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Ocena rozprawy

» Wptyw hormonéw ptciowych na czasteczki kontrolujace uktad opornosciowy u kobiet
dotknigtych problemem poronien oraz rodzacych bez komplikacji”
autorstwa mgr Michala Zych
na stopien doktora nauk farmaceutycznych

Poronienia nawykowe stanowa obecnie wyzwanie dla wspodtczesnej ginekologii
1 potoznictwa. Brak jest nadal danych naukowych opartych na wiarygodnych badaniach
klinicznych 1 doswiadczalnych, ktére wyjasniajag przyczyny poronien. Brak jest rowniez
skutecznych metod leczenia tych poronien, ktorych etiologii nie da si¢ wyjasni¢ (ich odsetek
moze sigga¢ nawet 50%). Tak sytuacja implikuje dwa gléwne dziatania: z jednej strony,
klinicznej, unikanie wykonywania nierekomendowanych badan i stosowania niesprawdzonych
terapii u par dotknietych poronieniami nawykowymi, z drugiej, naukowej, stymuluje do prac
badawczych zmierzajacych do ustalenia nowych czynnikéw mogacych odpowiada¢ za utraty
cigz do 22 tygodnia. Niniejsza rozprawa doktorska wypetnia wlasnie to drugie dziatanie.

Na wstepnie nalezy podkresli¢, iz autorem poddanej ocenie dysertacji jest osoba
niebedgca lekarzem, a wigc nie mogaca naturalnie posiada¢ rozlegltej wiedzy klinicznej
dotyczacej poronien nawykowych. Dlatego tez niektore krytyczne uwagi, ktore dotycza wtasnie
probleméw medycznych ujetych w rozprawie, powinny by¢ traktowane jako pomocne w
redagowaniu prac naukowych przygotowywanych do publikacji w czasopismach w dziedzinie
ginekologii 1 potoznictwa.

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma typowy uktad rozpraw doktorskich. Dysertacja
liczy 213 stron i jest czescig projektu finansowanego w ramach grantu mtodego badacza nr
MB/M/32(57).

W poczatkowej czesci autor zawart spis tresci, wykaz skrotow oraz streszczenia w
jezyku polskim i angielskim.

W niestychanie rozleglym wstepnie autor opisuje znaczenie poszczegolnych czastek
kontrolujacych uktad odporno$ciowy oraz ich rolg¢ w procesach nowotworowych oraz w cigzy
1 przebiegu prawidlowym 1 powiklanych. Autor opisuje rowniez wplyw hormonow na
funkcjonowanie cztowieka oraz w mniejszym stopniu na uktad immunologiczny.

Cel pracy zostal poprawie sformulowany i1 koresponduje z dalszymi czgSciami
rozprawy.

Materiatl 1 metodyka zawieraja zwigzly opis grup badanych i1 kontrolnej z analiza
podstawowych danych medycznych (wiek, BMI, historia reprodukcyjna). W dalszej czesci
autor przedstawia metodologi¢ cytometii 1 pozostalych oznaczen, w tym testu
immunologicznego Luminex, a nastgpnie omawia metodologi¢ wyznaczenia stgzenia
hormonéw do hodowli oraz metodyke hodowli komorek i oceny wptywu réznych stezen na
ekspresje badanych ICP. W koncowej czegsci tego rozdziaty autor przedstawia informacje na
temat uzytych testow statystycznych.



W kolejnej czesci autor prezentuje w niezwykle wnikliwy sposob wyniki swoich badan
ilustrujac je licznymi rycinami i tabelami, co dodatkowo utatwia zrozumienie tego trudnego
tematu. Bardzo dobrym pomystem bylo podsumowanie poszczeg6lnych uzyskanych wynikow
w jednej zbiorczej tabeli, co znacznie podnosi wartos¢ merytoryczng pracy.

W nastepnej cze$ci — Dyskusja — autor porownuje uzyskane przez siebie wyniki z
innymi badaniami dotyczacymi immunologii poronien nawykowych. Nalezy podkresli¢, iz
dyskusja ma rzeczywiscie charakter polemiki z wynikami innych autoréw i proby znalezienie
przyczyn rozbieznos$ci (dotyczy rozwazan immunologicznych, nie klinicznych — wyjasnienia
w uwagach).

W czgsdcei ,,Wnioski” autor podejmuje probe zebrania uzyskanych wynikow w ramy
uogolnionych stwierdzen, ktore stanowityby odpowiedz na pytania postawione w czesci ,,Cel
pracy”. Ta czg$¢ wymaga jedna gruntownych zmian (szczegdly w uwagach).

W czesci ,,Bibliografia” doktorant zamieszcza 318 pozycji literaturowych, w tym jedng
ksigzkowa, a pozostate stanowig artykuly w punktowanych czasopismach medycznych.
Znaczgca wigkszos¢ to artykuty przed mniej niz 10 lat (178 pozycji). Literatura zostata dobrze
dobrano i stanowi przeglad piSmiennictwa dotyczacego omawianego tematu.

Ostatnia czg$¢ zwiera spis tabel oraz zgod¢ Komisji Bioetycznej.

UWAGI.

Nalezy wyraznie podkres$li¢, iz recenzowana dysertacja stanowi cenng prace badawcza,
ktora, w niedalekiej przysziosci, moze postuzy¢ do zaprojektowania badan klinicznych
mogacych zmieni¢ podej$cie do diagnostyki i1 leczenia poronien nawykowych. Droga to tego
jeszcze daleka, ale takie badania przecierajg pierwsze szlaki. Czas pokaze, czy jest to wlasciwa
droga czy raczej $lepa $ciezka. W tym konteks$cie ponizsze uwagi maja na celu poprawe czesci
medycznej pracy tak aby byla jeszcze bardzie atrakcyjna dla potencjalnego czytelnika.

1. W spisie rycin brakuje ryciny nr 1 opisanej na stornie 21

2. W wykazie skrotow niepoprawnie zdefiniowano skrot: ICP — powinno by¢
Immunologiczne Punkty Kontroli; iINOS — powinno by¢ indukowana Syntaza Tlenku
Azotu; PD1 — powinno by¢ Biatko programowanej Smierci Komérki 1

3. W streszczeniu w jezyku polskim. W pierwszym paragrafie uzyto stwierdzenia ,,w tym
samym stosunku partnerskim” — powinno by¢ ,,z tym samym partnerem”. W paragrafie
drugim na stornie 16 zawarto nieSciste informacje dotyczace leczenia poronien
nawykowych.  Warto tu  odnies¢ si¢ do  rekomendacji ESHRE
(https://www.eshre.eu/Guidelines-and-Legal/Guidelines/Recurrent-pregnancy-
loss.aspx), NICE
(https://www.nice.org.uk/quidance/ng126/chapter/Recommendations#management-of-
miscarriage) czy analizy Cochrane z 2019 roku (Haas DM, Hathaway TJ, Ramsey PS.
Progestogen for preventing miscarriage in women with recurrent miscarriage of unclear
etiology. Cochrane Database of Systematic Reviews 2019, Issue 11. Art. No.:
CD003511. DOI: 10.1002/14651858.CD003511.pub5.) i opracowania Gue i Lu (Guo
H, Lu Q. Efficacy of dydrogesterone on treating recurrent miscarriage and its influence
on immune factors: a systematic review and meta-analysis. Ann Palliat Med. 2021
Oct;10(10):10971-10985. doi: 10.21037/apm-21-2605). W materiale i metodach nie
podano liczebnosci poszczegdlnych grup oraz ilo$ci pobranej do badania krwi. WyniKi
omoéwione s3 zbyt ogolnie, bez zadnych danych liczbowych. Brak jest rowniez analizy
ograniczen prowadzonych badan oraz implikacji klinicznych, a wnioski sg bardzo
ogolne i dotycza nie samych wynikow a tego, do czego moga postuzy¢ w przysztosci.
Ponadto, na chwilg obecng brak jest mozliwosci terapii zaburzen immunologicznych, a
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przy niepotwierdzonej skutecznos$ci terapii progesteronem (nie ma na chwilg obecng
danych na temat terapii estradiolem i DHT) u bezobjawowych pacjentek, trudno snué
dalekosiezne palny odnosnie przydatnosci uzyskanych wynikoéw. Warto popracowac
nad tym, aby wnioski wynikaly z analizy uzyskanych wynikow, np.: liczba okreslonych
komorek jest wyzsza a ekspresja okreSlonych czasteczek wyzsza u kobiet z
poronieniami nawykowymi, itd.

. We wstepie autor zbyt szczegblowo omawia wszystkie elementu ukladu
odpornosciowego, szczegdlnie w aspekcie procesow onkologicznych. Wprawdzie ilo§¢
pracy wlozonej w napisanie tej czesci jest ogromna, niemniej prowadzi to dezorientacji
czytelnika. Warto by byto skupi¢ si¢ na roli ukladu immunologicznego w procesie
implantacji 1 utrzymania homeostazy immunologicznej w cigzy. Dopiero na stornie 40
w rozdziale 1.3 napotykamy taki wtasnie opis, ale jest on bardzo ogdlny (a szkoda, bo
badania w tym aspekcie sg dos¢ szczegdtowe — np. w Abu-Raya B, Michalski C,
Sadarangani M, Lavoie PM. Maternal Immunological Adaptation During Normal
Pregnancy. Front Immunol. 2020;11:575197. Published 2020 Oct 7.
d0i:10.3389/fimmu.2020.575197). Na stornie 44 znalazto si¢ okreslenia w cigzach
patologicznych — warto wyjasni¢ o co doktadnie chodzi (nota bene takie cigze sa
nazywana cigzami wysokiego ryzyka albo powiktanymi).

Na stronie 45 brak wyjasnienia skrotu ,,KIR+”. Na tej samej stronie znalezé mozna
sformulowanie ,,progesteron wydaje si¢ by¢ atrakcyjnag terapia farmakologiczng...i
czesto jest podawany u kobiet zagrozonych powiktaniami cigzami”. Takie stwierdzenie
jest zbyt lakoniczne i wymaga wyjasnien w kontekscie rekomendacji ACOG, RCOG,
PTGiP oraz ESHRE.

W rozdziale 1.4.2 autor bardzo szczegdtowo opisuje rolg estrogenéw w wielu procesach
immunologicznych, ale brak jest doktadnego opisu jego roli w ciazy. W kolejnym
rozdziale o DHT zbyt wiele uwagi poswigca si¢ nieistotnym z punktu widzenia
dysertacji kwestiom (zmiany u mezczyzn; zdanie ,,kobiety sg rOwniez bardziej wrazliwe
na dziatanie testosteronu i jego pochodnych” nie jest zgodne z obecnym stanem wiedzy
— sifa dzialania zalezy od polimorfizmu CAG receptora dla androgendéw a nie od samego
faktu bycia kobietg).

Na stronie 49 sformulowanie ,,ablacja androgenu poprzez kastracj¢” jest niezrozumiate
— powinno by¢ raczej ,,spadek stezenia androgenéw wynikajacy z kastracji”.

Na stronie 50 brak jest wyjasnienia skrotu ,,EAE”. W tym rozdziale brak jest informacji
o wptywie DHT 1 T na implantacj¢ oraz rozwoj ciazy.

W rozdziale 1.5 powinno znalez¢ si¢ wyjasnienie o réznych definicjach poronien
nawykowych (lub w rozdziale Ograniczenia badania).

Rozdziat 1.5.1. ,,Przyczyny poronien” zawiera wiele niezgodnych z EBM informacji:
MTHEFR nie jest obecnie uznawane za przyczyng poranien nawykowych a mutacja ta
nie wymaga leczenia (jesli wystepuje w uktadzie heterozygotycznym). Podobnie nie
rekomenduje  si¢  obecnie  oznaczania  przeciwcial  przeciwjgdrowych,
preciwplemnkowych, antygenéow HLA, czy infekcji z grupy TORCH w diagnostyce
poronien nawykowych. Ta cze$¢ wymaga gruntownych poprawek w oparciu o
wspomniane wczesniej rekomendacje NICE, ACOG, ESHRE i1 PTGiP (podsumowanie
mozna znalez¢ w artykule Poronienia nawykowe Ginekologia po Dyplomie 2020-
Postgpowanie w poronieniach nawykowych — co o tym wiemy w 2020 roku -
https://podyplomie.pl/ginekologia/35459,postepowanie-w-poronieniach-nawykowych-
co-0-tym-wiemy-w-2020-roku.)

. W rozdziale 5.1 brak jest informacji jakie badania krwi zostaty wykonane u pacjentek.
Nie podano informacji w ktérym tygodniu doszto do poronienia, a w kontek§cie zmian
ICP 1 rozpuszczalnych markerow w trakcie cigzy, ten wlasnie parametr moze miec
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wplyw na uzyskane wyniki badania. W tej cze$ci na wykresach oraz w tabelach brakuje
warto$ci p, a takze wartosci procentowych (sg tylko wartosci liczbowe). Kryteria
wlaczenia 1 wylgczenia sg niejasne, nie podano miejsca, gdzie rekrutowana pacjentki
oraz czasu, w ktorym prowadzono badania. Dane dotyczace objawdw prodromalnych
W cigzy wydaja si¢ nie mie¢ wigkszego zwigzku z tematem pracy 1 moglyby zostaé
pominigte. Brak jest informacji z jakiej zyly i ile krwi zostalo pobranie od kazdej
pacjentki. W tej czesci, podobnie jak uzywa formy ,,zebraliSmy” zamiast ,,zebrano” czy
,,zebratem” (analogicznie na stronie 141 — ,,nasze” zamiast ,,moje”). W rozdziale 3.3.1.
,Cytometria przeptywowa” zawarto niestychanie szczegoétowe informacje o metodzie,
ktore jednak mogtyby by¢ bardziej ,,przystepne”. Nie podano réwniez jak doktadnie
izolowano badane komorki — te informacje mozna jednak znalez¢ w cze$ci Wyniki.
Brak jest w tej czegsci (podrozdziat 3.3.3) wyjasnienia skrotu PBMC. Podrozdziat 3.3.13
warto uzupeli¢ o informacj¢ o producencie programéw uzytych do analizy
statystycznej.

W czes$ci ,,Wyniki”, w podrozdziale 4.1.1 (strona 92) autor zwarl stwierdzenie
,monitorowanie wybranych czasteczek kontrolujacych uktad odporno$ciowy u kobiet z
poronieniami nawykowymi odpowiednia reakcja farmakologiczna (...) moglyby
przyczyni¢ si¢ do zmniejszeni ryzyka poronienia”. Takie stwierdzenie jest nieco
przedwczesne — badania przeprowadzone na grupie Kilkunastu osob nie daja podstawy
do takiego wnioskowania. Dodatkowo nie wiemy jakie bytyby koszty badan ICP, a
przede wszystkim metody leczenia (by¢ moze progesteron, ale tu nie wiemy w jakich
dawkach, a wspoétczesne badania nie potwierdzaja jednoznacznie jego roli w
zapobiegnia poronieniom nawykowym; analiza Cochrane wykazata zmniejszenie
ryzyka kolejnego poronienia ale rekomendacje towarzystw naukowych nie sg zgodne
co do rekomendowania progestagendw u bezobjawowych pacjentek z poronieniami
nawykowymi). Podobnie na stronie 99 autor pisze ,,Wykryte réznice mogg postuzyé
jako marker w ocenie ryzyka wystgpienia poronienia, co by¢ moze pozwoli na
przewidywanie lub wykrywanie procesow patologicznych podczas rozwoju ciazy”;
stwierdzenie przedwczesne, brak analizy ekonomicznej (cost-effectivness) i brak
skutecznego leczenia na chwile obecng. W tym samym akapicie czytamy, iz ,, Wczesne
wykrycie niepokojacych zmian mogtoby pozwoli¢ na wdrozenie leczenia (...)” — Kiedy,
jakiego, 1 czy bedzie ono skuteczne. Tego juz autor nie podaje. W tym kontekscie
recenzent proponuje przenies$¢ takie rozwazania do nowego rozdziatu np. Implikacje
kliniczne lub Obszar przysztych badan.

W bardzo rozlegltym rozdziale Dyskusja (zawiera az 40 storn), autor odnosi si¢ nie tylko
do ICP w cigzy, ale omawia, zupelnie niepotrzebnie, inne nieistotne kwestie. Wida¢ do
doktadnie w podrozdziale 5.3.1 — méwi o roli progesteronu (pierwszy akapit) a ma na
mys$li jego pochodne (np. sam progesteron jest przeciwwskazany w leczeniu raka
endometrium). Nie mozna réwnoczesnie zgodzi¢ si¢, iz podawanie doustnie i
dopochwowo progesteronu zmniejsz odsetek poronien nawykowych — te informacje
dotycza stosowania progesteronu po zaptodnieniu in Vitro — autor powinien zwracaé
wigkszg uwage na kontekst podawanych informacji. Podobnie informacje na stornie
160, w szczegdlnosci dotyczace niedomogi lutealnej, sa sprzecznie z rekomendacjami
ESHRE, NICE, ACOG i PTGIP. Na stronie 160 autor pisze ,,Przeprowadzone badania
moga stanowi¢ wyjasnienia w jaki sposob podawanie progesterony kobietom z
poronieniami nawykowymi wptywa na funkcjonowanie uktadu odporno$ciowego” — to
znOw nieco przedwczesne stwierdzenie. A dodatkowo, badania nad wplywem
progesteronu byly juz przeprowadzane 1 pewne mechanizmy jego dzialania,
przynajmniej po czgsci, s znane.



W dalszej czeéci na stronie 167 autor podaje, zupetnie niepotrzebnie, informacje o
stosowanie estrogenéw w hormonalnej terapii zastgpczej (nota bene obecnie uzywa si¢
terminu ,terapia hormonalna okresu menopauzy” — MHT). Cytuje rowniez badania
Elguero, ktore dotycza rozrodu wspomaganego a nie leczenia poronien nawykowych —
a to zasadnicza roznica. Calosci dopetnia cytacja badania prowadzonego w Egipcie,
gdzie, wbrew temu co napisat autor dysertacji, Stosuje si¢ estradiol i mizoprostol NIE w

niestety wykazuj brak zrozumienia tematu poronien i indukcji poronienia. Na
usprawiedliwienie mozna doda¢, iz doktorant nie posiada wyksztatcenia lekarskiego, co
jednak, nie zwalnia go od odpowiedzialno$ci za rzetelne przedstawiania wynikow badan
innych autoréw.

Na stronie 167 autor pisze takze ,,Zastosowanie hormonalnie terapii zast¢pczej
powoduje odwrdcenie tego zjawiska (stymulacja produkcji cytokin prozapalnych przy
niskich stezanych estradiolu) — trudno si¢ z tym zgodzi¢, dlatego warto poprosic¢
Doktoranta o opatrzenie tego zdania odpowiednia cytacja.

W kolejnym rozdziale 5.3.3 podobnie autor rozwodzi si¢ nad rola DHT w regulacji
odpowiedzi seksualnej u kobiet i mezczyzn. Ta cze$¢ jest zupelnie nieistotna w
kontekscie tematy dysertacji zwlaszcza, iz podaje blgdne informacje i1 Stosuje
nieaktualng terminologi¢ (recenzent jest rowniez seksuologiem i ma rozlegta wiedze w
tej materii).

W tej czesci zabraklo natomiast informacji na terma rézni¢ w ekspresji ICP oraz ich
koncentracji w zaleznosci od tego, jaka populacje reprezentuja (doczesnowe vs
peryferyjne). Nalezy tu rozumieé, iz ze wzglgdu na poréwnanie rowniez z grupa kobiet
nie bedacych w ciazy, wybdr tych peryferyjnych komorek byt celowy. Ciekawe, czy
ekspresja ICP, ilos¢ tych komorek oraz ich reakcja na egzogenne hormony bytyby inne
niz opisane, gdyby wyekstrahowa¢ frakcje doczesnowa np. NK czy limfocytow T
CD8+. Byloby to zapewne ciekawe z puntu widzenia naukowego podejscie do tematu.
Zabraklo réwniez informacji na temat klinicznego znaczenia stg¢zenia progesteronu
500ng/ml. Jakie dawki progestagenéw i1 w jakiej formie musialyby by¢ podane, zeby
uzyskac takie wartosci lub taki sam, a przynajmniej zblizony efekt na poziomie
ekspresji partykut na komoérkach kompetentnych immunologicznie.

Podsumowujac — w dyskusji autor niezwykle czesto odnosi si¢ do nieistotnych kwestii
pobocznych zamiast skupia¢ si¢ na meritum sprawy. Niestety ta czgs¢ wykazata
znaczace braki w wiedzy medycznej z zakresu omawianego tematy, chodz wiedza z
zakresu immunologii jest rzeczywiscie imponujaca.

8. W rozdziale ,,Wnioski” Doktorant powtarza wyniki — ten rozdzial nie zawiera
podsumowania, ktore opowiadatoby na postawione cele badania. Cz¢$¢ ta powinna by¢
gruntownie przeredagowana.

9. W czesci ,,Bibliografia” mozna kilka pozycji wydaje si¢ juz mato aktualnych jak
pozycja 137 z 1990 roku. Warto zastanowic si¢ nad ich usunigciem. Brakuje roéwniez
cytowanych przez recenzenta rekomendacji i zalecen towarzystw naukowych.

10. Warto by doda¢ podrozdzial o ograniczeniach badania (np. mata liczba badanych,
oznaczenie komorek peryferyjnych a nie doczesnowych) oraz potencjalne implikacje
kliniczne.

Whioski koncowe

Doktorant wybrat aktualny, interesujacy 1 wazny z klinicznego punktu widzenia temat
badawczy, cho¢, dla ,,przecigtnego” lekarza czy farmaceuty niezwykle trudny w percepcji i
interpretacji. Efektem pracy Doktoranta jest poprawna merytorycznie dysertacja doktorska nie



pozbawiona jednak bledow wnikajacych glownie z braku do$wiadczenia klinicznego,
niepodjgcia proby translacji uzyskanych wynikow na praktyke kliniczng oraz niewtlasciwej
interpretacji czgsci wynikow badan innych autorow Pomimo tych niedociagni¢¢, dysertacje
nalezy oceni¢ pozytywnie, przede wszystkim za ogrom wtozonej pracy oraz sktanianie do
refleksji nad dalszymi badaniami w materii znaczenia immunologicznych punktow kontroli w
diagnostyce i1 szacowaniu ryzyk poronien nawykowych. Bioragc pod uwage calo$¢ pracy
Doktoranta stwierdzam, ze rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art.187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1688) i tym
samym jest podstawg do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora. Przedktadam zatem
Wysokiej Radzie wniosek o dopuszczenie mgr Michata Zych do dalszych czesci przewodu
doktorskiego.
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