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Ocena
Rozprawy doktorskiej lek. Anny Krentowskiej

Pt.: ,,Ocena ekspresji wybranych mikroRNA we krwi pacjentek z réznmi fenotypami

zespotu policystycznych jajnikéw oraz ich zwigzku z zaburzeniami metabolicznymi”

Zespot policystycznych jajnikow (PCOS) jest wiodgcg przyczyng niepowodzen rozrodu i
istotnym problemem spotecznym. Zrdznicowanie fenotypowe choroby i zwigzane z tym
trudnosci diagnostyczne skutkujg opoznieniem lub w ogodle brakiem leczenia wielu
cierpigcych na te przypadtos¢ kobiet. Proby lepszego zcharakteryzowania zespotu, poznania
jego patofizjologii lub tez wytworzenia narzedzi utatwiajgcych jego rozpoznanie Ilub
przewidywanie przebiegu klinicznego sg ze wszech miar potrzebne i naukowo uzasadnione.
W przedstawionej mi do oceny pracy lek. Anna Krentowska przedstawia duzg, dobrze
scharakteryzowang grupe pacjentow z PCOS oraz grupe kontrolng o zblizonej liczebnosci,
za pomocg ktorych dazy do zrealizowania ambitnych celéw badawczych. Zgromadzony w
ramach pracy materiat kliniczny jest obszerny, uwzglednia liczne metaboliczne aspekty PCOS
oraz choréb czy tez zaburzeh z nim wspatistniejgcych. Dodatkowym, nowatorskim aspektem
pracy jest ocena wolno krgzgcych mikroRNA za pomocg techniki real-time PCR. Ta relatywnie
nowa grupa krétkich, niekodujgcych kwaséw nukleinowych zdobywa uznanie jako potencjalne
biomakrery chordb cziowieka ze wzgledu na liczne cechy predysponujgce je do tej roli, takie
jak: stabilnos¢, powtarzalnos¢ pomiaru, dobry zakres dynamiczny zmian, tatwo$¢ oznaczania
ilosciowego i potencjalne powigzanie funkcjonalne z patofizjologia wewnatrzkomorkows.
Proba zbadania mikroRNA i ich zwigzku z wystepowaniem oraz fenotypem PCOS jest
dziataniem innowacyjnym i poszerzajgcym aktualng wiedze medyczng na temat tej choroby
oraz mikroRNA.

Oceniana praca ma typowy dla rozpraw doktorskich uktad: treSciwe wprowadzenie, jasno
wyartykutowane cele szczegotowe pracy, doktadny opis metodyki badawczej, omdwienie
wynikow oraz ich bardzo dojrzatg dyskusje.
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Gtowny tekst pracy stanowi 98 stron maszynopisu,13 tabel i 15 rycin oraz 265 pozyciji

piSmiennictwa, w przyttaczajgcej wiekszosci opublikowanych na przestrzeni ostatnich 10 lat
w wiodgcych periodykach naukowych.

Nawigowanie w tak obszernym materiale molekularnym i klinicznym nie jest tatwe i ze
wzgledu na mnogos¢ mozliwych asocjacji oraz zakres stawianych pytan niemozliwe jest
wyznaczenie jednego ,poprawnego” protokotu analizy danych. Trudno o konkretne wytyczne
i okreSlenie najlepszej formy analizy, zwtaszcza w dziedzinie nowej jakg jest mierzenie
ekspresji zewnatrzkomorkowych kwasow nukleinowych w ptynach ustrojowych. Niemniej, z
obowigzku recenzenta zwracam uwage na kilka watpliwosci, jakie nasunety mi sie co do
sposobu realizacji badania i wybranej formy narracji kolejnych poroéwnan oraz wizualizacji
wynikow.

1. Kryteria selekcji pacjentéw do grup nie zostaty do konca sprecyzowane. Z uwagi na
przekrojowy charakter projektu kluczowym aspektem jest reprezentatywnosc¢ grupy
badanej i kontrolnej. Brak informaciji z jak licznej grupy pochodzity pacjentki z PCOS
oraz osoby zdrowe utrudnia ocene mozliwosci przeniesienia wynikdw na reszte
populacji. Czy Autorka posiada informacje na temat tego jak struktura cech klinicznych
obu grup ma sie do populacji zdrowej zblizonej pod wzgledem wieku oraz do ogdinego
obrazu chorych na PCOS?

2. W rozdziale ,analiza statystyczna” nie zidentyfikowatem sekcji dotyczgcej planowania
liczebnosci grupy. Jesli zrekrutowane grupy byty wynikiem kompleksowej procedury
rekrutacji wszystkich mozliwych do zbadania os6b wyrazajgcych chec uczestnictwa w
projekcie to taka analiza bytaby bezprzedmiotowa. Skoro jednak pojawia sie grupa
kontrolna o okreslonej liczebnosci a w zwigzku z planowang analizg w podgrup
pomiedzy réznymi typami obrazu klinicznego PCOS zasadne bytoby poddanie chocby
post factum analizie mozliwej do wykrycia wielkosci w wykrywalnych réznic. Czy
Autorka posiada lub rozwazata takie oszacowanie?

3. Metody oceny parametréw klinicznych, metabolicznych i laboratoryjnych nie budza
watpliwosci,co zrozumiate wobec rangi i jakosci jednostki macierzystej doktorantki. Co
do oznaczenia ekspresji mikroRNA pojawia sie jednak watpliwos¢ co do
niekanonicznej metody normalizacji. Wynikiem analizy ekspresji jest osiggniecie przez

reakcje amplifikacji fazy wykfadniczego wzrostu produktu. Liczba cykli kiedy to
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nastepuje oznaczana jest jako ,Ct’. Wartos¢ ta jest zalezna od szeregu czynnikow

klinicznych, laboratoryjnych i przedlaboratoryjnych w zwigzku z tym istotne jest
znalezienie ,wspolnego mianownika” umozliwiajgcego porownanie prébek miedzy
sobg. Jesli niektore z nich charakteryzuje wyzsze stezenie miRNA, co moze by¢
pochodng odwodnienia, wyzszego stezenia HDL lub faktycznego biologicznego
powigzania z procesem patologicznym to wartos¢ Ct miRNA moze byC nizsza. Nie
sposob jednak w oparciu o same wartosci Ct odgadngé czy obserwowana rdznica
miedzy probkami jest efektem prawdziwie biologicznym czy zaleznym od jakosci
prébki. W tym celu obliczana jest wartos¢ ,dCt” czyli réznica liczby cykli miRNA
,<Zainteresowania” oraz  jakiegos kalibratora. w badaniu ekspres;ji
wewnatrzkomorkowej istnieje  szereg znanych i powszechnie stosowanych
kalibratorbw o powtarzalnych biologicznie cechach. Dla ptynow ustrojowych takich
uniwersalnych standardow jak dotad niestety nie ma. W efekcie mozna wykorzystac
inny mikroRNA o znanej ekspresji, relatywnie statej u osob bez wzgledu na procesy
patologiczne lub syntetycznie dodawanych RNA. W niniejszej pracy do probek
pobranych od pacjentéw dodawane byto miRNA nicienia caenorhabditis elegans (cel-
miR-39) w znanej liczbie kopii i wyniki Ct miRNA pacjentéw byty normalizowane do tej
wartosci. Jest to jedna ze strategii normalizacji, jednak jej wadg wzgledem normalizacji
do miRNA (lub innego krotkiego RNA) natywnego dla probki pacjenta, jest brak korekty
na jakos¢ probki i oryginalng zawartos¢ miRNA. Jesli wiec istniat systemowy problem
z czestszym wykorzystywaniem probek grupy badanej niz kontrolnej do kolejnych
oznaczen ktory wigzatby sie z wiekszg liczbg cykli mrozenia-rozmrazania lub tez probki
réznityby sie stezeniami RNA albo wydajnoscig oczyszczania, taki efekt przenositby
sie na wartosci dCt w takim samym stoniu co na Ct miRNA znaczgcych - Ct dla cel-
miR-39 jest bowiem state i zalezne tylko od wydajnosci reakcji qPCR. Czy Autorka
rozwazata to ryzyko czy tez obcigzenie wynikow mozliwym btedem technicznym i jakie
mechanizmy kontroli jakosci byly wprowadzone by sie przed takg ewentualnoscig
uchronié?

4. Analiza poréwnawcza cech klinicznych, metabolicznych i mikroRNA pomiedzy 4
typami obrazu klinicznego PCOS naktada sie w pewnym zakresie na obraz poréwnania
PCOS+zespdt metaboliczny vs bez PCOS. Jest to scenariusz, w ktorym(w opinii
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recenzenta) powinno sie rozwazy¢ np korekte na wielokrotne poréwnania — bowiem te

same probki sg wykorzystywane do porownan w ktérych zmieniajg przynaleznosc do
grup. Rozwigzaniem purystycznym statystycznie bytoby dotgczenie grupy kontrolnej
do poréwnania z wszystkimi 4 typami PCOS i ich analiza ANOVA lub testem K-W. To
drugie rozwigzanie bytoby wskazane gtownie ze wzgledu na ewidentny brak réznic
typu IV z grupg kontrolng oraz odstawanie pozostatych typow PCOS od siebie.
Niemniej, skoro Autorka zdecydowata sie na uktad poréwnan sekwecyjnych — wpierw
grupa kontrolna vs PCOS a nastepnie podtypy PCOS, zasadnym bytoby
wkomponowanie obecnosci zespotu metabolicznego do porownan za pomocg modelu
wieloczynnikowego (PCOS vs kontrola * zespdt metaboliczny lub typ PCOS * zespdt
metaboliczny). Czy Autorka rozprawy rozwazata zastosowanie takiego wariantu
analizy i jesli tak, to co jg od tego odwiodto?

5. Zaprezentowane na rycinach 12 i 16 krzywe ROC sg, w rozumieniu recenzenta,
efektywnoscig diagnostyczng modeli regres;ji logistycznej opartej o konkretne miRNA
lub tez model wieloczynnikowy z nich ztozony (wg opiséw w legendzie panelu ryc. 12a-
d). Nie jest to klasyczna forma podawania wynikdw regresiji logistycznej. Regresja
logistyczna jest rownaniem, ktérego przedstawienie formalnie obejmuje wizualizacje
wspotczynnikdw regresiji lub ich przeksztatcenia do wartosci OR dla jednostki zmiany
zmiennych wchodzgcych w sktad modelu o 1 oraz stosownych przedziatéw ufnos$ci lub
innej miary istotnosci. O ile cze$¢ tego zapisu jest w tekscie (OR przy miRNA), trudno
jest wywynioskowaé czy dotyczg one wielu modeli, jednego czy tez jakiej$ ich
kombinacji. W mojej opinii praca wiele by zyskata gdyby znalazta sie w niej tabelka z
wynikami zbudownaych modeli klasyfikacyjnych pozwalajgcych na réznicowanie
kontroli od PCOS lub obecnoséci konkretnych dodatkowych patologii w obrebie grupy
PCOS., Skoro podawane sg krzywe ROC trudno nie spyta¢ o optymalizacje punktu
odciecia. Regresja logistyczna szacuje prawdopodobienstwo przynaleznosci do klasy
i jesli jest ono wyzsze niz 0,5 takg klase przydziela. Jesli tworzone sg krzywe ROC
mozliwa jest optymalizacja punktu odciecia dla konkretnych scenariuszy. W oparciu o
zoptymalizowane punkty odciecia wyznaczana jest czutoS¢ i swoistos¢. Takiej
informacji w pracy zabrakto. O ile wyniki wskazujg na zwigzek ekpresji miRNA z

konkretnymi stanami chorobowymi trudno jest okre$li¢ na jakim etapie diagnostyki oraz
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Z jakg skutecznoscig by one dziataly. Czy Autorka rozprawy moze wyjasni¢ jaka byta

efektywnos¢ diagnostyczna modeli klasyfikacyjnych opartych o mikroRNA (lub ich
kombinacje z cechami klinicznymi) i na ktorym etapie diagnostyki bytyby one

najbardziej uzyteczne w swietle obecnej praktyki klinicznej?

Mniej istotne uwagi merytoryczne i edytorskie to:

1. Podanie sposobu liczenia dCt. Ze wzgledu na sposéb dziatania qPCR nizsze Ct
oznacza wyzszg ekspresje i odwrotnie. dCt obliczone jako Ct(normalizator)-Ct(miR
zainteresowania) odwraca tg zaleznos¢ i nizsze dCt oznacza nizszg ekspresje
Klasycznie jednak dCt byto obliczane jako Ct(miR zainteresowania)-Ct(normalizator)
po to by w kolejnym etapie obliczy¢ 2*(-dCt) uzyskujgc wskaznik wzglednej ekspresii.
Oba systemy funkcjonujg w pismiennictwie, przy czym dla krgzgcych miRNA typowo
stosuje sie wariant pierwszy. Wyjasnienie ktére wartosci oznaczajg wyzsze a ktore
nizsze ekspresje miRNA utatwitoby lekture dyskusiji.

2. Poniewaz mikroRNA klasycznie wigzane jest z regulacjg genow poprzez ich
wyciszenie, wyzsza ekspresja miRNA powinna przektadac sie na obnizenie aktywnosci
gendw-celow i ostabienie efektorowych funkcji molekularnych. W dyskusji nagminnie
pojawia sie stwierdzenie ,zmieniona ekspresja miRNA”. To jest dos¢ duzy poziom
ogolnosci i utrudnia on okreslenie czy wyniki uzyskane w pracy sg zgodne czy tez
przeciwne wzgledem niektérych pozycji piSmiennictwa.

3. Okreslenie ,poziom” jest kalkg jezykowg z Angielskiego level, rowniez nieprecyzyjnego
wzgledem tego co faktycznie oznaczamy poprzez ocene ekspresji real-time gPCR.
Gorgco namawiam do okreslania tych wynikbw mianem ekspresji, zmudnie ,liczba

cykli” lub zargonem dCt.

Przytoczone powyzej drobne uwagi, natury bardziej redakcyjnej niz merytorycznej, nie
umniejszajg w zadnym stopniu wartosci merytorycznej rozprawy i mojej bardzo pozytywnej
opinii o tej wyrdzniajgcej sie pracy lek. Anny Krentowskiej.

W podsumowaniu stwierdzam, ze ta bardzo wartoSciowa rozprawa jest swiadectwem, iz
Doktorantka wykazata umiejetnos¢ samodzielnego rozwigzywania probleméw naukowych i
badawczych, wykazujgc potrzebng do tego wiedze jak i przygotowanie teoretyczne w zakresie

zagadnien, ktorych rozprawa dotyczy. Praca ta zawiera bez watpienia wybitne elementy
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nowosci naukowej, a przedstawione wyniki wskazujg, ze cele badawcze stawiane przez

Doktorantke zostaty zrealizowane nawet z nadwyzkg. Praca stanowi dowdd, iz Autorka w
kompetentny sposdb zgromadzita wyniki swoich obserwacji oraz w dojrzaty sposéb je
zweryfikowata.

Uwzgledniajgc warsztat badawczy, wartosci poznawcze i duze znaczenie praktyczne
dociekan naukowych z prawdziwg przyjemnoscig przedktadam Senatowi Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie lek Anny Krentowskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony pracy doktorskie;.

Jednoczesnie, ze wzgledu na nowatorskie idee i koncepcje badawcze, lezgce u zrodet
ocenianej pracy, w tym udokumentowanie roli roli mikroRNA w ksztattowaniu obrazu
klinicznego PCOS wnioskuje o wyrdznienie pracy wedtug zasad obowigzujgcych na UM w

Biatymstoku.
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