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zatytutowanej

Profil miRNA w surowicy u pacjentek z zespolem

policystycznych jajnikow (PCOS)

Zespot policystycznych jajnikow (PCOS) to najczestszy ~ heterogenny zespot
endokrynny kobiet w wieku rozrodczym, ktorego czgstos¢ wystepowania to 8-15%
populacji kobiet. Obraz kliniczny wykazuje duza zmienno$é w zaleznosci od czynnikow
etnicznych i $rodowiskowych. Do tej pory nie zostala wyjasniona dokladna patogeneza
PCOS. Wiadomo, ze na rozwoj patologii jajnikow maja wplyw m.in.: zwigkszone stezenie
androgenéw, nadmierne uwalnianie hormonu luteinizujgcego oraz wysoki poziom insuliny.
Brane sg tez pod uwage czynniki immunologiczne i stres oksydacyjny. Zauwazono czgstsze
wystgpowanie zespoiu u kobiet urodzonych zniskg masg urodzeniowa, przedwczesnie
dojrzewajacych plciowo z menarche ponizej 12 roku zycia, szczegllnie skojarzone z
nadwagg. Badane sg genetyczne podstawy wystepowania PCOS. Wytypowano geny

kandydackie odpowiedzialne za steroidogeneze, dzialanie gonadotropin, rozwéj.otytosci,
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insulinoopornos¢, czy regulacje przemian energetycznych, ale nie odkryto jeszcze zadnego z
nich jednoznacznie odpowiedzialnego za PCOS. Prawdopodobne mamy tu do czynienia z
wielogenowym dziedziczeniem tej jednostki chorobowej iznacznym wplywem na nie
czynnikdw epigenetycznych.

Prowadzone badania nad patofizjologia PCOS oraz poszukiwania nowych czynnikow,
byé moze zwigzanych etiologicznie z PCOS, poszerzajg nasza wiedz¢ na ten temat tej
choroby. Zatem cenna jest kazda inicjatywa badawcza réwniez ta, ktdra podjeta Doktorantka,
oceniajac role mikroRNA, tych matych niekodujgcych czasteczek RNA ale regulujgcych
ekspresje innych genow, w aspekcie etiologii PCOS.

Obecnie przyjmuje sie, ze miRNA moze regulowaé okolo 1/3 genéw czlowieka,
odgrywajac przez to wazng role w wiekszosci procesow biologicznych, wpltywajac m.in. na
proliferacje, apoptoze, réznicowanie czy metabolizm. W tej czgsci swojej dysertacji,
Doktorantka w spos6b niezwykle wyczerpujacy opisuje badania okreslajace rolg mikroRNA
w ukladzie rodnym kobiecym, w procesach ptodnosci, metabolizmie hormonow sterydowych
i innych oraz otyloéci. Dla mnie jako ginekologa-endokrynologa zajmujacego si¢ leczeniem
nieplodnodci kobiet z PCOS, bardzo cieckawym i bogatym informacyjnie jest podrozdzial o
roli mikroRNA w plynie pecherzykowym, w sktad ktérego wchodza min. hormony, czynniki
wzrostu, czynniki antyapoptotyczne, biatka czy nukleotydy. A rola plynu pgcherzykowego w
procesach owogenezy jest nie do przecenienia, zwlaszcza w aspekcie zespotu PCO, gdzie

objawem dominujacym tej choroby sa zaburzenia owulacji i w konsekwencji nieptodnos¢.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska liczy facznie 115 stron i posiada
klasyczny uklad dla pracy doktorskiej. Zostata podzielona na nastgpujgce rozdzialy: wstep,
zalozenia i cel pracy, material, metodyka, wyniki i ich oméwienie, wnioski, streszczenia, spis
tabel i rycin oraz pi$miennictwo. Tekst pracy poprzedzony jest spisem tresci, wykazem

zastosowanych skrotéw. Praca jest bogato ilustrowana, zawiera 12 rycin i 25 tabel.

Tresé wstepu wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne i znajomos¢
tematu badan.

Autorka jako cele pracy przedstawita:

Okreslenie profilu izoform miRNA w surowicy, ktérych stgzenie roznicuje jak

najmocniej heterogenna grupe badang z PCOS od zdrowej grupy stanowigcej kontrole.
e Ocena zwiazku pomiedzy rtoznicujagcymi grupy miRNA a parametrami

antropometrycznymi oraz biochemicznymi.
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e Wytypowanie szlakow, ktére moga by¢ regulowane przez wyselekcjonowane miRNA,

majgce znaczacy wplyw na patomechanizm PCOS.

Cele sg jednoznacznie sformulowane, interesujace z naukowego i praktycznego punktu
widzenia.

W rozdziale material przedstawia Doktorantka kryteria wigczenia i wylaczenia
badanych. Do badan zakwalifikowano 15 kobiet w wieku 19-38 lat i 17 kobiet, ktore
stanowilty grupe¢ badang. Grupa kontrolna obejmowala 17 kobiet, prawidlowo
miesigczkujacych.

W  rozdziale metodyka przedstawiono zasady rozpoznania PCOS, pomiary
antropometryczne, procedury laboratoryjne oceny parametrow i metabolicznych oraz
hormonalnych. Autorka opisuje na 13 stronach bardzo szczegdlowo procedury badan
genetycznych analizujagce miRNA, konczac ten rozdzial omoéwieniem zalozen analizy
statystycznej i bioinformatycznej

Wyniki badan zostaly przedstawione na 18 stronach, bogato ilustrowane sg przez

tabele i ryciny i sa nastgpujace:

badane z PCOS mialy znaczaco wigksze wskazniki BMI, WHR oraz obwad talii i
bioder, natomiast bez réznic pomiedzy grupami w zakresie ci$nienia tgtniczego krwi. Grupe
badang charakteryzowaly istotnie wigksze stgzenia testosteronu catkowitego, androstendionu,
siarczanu dehydroepiandrosteronu, lutropiny oraz warto$¢ FAIL Nie obserwowano réznic w
zakresie stezen biatka wigzacego hormony plciowe, folikulotropiny, estradiolu czy
tyreotropiny. Kobiety z PCOS wykazywaly znaczgco wigksze stgzenie insuliny oraz wartosci
wskaznikéw HOMA-IR, a wartoé¢ wskaznika QUICKI byla znaczaco mniejsza. Nie
wykazano natomiast r6znic istotnych statystycznie w stezeniu glukozy migdzy grupami. Nie
obserwowano znaczacych réznic w zakresie parametrow gospodarki lipidowej pomigdzy
grupa badang, a kontrolng. Istotno$¢ statystyczng wykazalo natomiast biatko C-reaktywne,
ktorego stezenie bylo wigksze w grupie badanej.

W grupie kobiet z PCOS wykazano istotnie (p=0,023) wyzsza ekspresj¢ izoformy
miRNA let-7e-5p wzgledem grupy kontrolnej. Wykazano dodatnia korelacje pomiedzy
wytypowanym miRNA let-7e-5p, a st¢zeniem insuliny na czczo (R=0,531; p=0,00177). Na
podstawie badan biochemicznych z grupy badanej wyodrebniono podgrupg z PCOS i IR,
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u ktérej wykazano réznice w ekspresji bedace istotne statystycznie dla miRNA let-7e-
5p, miR-99a-5p, miR-122-5p oraz miR-361-5p wzgledem grupy kontrolnej. Analiza korelacji
nadekspresjonowanych czgsteczek miR-99a-5p, miR-122-5p z parametrami biochemicznymi
wykazala, ze sg one zwigzane z insulinag oraz wskaznikiem HOMA. Natomiast analiza
korelacji czasteczki miR-361-5p o obnizonej ekspresji wzgledem grupy kontrolnej wykazata
zwiazek z wartoécig FAIL Po przeprowadzonej analizie bioinformatycznej zidentyfikowano
cele genowe dla let-7e-5p, ktore obejmowaly tylko jeden szlak sygnatowy PI3K-Akt.
Natomiast cele genowe dla let-7e-5p, miR-99a-5p oraz miR-122-5p wykazaly cztery szlaki

sygnalowe.

Pozwolito do doktorantce na wyciggniecie wnioskow, ktére znakomicie odpowiadajac

zalozonym celom pracy sa nastepujace:

kobiety z PCOS r6znig si¢ profilem miRNA w poréwnaniu do kobiet z grupy
kontrolnej. Istotnie zwickszona byla ekspresja let-7e-5p w surowicy kobiet z PCOS
i hiperinsulinemia oraz wigkszym wskaznikiem HOMA-IR. Dodatkowa analiza wykazala, ze
IR w PCOS wplywa na zmiany w surowicy takich miRNA jak, let-7e-5p, miR-122-5p,
miR-99a-5p, miR-361-5p. Zmienione ekspresje miRNA sa zaangazowane W wiele waznych
Sciezek sygnatowych zwiazanych z dysfunkcjami metabolicznymi wystepujacymi w PCOS
takimi jak, szlak sygnatowy PI3K-Akt, szlak sygnatowy Wnt, szlak sygnalowy MAPK czy
szlak sygnatowy cukrzycy typu 2. Wyniki te mogg poméc ukierunkowaé poszukiwania
miRNA jako istotnych markerow dla PCOS i ich wigkszego zwigzku z zaburzeniami
metabolicznymi. Potrzeba jednak dalszych badan wytypowanych miRNA przeprowadzonych
na duzo wiekszej grupie kobiet.

W liczacym 12 stron oméwieniu wynikéw badafi Doktorantka je analizuje i konfrontuje
z danymi z pi$émiennictwa. Dyskusja jest dojrzata a Autorka korzysta w niej w sposob wiasciwy z
danych z pismiennictwa. Umigjgtnie postuguje si¢ w nie] argumentami przemawiajacymi za waga
swoich obserwacji, ale takze prezentujac przeciwne dane, krytycznie przedstawia takze
ograniczenia wiasnej pracy. Powinna w tym miejscu wyrazniej zaznaczy¢ nowatorskie aspekty
swoich badan. Sposob oméwienia wynikéw $wiadezy o bardzo dobrym przygotowaniu
Doktorantki do samodzielnej pracy naukowej. Swiadczy takze o tym podrozdzial o

ograniczeniach metod badawczych.
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Pi$miennictwo obejmujace 198 pozycji, glownie anglojezycznych z ostatnich lat jest
uszeregowane w kolejnosci cytowan. Zostalo ono poprawnie dobrane i umiejetnie
wykorzystane w tekscie pracy.

Zwrécilbym uwage tylko na fakt, iz idealng grupg do badan jest grupa jednorodna
fenotypowo w PCOS, bowiem pozwala to na ustosunkowanie si¢ do ewentualnego zarzutu
odmiennosci wynikow w roznych fenotypach tej jednostki chorobowe;.
Powyzsza uwaga w niczym nie umniejsza merytorycznej bardzo wysokiej wartosci tej rozprawy.

Z satysfakcja podkreslié muszg , iz ta dysertacja jest absolutng nowoscig w Polsce ,
w zakresie badan nad rola mikroRNA w zespole PCO, uzupelniajac nasza wiedzg nad ta
ciggle niepoznang do konica choroba.

Nie zglaszam zadnych zastrzezen merytorycznych ani formalnych do tekstu rozprawy,
praca jest przejrzysta, napisana poprawnie stylistycznie.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja stanowi samodzielny fragment

badar naukowych i stanowi cenny, nowatorski wktad w poznanie etiopatogenezy PCOS.

Rozprawa doktorska pt. ,,Profil miRNA w surowicy u pacjentek z zespotem
policystycznych jajnikéw (PCOS)” magister Natalii Kingi Stoki, spetnia warunki kreslone w
art.13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki ( Dz.U. Nr 65, p0z.595, z pdZn.zm.).

Mam zatem zaszezyt przedstawié Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie magister Natalii Kingi
Stoki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie wnioskuje do Przewodniczacego Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu o wyroznienie tej pracy, bowiem jest ona
nowatorska w zakresie badan nad etiopatogeneza PCOS, jest precyzyjnie zaplanowana 1i
bezblednie przeprowadzona a dojrzata dyskusja potwierdza nie tylko duza wiedze
Doktorantki w tym zakresie , ale przede wszystkim Jej dojrzatos¢ jako badacza.
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