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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
lek. med. Gabrieli Milewskiej
p.t. ,Molekularne mechanizmy dziatania progesteronu i selektywnego modulatora

receptora progesteronowego w migsniakach macicy”

Miesniaki nalezg do najczestszych guzéw macicy i szacuje sie, ze wystepujg u okoto 20-80 %
kobiet a ryzyko ich wystgpienia rosnie wraz z wiekim. Wsérod czynnikéw predysponujgcych ich
rozwoj wymienia sie: przynaleznosc¢ rasowg (czesciej u kobiet negroidalnych), czynniki genetyczne
(czegsciej gdy miesniaki stwierdzone u matki lub siostry) oraz hormonalne (wptyw estrogenéw i
progesteronu). Migsniaki mogg stanowi¢ powazny problem dla wielu kobiet, ktory zalezy od ich
lokalizaciji, wielkosci oraz liczby co przektada sie na wystepowanie objawow klinicznych. Nalezg do
nich: nieprawidtowe, obfite, krwawienia miesigczkowe oraz w przebiegu cyklu prowadzgce czesto
do anemizacji, dolegliwosci bolowe podbrzusza i okolicy krzyzowej, problemy z oddawaniem
moczu i /lub stolca, trudnosci z zajéciem i/lub przebiegiem cigzy oraz porodu jak réwniez
zaburzenia emocjonalne i psychiczne. Jedynym, w pehi skutecznym leczeniem migsniakow, jest
catkowite usuniecie macicy. Jednakze dla wielu kobiet, szczegdinie w wieku rozrodczym, nie jest
to postepowanie akceptowalne i dlatego alternatywg moze by¢ ich wyluszczenie lub embolizacja
tetnic macicznych. Ze wzgledu na hormonowrazliwo$é¢ tych guzow od bardzo wielu lat trwajg
poszukiwania farmakologicznych opcji terapeutycznych, ktdére pozwolityby unikngé leczenia

operacyjnego. Gtownymi celami tych form leczenia jest zahamowanie krwawien z macicy oraz




wzrostu czy optymalniej, zmnieszenia wielkosci samych miesniakoéw. Obecnie istnieje kilka
protokotow terapeutycznych, kiore obejmujg stosowanie: preparatow antykoncepcyjnych,
analogéw GnRH, inhibitory aromatazy czy progestagenow. Rozwoj badan nad selektywnymi
modulatorami receptora progesteronowego (SPRMs) ma swoj poczatek w latach 90. XX wieku. W
2005 r. Eisinger i wsp. opublikowali pierwsze badania nad zastosowanie Mefipristonu w terapii
miesniakébw macicy i zaobserwowali 53% zmniejszenie ich objetosci oraz u 75% kobiet
zatrzymanie krwawien z macicy po jednym roku leczenia. W 2012 r. w New England Journal of
Medicine zostaty przedstawione szcegotowe wyniki wieloosrodkowego, miedzymarodowego,
badania klinicznego PEARL analizujgcego efektywnosc jak i dziatania uboczne Octanu Ulipristalu
w leczeniu krwawien spowodowanych miesniakami, ktore spowodowato bardzo szerokie
stosowanie tego selektywnego modulatora w codziennej praktyce lekarskiej (Donnez J. et al.: 2012,
NEJM;366:421-432). Zdecydowna wiekszos¢ ogtoszonych w tym temacie badan koncentruje sig
jednak na aspektach Kklinicznych natomiast niewiele jest publikacji dotyczgcych wplywu na
poziomie komorkowym stosowanych terapii na same miesniaki.

Z tego wzgledu, podjety przez lek. med. Gabriele Milewskg temat dotyczgcy molekularnych
podstaw oddziatywania progesteronu oraz selektywnego modulatora receptora progesteronowego

w miesniakach macicy uwazam za niezwykle interesujgcy i nowatorski.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa liczy 101 stron maszynopisu. Uktad pracy jest typowy i
obejmuje: streszczenia w jezyku angielskim i polskim, wykaz skrétow, wstep, zatoZzenia i cel,

materiat i metody, wyniki, dyskusje, wnioski, wykaz rycin i tabel oraz pismiennictwo.

Z merytorycznego punktu widzenia cato$¢ wstepu mozna by podzieli¢ na trzy czegsci. W
pierwszej, doktorantka w sposob syntetyczny zapoznaje czytelnika z klinicznymi aspektami
mies$niakéw macicy i ich wptywem na ptodnosc¢ kobiety, epidemiologig oraz czynnikami ryzyka ich
rozwoju. W tym miejscu chciatbym odnie$¢ sie do Ryciny 1, na ktérej autorka przedstawia typy
miesniakéw ze wzgledu na ich lokalizacje. W 2011r. zostata opublikowana przez Munro i wsp.,
obowigzujgca do dzisiaj, klasyfikacja FIGO miegsniakéow w zaleznosci od ich umiejscowienia w
macicy. W mojej ocenie, w opracowaniach naukowych, wigczajgc w to rozprawy doktorskie,
nalezatoby postugiwaé sie tym, ogélnie zaakceptowanym, podziatem. Uzupetnieniem tej czesci
jest koncowy fragment wstepu, w ktorym lek. med. Gabriela Milewska odnosi sie¢ do stosowanych
form leczenia miesniakdéw macicy podkreslajgc miejsce postepowania operacyjnego oraz
farmakologicznego ze zwrdceniem uwagi na analogi GnRH i octan ulipristalu. Jako klinicysta,
chciatbym jednak podkresli¢, ze kontekst decyzji Europejskiej Agencji Lekow (EMA) w zwigzku z
wystgpieniem po stosowaniu octanu ulipristalu niewydolnosci watroby jest bardziej jednoznaczny
niz wyrazita to w tekscie doktorantka. Lek.med. Gabriela Milewska pisze, cyt.: , Europejska
Agencja Lekéw(EMA, ang. European Medicines Agency) zatwierdzita stosowanie ostanu ulipristalu
w leczeniu miesniakéw z pewnymi ograniczeniami, tj. gdy operacja (w tym embolizacja)
zakonczyta sie niepowodzeniem u kobiet przed menopauza.” W rzeczywistosci w komunikacie
EMA mozemy przeczytaé, ze Agencja zezwala na stosowanie preparatow zawierajgcych octan

ulipristalu tylko u kobiet przedmenopauzalnych, kiérych nie mozna zoperowac lub operacja nie




przyniosta efektow. W mojej opinii te podobnie brzmigce stanowiska majg jednak i ciezar kliniczny.
Konsekwencjg decyzji EMA byta wycofanie przez Gtowny Inspektorat Farmaceutyczny (GIF)
octanu ulipristalu z obrotu na terenie catej Polski.

Drugg czes¢ wstepu lek.med. Gabriela Milewska pos$wieca opisowi ultrastruktury miesniakéw i
porownaniu jej z miesniem prawidlowej macicy ze szczegolnym naciskiem na charakterystyke
macierzy zewngtrzkomoérkowej oraz czynnikéw i mechanizméw wptywajgcych na nig. W mojej
opinii jest to niezwykle interesujgca i rzadko spotykana w innych opracowaniach czes$¢ wstepu.
Trzeci merytorycznie fragment wstepu to bardzo szczegdtowy opis mechanizméw dziatania
progesteronu i octanu ulipristalu na miesniaki macicy. Z naukowego punktu widzenia godnym
podkreslenia jest znakomite omowienie i charakterystyka zaréwno cytoplazmatycznych jak i
btonowych receptoréw progesteronowych oraz indukowanych przez nie szlakow i efektow
wewnatrzkomorkowych.

Nalezy zaznaczy¢, ze catosC wstepu znakomicie przygotowuje czytelnika do badan podjetych
przez lek.med. Gabriele Milewskag w rozprawie doktorskiej.

Cel pracy jest bardzo ambitny i precyzyjnie przedstawiony a jego rozwiniecie w postaci celéw

szczegotowych nakresla jak niezwykle trudnego i szerokiego zadania podjeta sie doktorantka..

Materiat badawczy jest imponujacy i obejmowat Swieze fragmenty tkankowe prawidtowej
miesnidwki macicy (n=100) oraz miesniakéw macicy bez uprzedniego leczenia octanem uliprystalu
(n=150) i po leczeniu tym modulatorem (n=100). Z opisu materiatu nie wynika jednak czy kazdy
uzyskany fragment pochodzit od innej kobiety czy tez z indywidualnych miesniakéw od
pojedynczych pacjentek. Powyzsza watpliwos¢ tgczy sie z pytaniem o liczbe operowanych kobiet
od kiérych pobierano materiat. Opisujac materiat, doktorantka nie ustrzegta sie braku konsekwencji
dotyczacej jego liczebnosci. W pierwszym zdaniu opisu lek.med. Gabriela Milewska podaje ze do
badania wigczono fragmenty miesniakow w liczbie 250 (zaréwno po jak i przed leczeniem)
natomiast w podrozdziale 3.3 na str. 39 znajdujemy informacje cyt.: ,Bezposrednio po operacji
miesniaki macicy uzyskane od pacjentek leczonych i nieleczonych octanem uliprystalu (UA-L, NT-
L) (n=150) oraz prébki tkanek prawidtowej migsniowki macicy (M-) (n=100) przemyto dwukrotnie

PBS i pocieto na kawatki o srednicy 1 mm na ptytce Petriego sterylnym skalpelem.”

Dla realizacji zatozonych celéw lek.med. Gabriela Milewska wykorzystata niezwykle
nowoczesne i roznorodne metody analizy laboratoryjnej obejmujgce: hodowle tkankowg i
komorkowyg, izolacje RNA, reakcje odwréconej transkrypcji, iloSciowg reakcje tancuchowg
polimerazy (qPCR) jak réwniez techniki immunohisto- i immunocytochemiczne. Swiadczy to

dobitnie 0 znakomitym opanowaniu przez doktorantke bogatego warsztatu laboratoryjnego.

Niezwykle liczne wyniki zostaty przedstawione na 22 rycinach wykonanych i opisanych w
bardzo jasny i precyzyjny sposéb. Chronologia prezentowanych rezultatow badan w pemi
koresponduje z zatozonymi celami. Pordwnujac wptyw progesteronu i octanu uliprystalu na
zywotnosé komdrek miesniaka macicy doktorantka wykazata odwrotny efekt dziatania obu

zwigzkow, pobudzajgcy progesteronu i hamujacy selektywnego modulatora receptora, ktory nie




podlegat uwolnieniu po réwnoczesnym zastosowaniu obu z nich. Niezwykle interesujgce z
poznawczego i terapeutycznego punktu widzenia sg obserwacje lek.med.Gabrieli Milewskiej
dotyczgce ekspresji cytoplazmatycznych i btonowych receptoréw progesteronowych w zdrowe;
tkance migsniowej macicy oraz w migsniakach jak rowniez wptywu terapii progesteronem i
octanem uliprystalu na ich wystepowanie w badanych guzach macicy. Jak wykazata doktorantka,
w porownaniu do zdrowego miesnia macicy, miesniaki cechowaty sie znacznie wyzsza ekspresjg
obu badanych receptorow cytoplazmatycznych, co potwierdza wyniki innych badaczy oraz
btonowych «, B i komponenty btonowej PGRMC1, co istotnym wktadem w aktualng wiedze.
Wynikiem tej czesci badan nad receptorami sg obserwacje, Ze zastosowanie do leczenia
miedniakow progesteronu zwigkszato ekspresje PGRA/B, PGRB, mPRa, B3, y i PGRMC1 natomiast
octan uliprystalu wykazywat efekt przeciwny z wyjatkiem dla receptora PGRA/B. Pomimo, ze nie
byto to przedmiotem badan doktorantki, niezwykle waznym w tym miejscu pytaniem jest miejsce
receptorow estrogenowych w miesniakach macicy i ich rola w ekspresji receptoréw
progesteronowych oraz wptywu octanu ulipristalu na ich wzajemne mechanizmy regulatorowe.
Kolejnym , fascynujgcym elementem przeprowadzonych przez lek.med.Gabriele Milewskg badan
byta ocena wptywu progesteronu i octanu uliprystalu na szlaki sygnatowe TGF-3 i RhOA oraz
czynnikow biorgcych udziat w ich aktywacji /hamowaniu: TGF-B1, 3, TGF-BR1, TGF-BR2, SMAD2
i SMAD3. Jak wykazata doktorantka zastosowany w badaniu selektywny modulator receptora
progesteronowego efektywnie hamowat szlak TGF-p. Z obowigzku recenzenta pragne zwrécié
uwage na zauwazong niescisto$¢ w podrozdziale 4.3.3. Autorka stwierdza, cyt.: , Aby ustali¢, czy
progesteron i octan ulipristalu aktywujg sygnalizacje TGF-B1/SMAD, zbadalismy ich wptyw na
stosunek fosforylowanego (pSMAD3) i niefosforylowanego SMAD3 w migéniakach macicy”. W
opisie zauwazalny jest brak czesci eksperymentu dotyczy stymulacji z uzyciem progesteronu.
Ostatnia czes¢ badan dotyczyta oceny wptywu obu badanych substanciji na angiogeneze i proces
zapalny wystepujgcy w miesniakach, elementy majgce istotny wptyw na macierz pozakomaérkows.
Jak wykazata doktorantka oceniany selektywny modulator receptora progesteronowego istotnie
obnizat ekspresje zarowno VEGFA i B jak i interleukiny 6 oraz jej receptorow.

Catos¢ uzyskanych wynikéw oraz wynikajgcych z nich konsekwencji lek. med. Gabriela Milewska
w znakomity sposéb podsumowata na Ryc. 28 przedstawiajgc poréwnanie wplywu progesteronu
oraz octanu ulipristalu na szlaki sygnalizacyjne w migs$niakach macicy i w efekcie ich rozwdj i
wzrost. Wedtug oceny recenzenta jest to niezwykle nowatorskie podejscie nie tylko poznawcze ale
takze utylitarne z klinicznego punktu widzenia. Szkoda tylko, ze rycina ta nie znalazta swojego

odniesienia w tekscie podrozdziatu 4.8 a dopiero w dyskus;ji.

Dyskusja napisana jest w sposéb czytelny w oparciu o duzg znajomos$é pismiennictwa i
umiejetnym jego wykorzystaniu. W rozdziale tym doktorantka w sposéb niezwykle wyczerpujgcy
zestawia uzyskane niezwykle liczne wyniki z dostepng literaturg oraz formutuje w sposéb dojrzaty
wiasne refleksje i przemyslenia. Pozwolito to na niezwykle nowatorskie obserwacje o istnieniu
dwdch réznych mechanizméw dziatania progesteronu w mieéniakach macicy: aktywacje szlaku

TGF-B / SMAD3 oraz oddziatywania na przebudowe macierzy zewnatrzkomérkowe;.




Catos¢ rozprawy konczy sie dziewigcioma wnioskami, ktére w rzeczowy sposéb podsumowujg

uzyskane wyniki i w petni korespondujg z zatozonymi celami rozprawy.

Cytowane przez Doktorantke pismiennictwo liczace 163 pozycje jest niezwykle trafnie
dobrane, aktualne (29 sposréd nich opublikowane po 2015 roku) i $wiadczy o znakomitej

zZnajomosci tematu.

Podsumowuijgc, pragne podkresli¢, ze rozprawa lek.med. Gabrieli Milewskiej wskazuje na jej
ogromng pracowito$¢ a takze dojrzatos¢ naukowa. Sposob zaplanowania badan, opracowania
oraz interpretacji duzej ilosci wynikéw wymagat od Autorki ogromnego nakiadu czasowego i
wktadu intelektualnego. Uzyskane wyniki otwierajg nowe strategie terapeutyczne migséniakow
macicy poprzez zastosowania leczenia celowanego w szlaki sygnalizacyjne wptywajgce na
macierz pozakomorkowg i w efekcie rozwdj i wzrost tych guzéw. Dlatego wnosze do Senatu

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku prosbe o wyrdznienie tej rozprawy.

Uwazam, Ze przedstawiona mi do oceny praca spetnia wszelkie wymagania dla tego rodzaju
rozpraw. Wobec powyzszego wnioskuje do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o
dopuszczenie lek med. Gabrieli Milewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof.\dr hal.n.med. Leszek Pawelczyk




