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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ LEK. GABRIELI MILEWSKIEJ PT. ,,MOLEKULARNE
MECHANIZMY DZIAtANIA PROGESTERONU | SELEKTYWNEGO MODULATORA RECEPTORA
PROGESTERONOWEGO W MIESNIAKACH MACICY”

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu lek. med. Gabrieli
Milewskiej zostata przygotowana w postaci 99 stronicowej monografii w jezyku polskim.
Prace wykonano w Klinice Rozrodczosci i Endokrynologii Ginekologicznej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku kierowanej przez Prof. dr hab. Stawomira Wotczynskiego.
Promotorem rozprawy jest Prof. dr hab. Nafis Rahman. Tematyka pracy wpisuje sie w profil
badawczy Kliniki Rozrodczosci i Endokrynologii Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku za$ osoba promotora jest gwarancjg badan na wysokim poziomie
merytorycznym.

Miesniaki macicy to bardzo istotne zagadnienie zaréwno od strony klinicznej jak i
badawczej. Wprawdzie posiadamy duzg wiedze na temat etiopatogenezy i leczenia
miesniakdw, jednak wiele aspektdw choroby ciggle pozostaje niejasne. Wiadomo, ze
progesteron jest istotnym czynnikiem majgcym wptyw na rozwdj miesniakéw. Dowodzi tego
miedzy innymi fakt, ze octan uliprystalu (ulipristal acetate, UA), selektywny modulator
receptorow progesteronowych wywiera skuteczne dziatanie kliniczne w leczeniu choroby.
Jak dotad jednak mechanizmy dziatania UA w hamowaniu wzrostu miesniakéw nie zostaty w
petni wyjasnione. Majac to na uwadze oraz fakt, ze miesniaki macicy stanowig istotny
problem kliniczny i spoteczny uwazam, ze podjecie przez Doktorantke tej tematyki byto ze
wszech miar zasadne i godne zainteresowania.

Monografia lek. Gabrieli Milewskiej ma uktad typowy dla tradycyjnych rozpraw
doktorskich. Zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, liste skrétow, wstep, zatozenia
i cel pracy, materiat i metodyke badan, wyniki, dyskusje, wnioski, wykaz rycin i tabel oraz wykaz
pismiennictwa. Do monografii dotgczone sg w formie anekséw zgody lokalnej komisji
bioetycznej.

Streszczenie w jezyku polskim i angielskim jest podzielone na sekcje i opisuje przestanki
podjecia badan, cel pracy, materiaty i metody, uzyskane wyniki i ptynace z nich wnioski. Opis
jest zwiezty i stanowi bardzo dobre kompendium rozprawy.

We wstepie Doktorantka bardzo obszernie przedstawia problematyke miesniakéw macicy
poczgwszy od opisu obrazu i objawdw klinicznych oraz epidemiologii. Nastepnie odnosi sie do
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najnowszej wiedzy dotyczgcej budowy histologicznej z uwzglednieniem ultrastruktury i, co
szczegolnie istotne w kontekscie catej rozprawy, budowy i organizacji macierzy
pozakomdrkowej. W tej czesci skupita sie na roli transformujgcego czynnika wzrostu 3 (TGFf),
metaloproteinaz i ich inhibitorow oraz mechanizméw wtdéknienia w przebiegu wzrostu
miesniakdw. Dalsza cze$¢ wstepu poswiecona jest progesteronowi i jego receptorom w
patogenezie mies$niakéw oraz octanu uliprystalu i jego miejsca w leczeniu farmakologicznym tej
choroby. Ostatnia cze$¢ wstepu dotyczy aspektdw leczenia miesniakdw, co istotne, ze
szczegdlnym uwzglednieniem roli selektywnych modulatoréw receptora progesteronowego.

Podane we wstepie informacje sg oparte o najnowszg wiedze. Catos¢ jest przedstawiona w
logiczny i czytelnie sposdb oraz zilustrowana tabelg i piecioma doskonatymi, kolorowymi
rycinami. Wiedza zawarta we wstepie jest bardzo dobrym wprowadzeniem do tematyki badan i
logicznie uzasadnia cel pracy oraz koniecznos¢ podjecia badan.

Biorgc pod uwage aktualny stan wiedzy oraz potrzebe jej pogtebiania Doktorantka
sformutowata ogdlne zatozenia i cel pracy, ktérym byto scharakteryzowanie molekularnych
mechanizméw lezgcych u podstaw dziatania progesteronu i selektywnego modulatora
receptora progesteronowego octanu uliprystalu w miesniakach macicy w poréwnaniu do
miesniakdw nieleczonych octanu uliprystalu oraz do prawidtowej miesnidéwki macicy. Aby
zrealizowaé ten cel lek. Gabriela Milewska postanowita:

1. Scharakteryzowac profil ekspresji gendw i biatek progesteronowych receptoréw
jadrowych i btonowych w miesniakach macicy.

2. Okresli¢ wptyw progesteronu i octanu uliprystalu na zmiany ekspresji genéw/biatek
receptoréow progesteronowych oraz zywotnos$¢ komdrek miesniakdéw macicy.

3. Okresli¢ wptyw progesteronu i octanu uliprystalu na $ciezki sygnalizacyjne zaangazowane
w synteze i odktadanie sie sktadnikéw macierzy zewnatrzkomérkowej miesniakow.

4. Ustali¢ mechanizmy wyjasniajgce terapeutyczny wptyw octanu uliprystalu na kontrole
wzrostu miesniakéw macicy.

Wymienione wyzej cele szczegdtowe stanowig logiczny cigg zadan majacy doprowadzic¢ do
realizacji gtdwnego celu postawionego przez Doktorantke.

Rozdziat Materiaty i metodyka badan zawiera bardzo szczegétowy opis pobieranego
materiatu klinicznego oraz kryteria wtgczenia i wytgczenia pacjentek oraz schemat terapii
octanem uliprystalu. Wszystkie opisane badania uzyskaty aprobate komisji bioetycznej.

Doktorantka wymienita rowniez wszystkie czynniki uzyte do stymulacji tkanek i komérek in
vitro. Prawdopodobnie przez pomytke podrozdziat, gdzie opisano w/w czynniki zostat
zatytutowany , Leczenie” choc z leczeniem nie ma to nic wspdlnego.



Dalej Doktorantka opisata obszernie metodyke pozyskiwania eksplantow badanych tkanek,
ich hodowli i stymulacji wymienionymi wczesniej czynnikami. Na uwage zastuguje rowniez fakt,
ze pokusita sie rowniez o wykonanie eksperymentdéw na izolowanych i hodowanych komarkach
prawidtowej miesnidwki macicy i komdrkach miesniakow. Wszystkie opisy przeprowadzonych
badan in vitro sg poprawne i zawierajg wszystkie konieczne informacje umozliwiajgce ocene
prawidtowosci wykonanych eksperymentéw. Opis stymulacji eksplantéw i komérek zostat w
sposdb przejrzysty podsumowany w tabeli 2.

Zywotno$¢ komorek Doktorantka oceniata testem opartym na redukcji soli tetrazolowej
(MTT). Pomimo powszechnego stosowania tego i podobnych mu testdw uwazam, ze nie jest on
wiasciwg metodg do oceny zywotnosci i proliferacji komérek. W rzeczywistosci test ten mierzy
potencjat oksydoredukcyjny komoérek, ktdry moze byé modyfikowany przez wiele réznych
czynnikéw i w rezultacie skutkowad fatszywie dodatnimi wynikami. Poniewaz zastosowanie tego
testu nie ma w mojej ocenie duzego wptywu na catoksztatt wynikéw i wyciggniete z nich
whnioski, moja uwaga ma raczej charakter porzgdkowy.

Ekspresje gendéw Doktorantka analizowata metodg ilosciowej reakcji polimerazy (QRT-PCR).
Z opisu wynika, ze postugiwata sie metodg SYBR-green, ktora nie jest uwazana za najlepsza
dostepng metode do tego rodzaju badan. Opis metody jest nieco lakoniczny i bytoby lepiej,
gdyby zostat przygotowany w bardziej szczegétowej formie. Lista zastosowanych starteréw
zostata przedstawiona w tabeli 3. W tym momencie ciekawi mnie, co zdecydowato o wyborze
takiego a nie innego genu referencyjnego. Bytoby dobrze, gdyby taka decyzja byta poparta
stosowng pozycjg pismiennictwa. Doktorantka nie podata rowniez jaka metodg byfa obliczana
wzgledna ekspresja mRNA i w jakich jednostkach jest przedstawiana na wykresach.

Ekspresje na badanych czynnikdw na poziomie biatka Doktorantka oceniata ilosciowa
metodg ELISA oraz metodg barwienia immunohistochemicznego. Wszystkie procedury, zostaty
dobrze i wyczerpujgco opisane. Nie mam réowniez zastrzezen do wyboru metod analizy
statystycznej, chociaz stosowanie przy przedstawianiu wynikéw $redniej = SEM jest metodg,
ktdéra odrobine fatszuje rzeczywistos¢. W mojej opinii raczej nalezy uzywaé wartosci odchylenia
standardowego (SD) gdyz lepiej ilustruje rozrzut wynikéw.

Wyniki zostaty przedstawione na licznych wykresach i mikrofotografiach i szczegétowo
opisane w tekscie. Sugerujg one, ze progesteron i octan uliprystalu przeciwstawnie wptywaja na
zywotnos$é komadrek miesniakdéw i modyfikujg ekspresje receptordw dla progesteronu oraz
wptywajg na ich lokalizacje. Najciekawsza wedtug mnie czes¢ pracy dotyczy oceny wptywu
progesteronu i octan uliprystalu na $ciezki sygnatowe TGFf i ich zwigzek z ekspresja i
wydzielaniem VEGF i IL-6. Doktorantka zbadata réwniez wptyw obu czynnikdw na sciezke
sygnatowg RHOA. Wyniki te sg uzupetnione badaniem ekspresji panelu cytokin o charakterze
zapalnym. Doktorantka dowiodta, ze octan uliprystalu hamuje szlak TGFf i funkcje biatka



SMAD3 indukowane przez progesteron, co ma istotne przetozenie na procesy widknienia oraz
uwalniania cytokin.

Na koniec omdéwienia wynikdw Doktorantka dokonata podsumowania wskazujgc na
istnienie dwdch réznych mechanizmow dziatania progesteronu i octanu uliprystalu w
miesniakach macicy. Wedtug niej progesteron dodatkowo aktywuje w mie$niakach nieklasyczny
szlak sygnatowania zwigzany z jego receptorami btonowymi i aktywacjg szlaku sygnatowego
TGFB/SMAD3. Octan uliprystalu hamuje ten szlak zmniejszajac ekspresje receptoréow
btonowych, co przektada sie na hamowanie proliferacji, wzrost oraz synteze sktadnikéw
macierzy pozakomérkowej. Doktorantka doskonale zilustrowata ten mechanizm na ryc. 28,
ktora stanowi swego rodzaju podsumowanie wynikdéw jej pracy.

Nie mam wiekszych zastrzezen do przedstawionych wynikéw i sposobu ich prezentac;ji i
interpretacji, chociaz zauwazytem, ze w wielu doswiadczeniach réznice miedzy grupami mimo
istotnosci statystycznej byty w rzeczywistosci bardzo niewielkie (réznice rzedu kilkanascie —
dwadziescia procent). Moze to budzi¢ uzasadniong watpliwos¢, czy obserwowane réznice majg
jakiekolwiek znaczenie biologiczne.

W dyskusji Doktorantka skupita sie na analizie swoich wynikéw w kontekscie wiedzy z
piSmiennictwa Swiatowego. Dyskusja poprowadzona jest wtasciwie i mozna powiedzie¢, ze jest
popisem erudycji Doktorantki. Dowodzi ona, ze udato sie jej dostarczy¢ dowody na istnienie
dwdch mechanizméw dziatania progesteronu, ktére majg znaczenie w patogenezie miesniakow.
Ma to istotne znaczenie, poniewaz dostarcza przestanek do poszukiwania skuteczniejszych
metod terapii.

Na podstawie uzyskanych wynikéw i dyskusji Doktorantka sformutowata 9 wnioskéw w
rzeczywistosci bedacych jednoczesnie podsumowaniem osiggniec niniejszej pracy. Uwazam te
whnioski za uzasadnione i majgce pokrycie w uzyskanych wynikach.

Podsumowujgc, bardzo wysoko oceniam rozprawe lek. Gabrieli Milewskiej ze wzgledu na
bardzo ciekawe wyniki, ktére rzucajg nowe $wiatto na patogeneze miesniakéw macicy oraz
pokazujg nowy, interesujgcy mechanizm terapeutycznego dziatania octanu uliprystalu.
Krytyczne uwagi, ktére narzucity mi sie w trakcie lektury monografii nie majg istotnego
znaczenia i nie wptynety na mojg pozytywng oceny catej pracy. Ponadto stwierdzam, ze
Doktorantka dysponuje bogatym warsztatem badawczym i szerokg wiedzg w temacie
prowadzonych badan i nie mam watpliwosci, ze osiggneta stopien dojrzatosci i samodzielnosci
naukowej uprawniajacy jg do ubiegania sie o stopien doktora.

Monografia lek. Gabrieli Milewskiej jest jej samodzielnym, oryginalnym i interesujgcym
osiggnieciem oraz spetnia wszystkie ustawowe wymogi stawiane rozprawom na stopien
doktorski okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i



Nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zmianami). W zwigzku z tym wnosze do
Wysokiego Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie lek. Gabrieli
Milewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Poniewaz jestem pod duzym
wrazeniem umiejetnosci Doktorantki i wysitku jaki wtozyta w wykonanie licznych
eksperymentdéw i przygotowanie tak znakomitej monografii oraz wartosci uzyskanych wynikow
o$mielam sie zwrdcic sie réwniez do Wysokiego Senatu o rozwazenie mozliwosci wyrdznienia

jej pracy doktorskiej.
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