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Zespot wielotorbiclowatych  jajnikow (PCOS) jest  jedna z najczesciej

rozpoznawanych endokrynopatii u kobiet w wieku reprodukcyjnym, w ktorym obok zaburzen
miesigczkowania, braku owulacji, nieptodnosci 1 hiperandrogenizmu, wystepuja istotne
zaburzenia metaboliczne takie jak otylo$¢ brzuszna, insulinoopornos¢ (IR) czy dyslipidemia
aterogenna, ktore sa udokumentowanymi czynnikami ryzyka wystapienia zespotu
metabolicznego (MS).

Etiopatogeneza PCOS nie jest do konca wyjasniona. Istnieje kilka teorii PCOS bioracych
pod uwage czynniki genetyczne, przedwczesna adrenarche, zaburzenia pulsacji GnRH
powodujace nadmierne wydzielanie LH, defekt syntezy androgendéw jajnikowych i/lub
nadnerczowych, a takze insulinooporno$¢, wiazaca PCOS z zespotem metabolicznym, ktorego
czgstos¢ u kobiet z PCOS jest dwa razy wigksza niz w populacji ogdlnej. W patogenezie
zespotu metabolicznego niewatpliwa rolg oprocz IR odgrywa rowniez przewlekty stan zapalny o
niskim stopniu nasilenia, o czym $§wiadcza podwyzszone stezenia biatka C-reaktywnego (CRP) i
niektorych cytokin, zrédtem ktorych moze by¢ tkanka thuszczowa.

Pomimo wielu badan i réznych koncepcji patomechanizmu PCOS, brakuje markera dla
PCOS, ktory bylby pomocny w postawieniu jednoznacznej diagnozy, a tym samym

przyspieszylby wdrozenie odpowiedniego leczenia.

Od kilku lat publikuje si¢ coraz wigcej prac wskazujacych na udzial miRNA
w patomechanizmie réznych choréb, w tym réwniez PCOS. MiRNA sa malymi niekodujacymi
czasteczkami, ktére wiazac si¢ z regionem  niepodlegajacy translacji (3’UTR) genow
docelowych, uniemozliwiaja dalsza translacje¢ genu, regulujac wiele procesow biologicznych.
Szacuje si¢, ze miRNA moze regulowac okolo 30% gendéw czlowieka, zarowno w warunkach
fizjologicznych jak i patologicznych. Profil ekspresji miRNA w réznych ptynach ustrojowych
nie jest przypadkowy i wskazuje, ze miRNA sa wydzielane selektywnie w zaleznos$ci od stanu
patofizjologicznego, podobnie jak np. biomarkery w chorobach nowotworowych.
Nieprawidlowa ekspresja miRNA zostata juz stwierdzona u pacjentéw z cukrzyca, endometrioza,
czy nowotworami.

Dlatego tez, okreslenie profilu ekspresji mikroRNA u pacjentek z PCOS podjgte przez
Doktorantk¢ moze przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania patofizjologii choroby, utatwié

diagnostyke 1 wspiera¢ decyzje terapeutyczne.
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Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych mgr Natalii Kingi Stoki zostata

przedstawiona do recenzji jako oprawiony 115. stronicowy maszynopis zawierajacy 25 tabel i 12
ryciny, 198 pozycji piSmiennictwa utozonych w kolejnosci alfabetycznej. Praca ma typowy
uktad rozdziatow, sa to: spis tresci, wykaz Stosowanych skrotow, wstep, zatozenia i cel pracy,
material i metodyka, wyniki badan, omoéwienie wynikéw badan, wnioski, streszczenie w jezyku

polskim i angielskim, spis tabel i rycin, pismiennictwo.
Wstep

W obszernym i dobrze udokumentowanym przegladem pismiennictwa wstgpie, Autorka
pracy zdefiniowala zespot policystycznych jajnikow i Kryteria rozpoznania oraz przedstawita
jego epidemiologig.

Przedstawita tez wyczerpujaco wyniki dotychczasowych badan dotyczace patogenezy zaburzen
hormonalnych (hiperandrogenizm) i metabolicznych (otyto$¢, insulinooporno$é, zaburzenia
gospodarki wegglowodanowej 1 lipidowej, nadci$nienie tgtnicze). Wykazata si¢ dobra
znajomoscia pismiennictwa na temat warto$ci diagnostycznej tradycyjnych wskaznikow
zaburzen metabolicznych i hormonalnych w zespole PCO.

Autorka omawia badania wskazujace na genetyczne pochodzenie hiperandrogenizmu i PCOS w
modelu wielogenowego dziedziczenia, podobnie jak w cukrzycy typu 2, modyfikowanego
dodatkowo przez czynniki srodowiskowe.

W kolejnym rozdziale Autorka omawia udzial mikroRNA w regulacji funkcji uktadu
rozrodczego poczawszy od rozwoju tych narzadow do kontroli prawidlowego wzrostu
pecherzyka jajnikowego. Badania te sugeruja ze miRNA odgrywaja wazna rolg w patofizjologii
PCOS, a profil mikroRNA komorek ziarnistych pacjentek z PCOS pokazuje, ze reguluja one
apoptoze¢ i proliferacje tych komoérek. Rowniez komorki warstwy tekalnej wykazuja
nieprawidtowa ekspresj¢ mikroRNA powiazang z hiperandrogenizmem i rozwojem PCOS.
Autorka zwraca rowniez uwagg na dostgpno$¢ miRNA w ptynie pgcherzykowym. Analiza
ekspresji miRNA w ludzkim plynie pecherzykowym wykazata roznice pomigdzy stezeniem tych
czasteczek u pacjentek z PCOS w poréwnaniu ze zdrowymi kontrolami.

Odkrycie mikroRNA i wyniki badan przemawiajace za genetycznym podtozem PCOS sktonito
Doktorantke Pania mgr Natali¢ Kinge Stoka do zaplanowania niniejszych badan.



Cel pracy

Autorka pracy zalozyla, ze poréwnanie profilu ekspresji miRNA w surowicy kobiet
zPCOS i grupy kontrolnej, pozwoli na znalezienie nieinwazyjnego biomarkera choroby, a

analiza bioinformatyczna uzyskanych wynikow pomoze lepiej pozna¢ mechanizm PCOS.
Wyznaczone cele pracy to:

e Okreslenie profilu izoform miRNA w surowicy, ktérych stezenie roznicuje jak
najmocniej heterogenna grupe badana z PCOS od zdrowej grupy stanowiacej kontrolg.

e Ocena zwiazku pomigdzy roznicujacymi grupy miRNA, a parametrami
antropometrycznymi oraz biochemicznymi.

e Wytypowanie szlakow, ktore moga by¢ regulowane przez wyselekcjonowane miRNA,

majace znaczacy wpltyw na patomechanizm PCOS.

Cel rozprawy zostal sformutowany jasno, jest dobrze uzasadniony, dobor tematu oceniam jako

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

Material i Metody

W pracy doktorskiej wykorzystano zebrane wczesniej dane oraz materiat biologiczny od
pacjentek uczestniczacych w projekcie badawczym ,,Polimorfizm genu receptora CNR1, a
predyktory chor6b uktadu krazenia u kobiet z zespolem wielotorbielowatych jajnikéw” (grant
NCN nr 3188/B/P01/2010/3).

Badanie zostalo sfinansowane jako projekt uczelniany dla mlodych naukowcoéw
(STM.C120.16.012) pt.: ’Profil miRNA w surowicy u pacjentek z zespotem policystycznych
jajnikow (PCOS)” realizowanego w latach 2016-2018.

Program badah zostal zaakceptowany przez Komisj¢ Bioetyczna Uniwersytetu

Medycznego we Wroctawiu (Nr KB — 344/2016).

Do badania wykorzystano surowice krwi zamrozona w temperaturze -70° C od 15 kobiet
ZPCOS oraz 17 kobiet zdrowych stanowiacych grupg kontrolna w wieku od 19 do 38 lat
wtrakcie pobierania materiatu, zdiagnozowanych w Katedrze i Klinice Endokrynologii,
Diabetologii 1 Leczenia Izotopami Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. PCOS zostat

rozpoznany zgodnie z kryteriami Rotterdamskimi.
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Doktorantka  okreslita  doktadnie  kryteria wytaczenia z badania.

Od kazdej uczestniczki projektu zebrano wywiad chorobowy i wykonano nast¢pujace badania:
e Pomiar ci$nienia tgtniczego
e ocena parametréw antropometrycznych (masa ciata, wzrost, BMI, WHR),
e badania hormonalne (stezenie PTH, testosteronu, LH, FSH, E, , SHBG),
e badania metaboliczne (st¢zenie glukozy i insuliny, HOMA-IR, QUICKI, hsCRP),
e profil lipidowy (cholesterol catkowity, HDL-C i trojglicerydy, LDL-C (wg wzoru
Friedewalda), wyliczono AIP (atherogenic index of plasma),

U wszystkich kobiet wyizolowano catkowity RNA z surowicy, a nastgpnie przeprowadzono
syntez¢ cDNA. Ekspresj¢ 179 miRNA charakterystycznych dla surowicy, przeprowadzono z
wykorzystaniem techniki real-time PCR. Oceniono jakos¢ RNA wyizolowanego z surowicy na
podstawie nastgpujacych parametrow:

- wydajnos¢ izolacji RNA,

- obecnos¢ inhibitorow procesdw enzymatycznych podczas syntezy cDNA,
- obecnos¢ nukleaz,

- obecno$¢ RNA pochodzacego z kontaminacji materiatu komorkami lub z hemolizy.

Zweryfikowano jako$¢ danych i oceniono odsetek uzyskanych odczytéw. Poréwnano poziomy

ekspresji czastek miRNA pomigdzy grupa kontrolna a grupa badana. Uzyskane wyniki poddano
analizie statystycznej. Wartosci p mniejsze niz 0,05 zostaly uznane za istotne statystycznie.

Dla miRNA o podwyzszonej lub obnizonej ekspresji w poroéwnaniu do grupy kontrolnej
przeprowadzono analiz¢ bioinformatyczna w celu powiazania wytypowanych celéw genowych z
ich funkcjami w organizmie, przy wykorzystaniu bazy danych KEGG (ang. Kyoto
Encyclopaedia of Genes and Genomes), za pomoca oprogramowania DIANA-miRPath w wersji
3.0.

Wyniki

W omawianej pracy Autorka wykazata, ze kobiety z PCOS charakteryzowaly sig istotnie
wyzszymi  warto$ciami pomiaréw antropometrycznych (BMI, obwdd bioder, obwod talii
WHR), a takze istotnie wyzszymi stgzeniami badanych parametréow metabolicznych (st¢zenie
insuliny na czczo, wskaznik HOMA). Wskaznik insulinowrazliwosci QUICKI byt istotnie
nizszy w grupie kobiet z PCOS w stosunku do grupy kontrolnej. Nie stwierdzono roznic
istotnych statystycznie pomiedzy badanymi grupami w zakresie lipidogramu. Ste¢zenie
wskaznika zapalnego CRP byto istotnie wyzsze w grupie PCOS, aczkolwiek w obu grupach

stezenie CRP miescito si¢ w zakresie normy.
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W testach hormonalnych pacjentki z PCOS  charakteryzowaly  si¢  znaczaco

wigkszym stezeniem testosteronu catkowitego, androstendionu, DHEAS, LH oraz warto$cia
FAL.

Zespol metaboliczny (MS) zgodnie z kryteriami NCEP-ATP 111 (National Cholesterol
Education Program Adult Treatment Panel, NCEP-ATP Il1) [134] zostat stwierdzony u 26,7%
kobiet z zespotem policystycznych jajnikow.

Wyniki badan genetycznych sa wiarygodne, poniewaz zdecydowana wigkszos¢ probek
miata powyzej 90% prawidlowo zebranych odczytow.

Analiza wynikow wykazata réznice w ekspresji dwoéch miRNA w grupie PCOS
wzgledem grupy kontrolnej: hsa-let-7e-5p oraz hsa-miR-16-5p. Ekspresja izoformy hsa-let-
7e-5p byta znamiennie wyzsza w grupie PCOS niz w grupie kontrolnej. Poziom ekspresji jest
hsa-miR-16-5p byt znaczaco obnizony w grupie badanej, ale nieznamienny statystycznie w
porownaniu do grupy kontrolnej. Wykazano silna dodatnia korelacje pomigdzy miRNA
let-7e-5p, MiIRNA-99a-5p oraz mi RNA-122-5p, a st¢zeniem insuliny na czczo i wskaznikiem
HOMA. Ze wzgledu na konieczno$¢ sprawdzenia hipotezy czy w grupie badanej istnieja
rézniace si¢ podgrupy, grupg badana podzielono na podgrupg PCOS i PCOS z IR wedlug
wartosci wspolczynnika insulinoopornosci HOMA, w ktorej 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 czasteczki miR-361-5p o obnizonej ekspresji wzgledem grupy kontrolnej
wykazala istotny statycznie zwiazek z wartoscia FAI.

Tylko jedna czastka ulegata nadmiernej ekspresji w grupie badanej - hsa-let-7e-5p w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, celem genowym dla tej czasteczki w analizie

bioinformatycznej jest szlak sygnatowy PI3K-Akt.

Natomiast celem genowym dla let-7e-5p, miR-99a-5p oraz miR-122-5p okazaty si¢
cztery szlaki sygnatowe: Wnt, MAPK, szlak cukrzycy typu 2 oraz szlak sygnatowy PI3K-Akt.

Dyskusja Autorki z wynikami uzyskanymi przez innych badaczy zostala
przeprowadzona wnikliwie i $wiadczy o duzej znajomos$ci zagadnien zwigzanych z zespotem
PCO oraz z zespotem metabolicznym.

Doktorantka wykazata si¢ duza znajomo$cia piSmiennictwa na temat stosunkowo
niedawno odkrytych zwiazkoéw pomigdzy obecno$cia miRNA w surowicy pacjentek z PCOS, a

wystgpowaniem  otyloSci/nadwagi, hiperandrogenizmu, insulinoopornosci i  zespotu
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metabolicznego. Nalezy jednak podkresli¢, ze publikacji koncentrujacych si¢ na zwiazku

réznych czasteczek mikroRNA z PCOS jest niewiele, a w pismiennictwie polskim w ogdle brak
badan oceniajacych profil miRNA w surowicy pacjentek z PCOS, przeprowadzonych na
populacji polskiej.

Doktorantka w swoich badaniach wykazata, ze jedyna czasteczka, ktorej ekspresja byta
istotnie wyzsza w POCS w poréwnaniu z grupa kontrolna, byto mikroRNA hsa-let-7e-5p, ktore
pozytywnie Kkorelowalo ze stgezeniem insuliny oraz wskaznikiem HOMA pacjentek, a wigc
dwoma bardzo istotnymi zaburzeniami metabolicznymi w PCOS: hiperinsulinemia i
insulinoopornoscia. Dotychczas w zadnej publikacji nie opisywano czasteczki mikroRNA
let-7e-5p w surowicy czy innych materiatach biologicznych pacjentek z PCOS.

MIRNA let-7e-5p jeszcze bardziej roznicowalo wydzielona podgrupg PCOS z IR od
grupy kontrolnej, podobnie jak miR-99a-5p, mMIiR-122-5p oraz miR-361-5p. Autorka
przeprowadzita rowniez analiz¢ bioinformatyczna w celu powiazania wytypowanych celow
genowych z ich funkcjami w organizmie, w ktorej wykazata, Zze moga one uczestniczy¢ w
szlaku sygnatlowym Wnt, szlaku sygnalowym MAPK, szlaku sygnalowym zwiazanym z T2D,
oraz szlaku sygnatowym PI3K-Akt. Tak wigc, Autorka wykazata powiazania wytypowanych
miRNA nie tylko z PCOS, ale réwniez z pewnymi szlakami sygnatowymi, co potencjalnie moze

mie¢ znaczenie kliniczne w wykorzystaniu miRNA jako markeréw tej choroby.

Whioski:
Doktorantka podsumowuje dyskusj¢ nast¢pujacymi wnioskami:

1. ,,Obecne wyniki sugeruja, ze PCOS i jego zwiazek z dysfunkcja metaboliczna
znajduje swoje odzwierciedlenie w profilu miRNA. Moze to w przyszto$ci pomoc w
poszukiwaniu takich miRNA, ktore beda klinicznie istotne dla tego zespotu i beda
stanowily swoisty biomarker dla tej jednostki chorobowe;.

2. Ekspresja let-7¢ w surowicy byla istotnie zwigkszona u 0séb z hiperinsulinemia oraz
wigkszym wskaznikiem HOMA, réznicujac grupe PCOS od o0soéb z grupy kontrolne;.

3. Wyniki sugeruja, ze IR w PCOS wptywa na rdéznice w profilu mikroRNA
wystepujacych w surowicy, takich jak let-7e-5p, miR-122-5p, miR-99a-5p, miR-361-
5p. Odkrycia te moga pomoc ukierunkowaé poszukiwania miRNA jako klinicznie
istotnych markeréw dla PCOS 1 ich wigkszego zwiazku z dysfunkcja metaboliczng w
przysztych badaniach.

4. Analiza bioinformatyczna wykazata istnienie wielu szlakow sygnatowych

uczestniczacych w IR regulowanych przez wytypowane miRNA (szlak sygnalowy
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Wat, szlak sygnalowy MAPK, szlak sygnalowy cukrzycy typu 2 oraz

szlak sygnatowy PI3K-Akt). ,,

Whioski z przeprowadzonej pracy sa odpowiedzia na sformulowane uprzednio cele pracy
badawczej, co $wiadczy o przemyslanym zaplanowaniu pracy i realizacji wszystkich jej zatozen.

W podsumowaniu Doktorantka krytycznie ustosunkowata si¢ do uzyskanych wynikéow,
analizujac ograniczenia wykonanych badan, takie jak mata liczebnos¢ grupy badane;j i
kontrolnej, ktora by¢ moze byta przyczyna braku znamiennych réznic pomigdzy grupami w
profilu lipidowym, stgzeniu CRP czy glikemii. Zmiany stgzen niektérych miRNA rowniez
mogty pozosta¢ niezauwazone z powodu matej liczebnosci grup. Materiatem biologicznym w
tym badaniu jest surowica krwi zawierajaca rézne miRNA pochodzace z réznych typoéw
komorek, co utrudnia niewatpliwie analizg i znalezienie markeréw zwigzanych z PCOS 1

insulinoopornoscia.

Przedstawiona do recenzji praca posiada duza warto$¢ merytoryczna poniewaz dotyczy
mato poznanej roli mMIRNA w patogenezie zespotu metabolicznego i zespolu PCO. W
dostgpnym pismiennictwie niewiele jest takich badan. Doktorantka wykorzystuje w swojej pracy
znajomos¢ nowoczesnych metod molekularnych, ktérymi postuguje si¢ ze zrozumieniem zasad
poprawnego wykonania badania i analizy wynikéw, o czym $wiadczy rozdzial ,,Materiat i
Metody”.
Uwazam, ze uzyskane wyniki sa bardzo obiecujace, wnosza nowe informacje i sa cennym
wkladem w poznanie roli badanych  mikroRNA w rozwoju zaburzen metabolicznych
wystepujacych w PCOS, ale powinny by¢ potwierdzone na znacznie wigkszej grupie badanej

zanim uznamy, ze wytypowane miRNA sa biomarkerami PCOS.

Z obowiazku recenzenta chciatabym zwrdci¢ uwage na pewne watpliwos$ci nasuwajace
si¢ podczas analizy pracy, ktore powinny by¢ wyjasnione przed publikacja wynikow badania.
Na stronie 64 Autorka pisze , ze ,,Najsilniejsza okazala si¢ korelacja pomig¢dzy poziomem
ekspresji miRNA hsa-let-7e-5p, a st¢zeniem insuliny R = 0,531, p =0,00177”, podczas gdy z
Tabeli 17 str. 65 wynika, ze wspotczynnik korelacji R jest najwyzszy dla insuliny i hsa-miR-122-
5p oraz dla wskaznika HOMA i hsa-miR-99a-5p, przy podobnie niskiej warto$ci p. Co zatem
wptyngto na taka interpretacje wynikow przez Autorke.
Uwazam tez, ze w pracy naukowej nie powinno si¢ uzywac¢ wyrazen potocznych takich jak:
nadekspresjonowany, zwirowano, zwalidowac itd.

Z tekstu pracy nie wynika w jakim celu oznaczano st¢zenie PTH.



Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. Zm.). Oceniam ja bardzo wysoko za
oryginalno$¢ oraz nowatorskie i molekularne podejscie do tematu. Wnioskuje do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu 0 dopuszczenie
Autorki mgr Natalii Kingi Stoki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wnosz¢ do Wysokiej Rady 0 wyroznienie Autorki recenzowanej przeze mnie pracy.

W oy y g

Dr hab. n. med. Agata Batdys-Waligorska
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Dr hab. n. med. Agata Baldys-Waligorska, prof. nadzw.
Katedra Endokrynologii i Chorob Wewngtrznych

Wydzial Lekarski i Nauk o Zdrowiu

Krakowska Akademia im. Andrzeja Frycza Modrzewskiego
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Przewodniczacy
Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Prof. dr hab. Grzegorz Mazur

Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu

Wielce Szanowny Panie Przewodniczacy,

Przesytam recenzjg rozprawy doktorskiej lek. med. Natalii Kingi Stoki
pt.: ,,Profil miRNA w surowicy u pacjentek z zespolem policystycznych jajnikow (PCOS)"'
ktora powstata w Katedrze 1 Klinice Endokrynologii, Diabetologii 1 Leczenia Izotopami pod

kierownictwem Prof. dr hab. n. med. Marek Bolanowskiego.

Uprzejmie informujg, ze pracg oceniam bardzo wysoko, spelnia ona catkowicie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim i wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie Autorki mgr Natalii Kingi

Stoki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku

VAN T
Wodiplng

Dr hab. n. med. Agata Batdys-Waligorska



