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Zespol  wielotorbielowatych jajnikéw (PCOS) jest jedna z najczescie]

rozpoznawanych u  kobiet w wieku reprodukcyjnym endokrynopatii, i w zaleznosci od
przyietych kryteriow  stanowi okolo 6-25%. Zaburzenia miesigczkowania, brak owulacji.
nieptodnosé. obecnost drobnotorbiclowatych jajnikéw oraz biochemiczne i/lub kliniczne cechy
hiperandrogenizmu to podstawowe cechy tego zespotu.

U pacjentek z tym schorzeniem wystepuja réwniez zaburzenia metaboliczne takie jak
otylos¢  brzuszna. insulinoopornos¢  (IR)  czy dyslipidemia  aterogenna, ktore  sa
udokumentowanymi czynnikami ryzyka wystapienia schorzen uktadu sercowo-naczyniowego,
nadci¢nienia, miazdzycy oraz cukrzycy typu 2. Schorzenia te skladaja sie na rozpoznanie
zespotu metabolicznego (MS).

Etiopatogeneza PCOS nie jest do konca wyjasniona. Istnieje kilka teorii PCOS bioracych
pod uwage czynniki genetyezne. przedwczesna adrenarche, zaburzenia pulsacji GnRH
powodujace nadmierne wydzielanie LH.  defekt syntezy androgenow jajnikowych i/lub
nadnerczowych. a takze insulinoopornos¢. wiazaca PCOS z zespotem metabolicznym, ktorego
czestosé u kobiet z PCOS jest dwa razy wieksza niz w populacji ogolnej.

W patogenezie zespotu metabolicznego niewatpliwa role oprécz IR odgrywa przewlekty
stan zapalny o niskim stopniu nasilenia, o czym $wiadcza podwyzszone stezenia biatka C-
reaktywnego (CRP). niektorych cytokin. chemokin czy inhibitora aktywatora plazminogenu-1
(PAl-1). Zrédtem niektorych czynnikow prozapalnych (IL-1. IL-6. TNF-a, chemokiny) moze
byé tkanka ttuszczowa.

Istotna role w przebiegu reakcji zapalnej odgrywaja receptory Toll-like (TLR), ktorym
ostatnio poswieca si¢ wiele badan dotyczacych nie tylko mechanizméw  odpornosci
immunologicznej. Ich pobudzenie indukuje szlaki sygnatowe prowadzace do produkcji cytokin
prozapalnych, w tym IL-6 i TNF-a. W otylosci obserwuje si¢ nadmierng ckspresje 1 aktywacje
szezegdlnie dwdch typow receptoréw TLR -2 i - 4, ktore odgrywaja rowniez role w patogenezie
IR, miazdzycy, DM2 i MS.

Przypuszcza sie, ze zapalenie 0 niskim stopniu nasilenia moze by¢ sktadowa PCOS,
wynikajaca nie tylko ze wspolistniejacych z zespotem zaburzen metabolicznych.

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych lek. med. Mai Jonczyk zostala
przedstawiona do recenzji jako oprawiony 130. stronicowy maszynopis zawierajacy 37 tabel i 16
ryciny, 197 pozycji pismiennictwa utozonych w kolejnosci alfabetycznej. Praca ma typowy
uklad rozdzialéw. sa to: spis tresci. wykaz stosowanych skrotow. spis rycin i tabel, wstep,
zalozenia i cel pracy. material i metodyka. wyniki. dyskusja, wnioski, . streszczenie w jezyku

polskim i angielskim. pidmiennictwo.




Wstep
W obszernym i dobrze udokumentowanym przegladem pismiennictwa wstgpie,

Autorka pracy zdefiniowata zespot policystycznych jajnikow, przedstawita jego epidemiologie
oraz kryteria rozpoznania. Przedstawila tez wyczerpujaco wyniki dotychczasowych badan
dotyczace patogenezy. objawdw klinicznych, zaburzen hormonalnych (hiperandrogenizm) i
metabolicznych (otytoéé. insulinoopornos¢. zaburzenia gospodarki weglowodanowej i lipidowej.
nadcisnienie tetnicze). Wykazata sie dobra znajomoscig pismiennictwa na temat

wartosci  diagnostycznej  tradycyjnych  wskaznikow  zaburzen metabolicznych i
hormonalnych w zespole policystycznych jajnikow.

Opierajac si¢ na ostatnich doniesieniach wskazujacych na wspétistnienie przewleklego
stanu zapalnego o niewielkim stopniu nasilenia. Doktorantka rozwaza udzial komponenty
zapalnej w patogenezie PCOS. Szczegbtowo omawia znaczenie takich wskaznikow zapalenia jak
CRP . interleukina 6 (IL-6). czynnik martwicy nowotworéow o (TNF-a). ktorych wzrost
wydzielania sprzyja rozwojowi zaburzen metabolicznych spotykanych u tych pacjentek, a takze
dysfunkcji jajnikdw i hiperandrogenizmowi.

Znaczaca czes¢ wstepu Doktorantka poswiecita oméwieniu roli receptoréw Toll-like
(TLR) w zapaleniu i odpowiedzi immunologicznej. poniewaz nadmierna aktywacj¢ TLR
(szezegolinie podtypow 2 i 4) wiaze sie z otyloscia i IR. zaréwno u zwierzat doswiadczalnych jak
i u ludzi. Bardzo szczegdtowo i wnikliwie Autorka pracy omawia badania nad rola TLR w
zespole metabolicznym. bedacym czescig PCOS.

Przyvpuszeza sie. ze TLR, zwlaszcza podtypy TLR2 i TLR4. moga odgrywac pewna role
w patogenezie PCOS. Autorka przedstawia badania . ktore dowodza nadekspresji TLR2 i TLR4
u pacjentek z PCOS — prawdopodobnie TLR stanowia ogniwo faczace ukfad immunologiczny z
uktadem rozrodezym wphywajac na proces owulacji. a takze na ptodnosc.

Dotychczas opublikowano jedynie dwie prace dotyczace polimorfizméw genéw TLR2 i
TLR4 u kobiet z PCOS. W pierwszej badano wplyw polimorfizméw genéw TLR2 i TLR4 na
PCOS oraz ich zalezno$é od otylosci. a w drugiej pracy wykazano. ze polimorfizm TLR4-299A>
G 7nacznie czesciei wystepuje u kobiet z PCOS. Nie badano jednak interakeji z zaburzeniami
metabolicznymi. jak rowniez 7z otytoscia.

Autorka pracy kierujac sie zatozeniem, ze istotne znaczenie w patogenezie zespotu PCOS
ma wspolistnienie przewleklego stanu zapalnego o niskim stopniu nasilenia, postawita sobie
ambitne zadanie zbadania zwiazkéw pomiedzy zaburzeniami metabolicznymi i hormonalnymi u
mlodych kobiet z zespotem PCOS a stezeniem cytokin zapalnych 11-6 i TNF-a oraz

wystepowaniem polimorfizmow genow TLR2 1 TLR4.




Cel pracy
W recenzowanej pracy doktorskiej Autorka:
I. Porownala parametry metaboliczne i hormonalne kobiet z PCOS w odniesieniu do grupy
kobiet prawidtowo miesiaczkujacych.
2. Ocenila stezenia 1L-6 1 TNF-a w grupie kobiet z PCOS w poréwnaniu do kobiet

prawidtowo miesigczkujacych.

(IS

Ocenila czestosé wystgpowania badanych polimorfizmow genow TLR2 i TLR4 u
pacjentek z PCOS w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
4. 7badata wphyw polimorfizméw TLR2 i TLR4 oraz markerow zapalenia IL-6 i TNF-a na

oceniane w projekcie parametry metaboliczne 1 antropometryczne.

Cel rozprawy zostal sformutowany jasno. jest dobrze uzasadniony. dobdr tematu oceniam jako

interesujacy i istotny klinicznie. wnoszacy nowe podejscie do tematu PCOS.

Material i Metody

Do badania zakwalifikowano 78 kobiet w wieku od 19 do 39 lat.
Grupe badana stanowito 40 pacjentek w wicku 20-34 lata. Rozpoznanie PCOS postawiono na
podstawie kryteriow rotterdamskich 7 2003 roku. Pacjentki z PCOS zakwalifikowane do badania
spetniaty wszystkie trzy kryteria. w tym biochemiczne cechy hiperandrogenemii (testosteron
catkowity > 0.8 ng/ml lub FAI > 3%). Wykluczono inne schorzenia lezace u podioza
hiperandrogenizmu i zaburzen miesigczkowania.
Grupa kontrolna obejmowata 38 pacjentek w wieku 19-39 lat. Stanowity ja kobiety pracujace W
Klinice oraz pacjentki hospitalizowane 7 powodu innych schorzen. Wszystkie kobiety w grupie
kontrolne] miesiaczkowaly regularnie i nie prezentowaly cech hiperandrogenizmu. Badanie
odbylo sie¢ w Klinice Endokrynologii. Diabetologii i Leczenia Izotopami we Wroctawiu.
Doktorantka bardzo dobrze sformulowata kryteria wytaczenia z badania. Kryteria wykluczajace

7 hadania byly identyczne dla obu grup.

Wszystkie uczestniczki, po uzyskaniu pelnej informacji (pisemnej i ustnej). wyrazily
dobrowolina i $éwiadoma zgode na przeprowadzenie procedur. w tym na badania genetyczne.
Badania przeprowadzono po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego

im. Piastow Slaskich we Wroctawiu nr KB 324/2016.
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Zakres wykonywanych badan byt szeroki i ‘ obejmowat:
s dokladny wywiad ginekologiczny. badanie ginekologiczne. w tym ocena jajnikow za
nomoca przezpochwowego badania ultrasonograficznego.
e Hiperandrogenizm oceniono klinicznie za pomocag skali Ferrimana-Gallweya oraz
biochemicznie (oznaczajgc stgzenia testosteronu catkowitego, androstendionu, SHBG.

H. FSH). Wyliczono wartos¢ FAL

@

Pomiary antropometryczne : pomiar masy ciafa i wysokosci ciata, BMI, WHR

e Pomiar cis$nienia tetniczego

¢ Oceniono parametry metaboliczne: lipidogram. OGTT z oznaczeniem glikemii i stezenie
insuliny na czczo. obliczono wskazniki insulinoopornosci: HOMA — IR, QUICKI,
Matsudy

¢ Wykonano oznaczenie stgZenia parametrow zapalnych CRP, IL-6, TNF-a.

¢ Wykonano badania pblimort'l/,mé\\' genu TLR2 (rs3804099. rs3804100 i rs5743708) oraz
TLR4 (rs4986790 i rs4986791) technikg PCR oraz metody minisekwencjonowania, a
nastepnie dokonano identyfikacji badanych polimorfizmow.

Analize statystyczna zaplanowano poprawnie i przeprowadzono przy uzyciu programu Prism

5.0 oraz Statistica 10.

Wyniki

W omawiancj pracy Autorka wykazata, ze kobiety z PCOS charakteryzowaly si¢ istotnie
wyzszymi  wartosciami pomiarow antropometrycznych (BMI, WHR. obwdd talii), a takze
istotnie wyzszymi stezeniami badanych parametrow metabolicznych (stezenie insuliny na
czczo, stezenie insuliny i glukozy w 120 minucie OGTT, stezenie tréjglicerydow, wskaznik
HOMA 1R). Wskazniki IR - QUICKI i Matsudy byty istotnie mnigjsze w grupie Kobiet z PCOS.
Istotnie mniejsze bylo rowniez stezenie cholesterolu HDL.

W testach hormonalnych pacjentki z PCOS charakteryzowaty si¢ znaczaco wigkszym
stezeniem testosteronu catkowitego. androstendionu oraz wartosciag FAL

RBadania wskaznikow zapalnych wykazaly znaczaco wiekszag liczbe WBC w grupie
kobiet 7 PCOS oraz wyzsze stezenia CRP i 1L-6 W poréwnaniu do grupy kontrolnej. Stezenie
TNF-a bvlo istotnie statystyeznie mniejsze W grupie PCOS. Wykazano staba dodatnia korelacje
pomiedzy stezeniem 11.-6 a liczha WBC. stezeniami CRP i glukozy na czczo oraz ujemna

korelacje stezenia TNF-o ze stezeniem SHBG u kobiet z PCOS.
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Czestosé wystepowania poszczegdlnych genotypow polimorfizmow  genu TLR2

(rs3804099. rs3804100 oraz rs5743708) nie roznita si¢ istotnie pomiedzy grupa kontrolna a
grupa kobiet z PCOS. Roznica w czestosei genotypow polimorfizmdw genu TLR4 (rs4986790 i
rs4986791) bvla na granicy istotnosci statystycznej (p=0.08). Dodatkowo Autorka wykazata
wspotwystepowanie obu polimorfizmow  genu TLR4. Podobnie silna zaleznos¢ dotyczyla
rowniez wspolwystepowania polimorfizméw NT9IN (rs3804099) i S450S (rs3804100) genu
TLR..

W grupic kobict z PCOS nic wykazano istotnych statystycznie korelacji pomiedzy
poszczegbinymi polimorfizmami genu TLR2 i TLR4 a parametrami antropometrycznymi i
metabolicznymi. Wykazano 7wiazek pomiedzy stezeniem HDL a polimorfizmem S450S
(rs3804100) TLR2 na granicy istotnosci statystycznej (p=0.05).

Na podstawie analizy korelacji pomiedzy polimorfizmami TLR2 i TLR4 a parametrami
hormonalnymi wykazano istotna zaleznos¢  pomiedzy dwoma polimorfizmami TLR4
(rs4986790 i rs4986791) i polimorfizmem rs3804100 genu TLR2 a stezeniem FSH.

Korelacja pomigdzy polimorfizmem 13804099 genu TLR2 a stgzeniem androstendionu

byta na granicy istotnosci statystyeznej (p=0.08).

Dyskusja  Autorki 7z wynikami  uzyskanymi  przez innych  badaczy zostata
przeprowadzona whnikliwie i $wiadeczy o duzej znajomosci zagadnien zwiazanych z zespotem
PCO oraz 7 rzespolem metabolicznym. Praca zawiera 197 pozycji aktualnego pismiennictwa,
stdwnie zagranicznege. ktore jest popraw nie cytowane w tekscie. Doktorantka wykazata sig
duza znajomoscia pismiennictwa na temat stosunkowo niedawno odkrytych zwiazkow pomiedzy
patomechanizmem przewleklego stanu zapalnego o niskim stopniu nasilenia | ekspresja
receptorow T, a zespoiem metabolicznym i zespolem policystyeznych jajnikow.

Whioski z przeprowadzonej pracy sa odpowiedzia na sformutowane uprzednio cele
pracy badawcze]. co $wiadezy o przemyslanym zaplanowaniu pracy i realizacji wszystkich jej
zalozen.

Autorka wykazata, ze kobiety 7 PCOS réznity sie nie tylko profilem hormonalnym
(stwierdzany w tej grupie hiperandrogenizm stanowi podstawe rozpoznania PCOS), ale rowniez
profilem metabolicznym. W poréwnaniu do kobiet bez cech tego zespotu czescie] stwierdzano u
nich otvloé¢ typu centralnego. insulinoopornosc. hiperinsulinemi¢ oraz zaburzenia lipidowe |
gospodarki weglowodanowej, a takze wyzsze stezenia markerow zapalenia WBC, CRP. IL-6

oraz nizsze stezenie TNF-o.
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Czestosé wystepowania poszezegdlnych polimorfizméw w zakresie genow  receptora

TLR2 w grupie PCO nie réznifa si¢ znamiennie statystycznie w pordwnaniu do grupy kontrolnej
co przemawia za brakiem ich wplywu na patogeneze PCOS.

Autorka uwaza. ze roznica w czestosci genotypow polimorfizméw genu receptora TLR4
w obu grupach na granicy istotnodci statystycznej, m.og%aby wskazywaé na ich potencjalng role
w etiopatogenezie tego zespotu.

Doktorantka zbadala réwniez wplyw polimorfizméw TLR2 i TLR4 oraz markerow
zapalenia 1L-6 i TNF-u na oceniane w projekcie parametry metaboliczne i antropometryczne
dowodzac. ze:

o - funkcje ochronna w procesie W procesie aterogenezy spefnia obecnos¢ allela C w
zakresie polimorfizmu S450S TLR2

o - polimorfizm NI199N (rs 3804099) w zakresie genu receptora TLR2 jest zwiazany ze
stezeniem androstendionu zaréwno w grupie kobiet z PCOS jak i bez tego zespotu, co
wedlug Autorki potwierdza udzial tego receptora w rozwoju hiperandrogenemii u kobiet,
niezaleznie od PCOS

e - polimorfizm S4508 genu TLR2 oraz oba badane polimorfizmy genu TLR4 koreluja z
wyzszvm  stezeniem  stezeniem FSH, co pozwala przypuszczaé, ze receptory te

odgrywaja role w procesie owulacji u kobiet z PCOS.

W podsumowaniu Doktorantka krytycznie ustosunkowata sig do uzyskanych wynikow,

analizujac ograniczenia wykonanych badan.

Prradstawiona do recenzji praca posiada duzg wartos¢ merytoryczng poniewaz dotyczy
mato poznanej roli polimorfizméw TLR2 i TLR4 w patogenezie zespotu metabolicznego i
zespolu PCO. W pismiennictwic dostepne sa zaledwie dwa badania dotyczace PCOS.
Doktorantka wykorzystuje w swojej pracy nowoczesne metody molekularne.
Dlatego tez uwazam, ze uzyskane wyniki wnosza nowe informacje i sa cennym wkiadem w
poznanie roli badanych polimorfizméw w rozwoju zaburzen metabolicznych wystepujacych w
PCOS i powinny by¢ opublikowane jak najszybciej.

Praca jest przygotowana bardzo starannie pod wzgledem jezykowym i graficznym.

7 obowiazku recenzenta cheiatabym zwroci¢ uwage na pewne watpliwoscl nasuwajace

sie podezas analizy pracy. ktére powinny by¢ wyjasnione przed publikacja wynikow badania.
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- Uwazam. ze wniosek 4a (str. 104) Obecnos¢  allela  C w  zakresie

polimorfizmu S430S TLR2 peini funkcje ochronng przed rozwojem miazdzycy co

wskazuje na ud=ial tego polimorfizmu w procesie aterogenezy” jest zbyt daleko idacy

wziawszy pod uwage, ze korelacja stezenia HDL z wystepowaniem tego polimorfizmu u

sacjentek 7 PCOS byfa na granicy znamiennosci (p=0.05), a grupa badana niezbyt liczna
1=40)).

Podobnic wniosek 4b (str. 104) .Polimorfizm w zakresie genow receplora TLR2 jest

Sigzany ze stezeniem androstendionu zarowno w arupie kobiet z PCOS jak i bez tego

cespolu. Potwierdza to udzial tego receplora w rozwoju hiperandrogenemii u kobiel,

nivzaleznic od PCOS”. Korelacja polimorfizmu TLR2 N199N (rs3804099) ze stezeniem
androstendionu nie byla znamienna statystycznie (p=0.08) w grupie pacjentek z PCOS. a
w pracy nie znalaztam  wynikéw korelacji badanych polimorfizméw z parametrami

hormenalnymi czy metabolicznymi grupy kontrolnej.

- Autorka nic uzasadnia czym kierowala si¢ w wyborze badanych polimorfizmow genow

"z\ ”I{r

1y

W tekscie  Autorka  postuguje  si¢  dowolnie oznaczeniami  poszczegolnych
olimorfizméw . co bardzo utrudnia czytanie i zrozumienie tekstu. np. polimorfizm
FTRY NTOON (rs3804099). czasem wystepuje w pelnym brzmieniem. czasem jako

N1TOON. a czasem jako rs3804099.

Praca spefnia catkowicic wymagania stawiane rozprawom doktorskim. a powyzsze uwagi nie

wphvwaija istotnie na ogdlng wartod¢ pracy. Oceniam ja bardzo wysoko za ogromny wktad pracy

larne podejdcie do tematu. Wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego

Ksztalcenia Podvplomowego Akademii Medycznej we Wroctawiu o dopuszezenie Autorki

Mai Jonczvk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whnosze do Wysokiej Rady o wyrdznienie Autorki recenzowanej przeze mnie pracy.

Dr hab. n. med. Agata Batdys-Waligorska
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