG-VEGF i sVEGF-R1 w ptynie pecherzykowym i
surowicy oraz ekspresja mRNA dla VEGF i EG-VEGF w komérkach ziarnistych

......

u kobiet poddanych kontrolowanej stymulacji jajnikéw a ryzyko zespotu
hiperstymulacji

We wspotczesnym spofeczeristwie narasta problem nieptodnosci.
Jestesmy Swiadkami ogromnego zainteresowania pacjentéw leczeniem
nieptodnosci, a jednoczesnie brakiem postepéw w leczeniu zachowawczym
nieptodnosci i rozwoju metod rozrodu wspomaganego medycznie. Leczenie
metodami  rozrodu  wspomaganego wymaga stymulacji mnogiego
jajeczkowania. Jednym z najwazniejszych i najgroZniejszych powiktan
stymulacji jest zespét hiperstymulacji jajnikdw. Wzrost wielu pecherzykéw
powoduje uwolnienie mediatoréw zwiekszajgcych przepuszczalnoéé naczyh i
bton jam ciata. To jatrogenne powiktanie stymulacji jajeczkowania cechuje sie
duzym zréznicowaniem obrazu klinicznego. Zwiekszona przepuszczalnosé
powoduje pojawienie sie trzeciej przestrzen - w uktadzie krazenia dochodzi do
hemokoncentracji, wywotania zaburzeri elektrolitowych i szeregu kolejnych

konsekwencji groznych dla zycia.

Dzi$ potrafimy wskaza¢ na Kkliniczne czynniki predysponujgce do
wystgpienia zespotu, podja¢ postepowanie zmniejszajgce ryzyko rozwoju
zespotu przed stymulacjg, zaproponowac optymalny i bezpieczny protokdt, ale
nadal idea kliniki wolnej od zespotu hiperstymulacyjnego nie zostata do korica

zrealizowana.
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Przestana mi do recenzji praca lek. med. Matgorzaty Nowickiej dotyczy
niezwykle aktualnego i trudnego klinicznie problemu, dlatego temat podjety

przez doktorantke i model badawczy wydaje mi sie ze wszech miar stuszny.

Przedstawiona mi do recenzji praca liczy 134 strony, cytuje 380 pozycji.
W bardzo obszernym wstepie doktorantka przedstawia pierwsze opisy zespotu
hiperstymulacyjnego, omawia protokoty stymulacyjne, czynniki ryzyka jego
wystgpienia, objawy rozwijajacego sie zespotu, podziat kliniczny powiktania,
leczenie zespotu. W dalszej czesci przegladu pismiennictwa doktorantka
koncentruje si¢ nad oméwieniem dotychczasowej wiedzy o patomechanizmie
uczestniczagcym w rozwoju zespotu i roli, jaka w jego mechanizmie petnig biatka
z rodziny czynnikéow wzrostu srédbtonka naczyniowego oraz jego receptory.
Omawia réwniez czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego, pochodzacego z
gruczotéw wydzielania wewnetrznego (Endocrine gland derived vascular
endothelial growth factor (EG-VEGF) ) zwanego réwniez prokinecytyna 1.

Tak jak Doktorantka przedstawita w przegladzie pismiennictwa, mimo
postepu w poznawaniu mechanizméw dalecy jesteSmy od mozliwosci
celowanego leczenia zespotu hiperstymulacyjnego. Warto zwrdci¢ uwage, ze
najwigkszy postep w zapobieganiu wystapienia zespotu wigze sie z protokotem
z antagonista GnRH, wyzwoleniem piku owulacyjnego agonistg GnRH i
stosowanie polityki mrozenia wszystkich zarodkéw z transferem w cyklu
naturalnym. W mojej ocenie przeglad piSmiennictwa dokonany przez
Doktorantke zawiera wszystkie istotne informacje o dotychczasowej wiedzy o
zespole hiperstymulacyjnym i patomechanizmie prowadzacym do wystgpienia

tego jatrogennego powiktfania.



Podejmujac badania, Doktorantka postawita jako gtéwne zadanie
identyfikacje mechanizmdéw powstawania zespotu hiperstymulacji u pacjentek

poddawanych kontrolowanej stymulacji jajnikow.

Realizujgc zatozony gtéwny cel badan Doktorantka dokonata:

1.0ceny stezen VEGF, EG-VEGF i sVEGF-R1 w ptynie pecherzykowym i surowicy
oraz ekspresji mRNA VEGF i EG-VEGF w komdrkach ziarnistych z matych i
duzych pecherzykdw od pacjentek, u ktérych wystgpit zespot hiperstymulacji
jajnikdow, oraz w zaleznosci od protokotu stymulacji i poréwnaniu z w/w

stezeniami u pacjentek, u ktorych OHSS nie wystapit.

2.0ceny czestosci wystepowania poszczegolnych stopni OHSS w zaleznosci od

protokotu stymulacji w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

3.Poréwnania stezen VEGF, EG-VEGF i sVEGF-R1 w ptynie pecherzykowym i
surowicy oraz ekspresji mRNA VEGF i EG-VEGF w komorkach ziarnistych w
grupie pacjentek, ktére zaszty w cigze w procedurze IVF, oraz w grupie

pacjentek, u ktérych cigzy nie uzyskano.

4.Korelacji stezern VEGF, EG-VEGF i sVEGF-R1 w ptynie pecherzykowym i
surowicy oraz ekspresji mRNA VEGF i EG-VEGF w komodrkach ziarnistych u
pacjentek z OHSS z poznanymi dotychczas czynnikami ryzyka zespotu
przebyty wczesniej OHSS, duza liczby pobranych komérek ).

Doktorantka przeprowadzita badania w grupie 148 kobiet leczonych metoda
pozaustrojowego zaptodnienia, w 3 grupach wyréznionych w zaleznosci od

zastosowanego protokotu stymulacji mnogiej owulacji.

Doktorantka zatozyta, ze badania bedg miaty réwniez aspekt aplikacyjny i

by¢ moze oznaczanie stezenia biatek VEGF, EG-VEGF i sVEGR-R1 w surowicy lub



ptynie pecherzykowym pozwoli precyzyjnie oszacowaé ryzyko wystapienia
zespotu hiperstymulacji jajnikéw.
Grupa kontrolng byto 48 pacjentek, u ktérych pobierano komérki w cyklu

naturalnym.

Grupami badanymi byfo: 49 pacjentek stymulowanych gonadotropinami w
dtugim protokole z agonista oraz 51 pacjentek stymulowanych

gonadotropinami w protokotach z antagonistami.

Oznaczanie stgzenia VEGF w surowicy oraz w ptynie pecherzykowym wykonano
przy uzyciu zestawow do testéw immunoenzymatycznych ELISA (Human VEGF
ELISA Test Kit Manual®) firmy MaxDiscovery, Bioo Scientific (USA).

Oznaczanie stgzenia EG-VEGF w surowicy oraz w ptynie pecherzykowym
wykonano przy uzyciu zestawéw do testéw immunoenzymatycznych ELISA
(Human EG-VEGF ELISA Kit®) firmy Nordic BioSite (Szwecja).

Oznaczanie stezenia sVEGF-R1 w surowicy oraz w plynie pecherzykowym
wykonano przy uzyciu zestawéw do testéw immunoenzymatycznych ELISA
(Human sVEGF R1/Fit-1 Immunoassay®) firmy R&D System, Minneapolis (USA).

Ekspresje mRNA oceniono metodg RT —PCR.

Analize statystyczng lek. med. Matgorzata Nowicka przeprowadzita z
zastosowaniem programu STATISTICA 13.0. W celu zbadania, czy badane cechy
jakosciowe rdznicuja cechy ilosciowe istotne w analizie, Doktorantka stosowata
przy cechach jakosciowych binarnych test U Manna-Withneya, a przy
pozostatych cechach — test Kruskala-Wallisa.

Dla poréwnania rozktadéw wielu cech ilosciowych (zaleznych) korzystata z
testu Friedmana, a przy cechach jako$ciowych — test Fishera. W badaniach
wykorzystano réwniez statystyczng metode analizy logarytmiczno-liniowej i

zbudowano modele oparte na bezwarunkowej regresji logistycznej, obrazujacej
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wptyw réznych cech na wybrane cechy jakoéciowe. Przy wyznaczaniu punktow
odcigcia zastosowata analize ROC. Dla cech binarnych obliczono réwniez szanse
Od Ratio (OR), z przedziatem ufnosci (Cl — ang. Confidence Interval) 95%.
Wyniki badan wtasnych Doktorantka przedstawita na 15 rycinach i w 2
tabelach.

W badaniu Doktorantka nie wykazata réznic w czestosci wystepowania zespotu
hiperstymulacji jajnikéw, jak i poszczegdlnych stopni ciezkosci jego przebiegu
migdzy grupami badanymi, czyli stymulowanymi gonadotropinami w protokole
dtugim z agonista GnRH i z antagonistg GnRH. W opinii recenzenta, rozbieznosc
migdzy literaturg a wynikami badan nalezy ttumaczy¢ mata liczebnoscig grup.
W grupie pacjentek, u ktérych wystapit wczesny OHSS, Doktorantka stwierdzita,
ze w dniu pobrania oocytéw stezenia VEGF w ptynie z duzych pecherzykéw
jajnikowych byty istotnie statystycznie nizsze, a SVEGF-R1 — wyisze w
poréwnaniu do kobiet, ktdre nie rozwinety tego zespotu. Na wystapienie OHSS
nie miaty wptywu stezenia VEGF, EG-VEGF i sSVEGF-R1 w surowicy, EG-VEGF w
ptynie pecherzykowym, ani ekspresja mRNA VEGF i EG-VEGF w komérkach
ziarnistych. Szczegdétowa analiza danych wykazata, ze niezaleznie od protokotu
stymulacyjnego obliczony stosunek stezed VEGF/SVEGF-R1 w plynie
pecherzykowym w dniu pobrania oocytéw pozwala ocenié¢ ryzyko wystapienia
OHSS.

Wedtug Doktorantki, wobec faktu nie stwierdzenia réznic istotnych
statystycznie migdzy wszystkimi trzema grupami w ekspresji mRNA VEGF i EG-
VEGF w komdrkach ziarnistych, zaréwno z matych, jak i duzych pecherzykéw
jajnikowych a réznicami w stezeniach w ptynie pecherzykowym i surowicy inne
czynniki moga wptywaé na te czgsteczki i modyfikowaé ich dziatanie na
poziomie funkcjonalnym. W opinii recenzenta na obserwowane réznice moze

wptywac¢ wielkos¢ puli pecherzykéw obecnych w jajnikach i odpowiadajgcych



na hCG. By¢ moze, gdyby w kolejnych dniach oznaczy¢ badane biatka we krwi,
zarysowywatyby sie wyrazne rdznice. Czas trwania ekspozycji na hCG odgrywa
zasadnicza role w rozwoju zespoftu.

W grupie pacjentek, ktére nie zaszty w cigze, stezenia EG-VEGF w ptynie
pecherzykowym z duzych pecherzykdw byty istotnie wyzsze w poréwnaniu do
grupy pacjentek, u ktérych cigze uzyskano. Nie stwierdzono rdznic w stezeniach
EG-VEGF w ptynie pecherzykowym z matych pecherzykéw i w surowicy, w
stezeniach VEGF i sVEGF-R1 w surowicy i w ptynie pecherzykowym z matych i
duzych pecherzykow, w ekspresji mRNA VEGF i EG-VEGF.

Z obowigzku recenzenta chciatbym zaproponowac, aby nie uzywac
okreslenia krotki protokdét w odniesieniu do protokotu z antagonistg. W
literaturze nazwe protokdt krotki uzywa sie do protokotu z agonistg
podawanym od pierwszego dnia cyklu. Uwazam réwniez, ze nie nalezy uzywac
stowa ,ilos¢” w potaczeniu z rzeczownikami policzalnymi, a wiec liczba
pacjentek, komérek jajowych, cigz i tak dalej a nie ilos¢. Uwazam rowniez, ze
zamiast pisaé ,,nie wykazano wptywu stezer .... na uzyskanie cigzy” nalezy pisac¢
o braku zaleznosci miedzy stezeniami EG — VEGF a szansg na cigze.

Lek. med. Magdalena Nowicka przedyskutowata wyniki wtasne z danymi
z piSmiennictwa. Przeprowadzona przez Doktorantke dyskusja Swiadczy, ze
dobrze poznata badang tematyke. Dyskusje te oceniam bardzo wysoko.
Doktorantka potrafi krytycznie spojrze¢ na dane z literatury i wyniki badan
wtasnych. W planowaniu dalszych badarn proponowatbym oznaczanie we krwi
stezenia badanych substancji w kolejnych dniach fazy lutealnej i do badan
kwalifikowaé pacjentki po wczesniejszym oznaczeniu AMH i AFC. Ciekawa grupa
bytyby pacjentki stymulowane w protokole z antagonista, u ktorych pik
owulacyjny wyzwalano by agonistg i wszystkie zarodki poddano by witryfikacji.

Praca ma nieco nietypowy uktad i nie wyodrebniono wnioskéw, a




Doktorantka raczej oméwita wyniki i podsumowata w rozdziale poprzedzajacym
dyskusje. Osobiscie skfaniatbym sie do wersji tradycyjnej, w ktdrej wnioski
bytyby wypunktowane. Niewatpliwie najwazniejszym wnioskiem jest
stwierdzenie, ze stosunek stezern VEGF/sVEGF moze postuzy¢ do wczesnej

oceny ryzyka rozwoju OHSS.

Po przeanalizowaniu catej pracy uwazam, ze dotyczy ona bardzo
ciekawego problemu, zostata przeprowadzona przy zastosowaniu wielu metod,
wyniki sg dobrze udokumentowane i dostarczajg nowych faktéw, pozwalajac

lepiej rozumiec¢ patogeneze zespotu OHSS.

Dokonana przeze mnie ocena pracy doktorskiej pozwala mi na
stwierdzenie, ze praca lek. med. Magdaleny Anny Nowickiej spetnia wszystkie
warunki stawiane rozprawom doktorskim w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki i zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Matki i Dziecka w
Warszawie o dopuszczenie lek med. Magdaleny Anny Nowickiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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