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mgr Ewy Paszkowskiej
pt. ,, Wykorzystanie metabolomiki w badaniach prenatalnych

plodowego zespolu Downa”

Metabolomika jest intensywnie rozwijajaca si¢ galezia nauki, przyczyniajaca si¢
do lepszego zrozumienia mechanizméw komdérkowych, w tym patomechanizméw rozwoju
i przebiegu choréb. To z kolei moze przyczynié si¢ m.in. do identyfikacji nowych markeréw
diagnostycznych i prognostycznych, zaprojektowania nowych lekéw, a takze narzedzi
stuzacych do oceny skutecznosci podj¢tego leczenia. Przedstawiona praca doktorska jest
przykladem zastosowania narz¢dzi metabolomicznych do wykrywania nieprawidlowosci
we krwi oraz plynie owodniowym wystepujacych u ci¢zarnych kobiet z ptodem obarczonym
zespolem Downa. Zaproponowang tematyk¢ badawcza uwazam za uzasadniong i wazna
z poznawczego oraz praktycznego punktu widzenia. Podjete przez Doktorantke badania wnosza
wklad w coraz glebsze poznanie patomechanizmu zlozonego zespolu wad wrodzonych
bedacego skutkiem trisomii chromosomu 21, a ich kontynuacja moze doprowadzié

do zwigkszenia obecnych mozliwosci diagnostyki prenatalnej tego zespotu wad.

Oceniana rozprawa obejmuje cykl trzech powiazanych tematycznie, wieloautorskich
artykutéw naukowych (dwéch publikacji oryginalnych i jednej przegladowej), opublikowanych
w czasopismach naukowych w latach 2018-2021. We wszystkich trzech publikacjach
Doktorantka jest pierwszym autorem. Wszystkie artykuly zostaly opublikowane
w punktowanych czasopismach naukowych, a ich taczny wspétczynnik oddziatywania (Impact
Factor) wynosi 6,629. Z zalaczonych o$wiadczen wspoétautor6w jasno wynika, ze mgr Ewa
Paszkowska pelnita wiodaca rol¢ w postawaniu prac zawartych w rozprawie, poczawszy
od tworzenia koncepcji i przegladu literatury, poprzez wykonanie czgéci eksperymentalnej,
po opracowanie otrzymanych wynikéw i przygotowanie manuskryptéw. Warty podkreslenia
i uznania jest fakt posiadania przez Doktorantke w swoim dorobku publikacyjnym az 13 innych
artykuléw oraz 3 rozdzialéw w monografiach, co $wiadczy o jej duzej aktywnosci naukowej.
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Przedstawiona dysertacja zostala wykonana pod kierunkiem dr hab. Moniki Zbuckiej-
Kretowskiej (promotora) z Zaktadu Endokrynologii Ginekologicznej i Ginekologii Wieku
Rozwojowego Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku oraz dr Pauliny Samczuk (promotora
pomocniczego) z Centrum Badan Klinicznych Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku w
zespole badaczy o duzym doswiadczeniu w prowadzeniu badan metabolomicznych. Warto
zauwazy¢, ze jedna z publikacji wiaczonych do rozprawy powstala w ramach wspoélpracy
mi¢dzynarodowej z prof. Coral Barbas z Centre of Metabolomics and Bioanalysis (CEMBIO),

jednego z najlepszych osrodkéw badan metabolomicznych w Europie.

Przedstawiona rozprawa liczy 90 stron i rozpoczyna si¢ od wykazu publikacji
stanowigcych jej podstawg, zestawienia dorobku naukowego mgr Ewy Paszkowskiej
oraz wykazu skrétéw. W kolejnej czesci rozprawy Doktorantka zawarta wprowadzenie
do poruszanej tematyki badawczej. Opisano przyczyny i objawy zespotu Downa, podzial i opis
stosowanych badan prenatalnych oraz podstawowe informacje o metabolomice. Doktorantka
zaakcentowala niewystarczalno$¢ istniejacych rozwigzan w zakresie diagnostyki zespolu
Downa i potencjal badah metabolomicznych, wykorzystujacych najnowoczesniejsze narzg¢dzia

analityczne.

Cele pracy zostaly prawidlowo i jasno zdefiniowane. Autorka wskazala dwa cele
badawcze, z ktérych pierwszy byt celem poznawczym, a drugi aplikacyjnym. Pierwszym celem
ocenianej rozprawy bylo poszukiwanie réznic w poziomach metabolitéw wystepujacych
w osoczu krwi oraz plynie owodniowym pomig¢dzy grupa ci¢zarnych kobiet, ktérych ptéd
obarczony byl zespolem Downa a grupa kobiet z ptodem o prawidlowym kariotypie. Drugi cel
stanowita ocena potencjalu diagnostycznego profilu metabolitéw wykrytych w probkach krwi
obwodowej matki w prenatalnej diagnostyce zespotu Downa. Na przeprowadzenie badan zgodg
wyrazita Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku. Probki
do badan pochodzity z jednego osrodka, ktérym byta Klinika Rozrodczosci i Endokrynologii
Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Jako metody badawczej Doktorantka uzyla nowoczesnej techniki laczonej —
chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas (LC-MS) o wysokiej rozdzielczosci.
We wszystkich eksperymentach Doktorantka zastosowala niecelowang strategi¢
metabolomiczng. Do analizy otrzymanych danych uzyto szerokiego wachlarza
specjalistycznych oprogramowan, na ktéry skladatly si¢ programy komercyjne oraz programy
w otwartym dostgpie. Specyfika nieukierunkowanych badan metabolomicznych niesie za soba

koniecznos¢ wieloetapowej analizy danych z zastosowaniem zaawansowanych narzgdzi
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bioinformatycznych. Na podkreslenie zastuguje, biorgc pod uwage przedstawione w koncowej
czedci rozprawy informacje o charakterze udziatu wspétautoréw w publikacjach, opanowanie
przez mgr Ewe Paszkowska nie tylko wymagajacej techniki analitycznej, ale takze
réznorodnych narzgdzi statystycznej analizy danych.

Wyniki oraz ich dyskusja, przedstawione w publikacjach stanowiacych rozprawe
doktorska oraz omdéwione w postaci dwunastostronicowego komentarza, pokazuja duze

zaangazowanie Doktorantki i potwierdzaja, Ze cele rozprawy zostaly zrealizowane.

Doktorantka w pierwszym etapie podjetych prac przeprowadzila przeglad dostgpnej
literatury, ktéry koncentrowal si¢ na wykorzystaniu metabolomiki niecelowanej
w badanich zaburzen pojawiajacych si¢ w okresie prenatalnym i zostal opublikowany

w czasopiSmie Expert Review of Proteomics.

W kolejnym etapie prac Doktorantka przeprowadzita analiz¢ metabolomiczng osocza
krwi pobranego od ci¢zarnych kobiet noszgcych piéd obarczony zespolem Downa
oraz kobiet stanowigcych grupe kontrolng. Obszerny zbiér danych analitycznych, uzyskany
za pomocg techniki LC-MS, zostal poddany analizie z wykorzystaniem wielowymiarowych
i jednowymiarowych metod statystycznych. Sposréd 115 zwiazkéw, ktérych poziomy
wykazywaly statystycznie istotnie réznice pomigdzy badanymi grupami cigzarnych kobiet,
zidentyfikowano 5 metabolitéw: butyrylo-L-karnityne, 3 amidy kwaséw thuszczowych oraz
piperyng. Uzyskane przez mgr Ewe Paszkowska wyniki dodatkowych analiz statystycznych
(krzywych ROC) pozwolily ponadto na zaproponowanie zwigzkéw maloczasteczkowych
o potencjalnym znaczeniu diagnostycznym w prenatalnej diagnostyce zespotu Downa. Wyniki

tego etapu badan opublikowano w czasopi$mie Prenatal Diagnosis.

Wykonana w nastgpnym etapie prac niecelowana analiza metabolomiczna prébek ptynu
owodniowego doprowadzita do wskazania metabolitéw rdznicujacych kobiety w ciazy, ktérych
pléd obarczony byt zespolem Downa oraz kobiety z ptodem o prawidlowym kariotypie.
Sposréd 114 zwigzkéw, ktérych poziomy wykazywaly statystycznie istotnie réznice pomigdzy
badanymi grupami cigzarnych kobiet, zidentyfikowano 4 metabolity: metylohistydyne,
diacetylospermine, heksanoilokarnityne oraz siarczan-p-krezolu. Doktorantka podjeta si¢ proby
interpretacji zaobserwowanych zmian w metabolomie plynu owodniowego. Szczegdlnie
interesujgca jest identyfikacja siarczanu p-krezolu stanowiaca przestanke popierajaca
koncepcje¢ osi mézgowo-jelitowej. Wyniki tego etapu badan opublikowano w czasopismie
Ginekologia Polska.



W konicowej czesci ocenianej dysertacji znajduja si¢ wnioski, kopie prac stanowigcych
rozprawe doktorska, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis literatury oraz informacje-
o charakterze udzialu wspélautor6w w poszczegdlnych publikacjach. Rozprawa zawiera
75 odpowiednio dobranych pozycji pismiennictwa. Wigkszos¢ cytowanych publikacji pochodzi
z ostatnich 10 lat, co $wiadczy o znajomosci aktualnego stanu wiedzy z zakresu poruszanej

tematyki.

Atutem zawartych w rozprawie doktorskiej badan jest wykorzystanie réznorodnego
materialu biologicznego. W zwigzku z zamiarem uzupetnienia istniejagcych metod diagnostyki
prenatalnej o oznaczanie wybranych zwigzkéw we krwi, Doktorantka wykonata analizg
metabolomiczng préobek osocza krwi. Jednakze kluczowym z punktu widzenia wyjasnienia
mechanizméw rozwoju zespotlu Downa wydaje si¢ by¢ analiza prébek ptynu owodniowego,
Jjako materiatu niosacego duzo informacji o stanie plodu. Za szczegdlnie warto$ciowe uwazam
ponadto dopasowanie poréwnywanych grup kobiet cigzarnych, ktérych prébki zostaly
wiaczone do badan. Warto zauwazy¢, ze metabolom cztowieka ulega zmianom pod wplywem
réznych czynnikéw fizjologicznych, patologicznych i srodowiskowych, takich jak wiek, plec,
dieta, choroby, stosowane leki czy uzywki. Dlatego wazne jest odpowiednie zaprojektowanie

badania i dobdr odpowiedniej grupy kontrolnej (poréwnawczej).

Wywiazujagc si¢ z obowiazku recenzenta, chcialabym przedstawi¢ kilka pytan

oraz zagadnien do dyskusji i proszg o ustosunkowanie si¢ do nich w trakcie publicznej obrony:

1) Ze wzgledu na matg liczebno$¢ badanych grup kobiet cigzarnych Doktorantka mogtaby
rozwazy¢ przeprowadzenie dalszych badan w celu potwierdzenia zaobserwowanych
réznic w profilu metabolicznym krwi obwodowej i plynu owodniowego.

2) W ramach badan do niniejszej rozprawy analizowano dwa rézne materialy biologiczne
—osocze krwi oraz plyn owodniowy. Prosze o skomentowanie réznic metodologicznych
W postepowaniu z wyzej wymienionymi matrycami, obejmujacych m.in. zastosowanie
innej kolumny chromatograficznej czy tez innej objetosci mieszaniny ekstrakcyjnej
dodanej podczas procedury przygotowania probki. Ponadto z czego wynikalo
zastosowanie roznych kryteriow podczas etapu filtrowania uzyskanych danych
spektralnych? W przypadku probek ptynu owodniowego do dalszych analiz
wyselekcjonowano powtarzalne sygnaly zarejestrowane przynajmniej w 50% probek
kontrolnych, a w przypadku osocza warto$é ta wynosita 80%.

3) W czgsci dotyczacej analizy danych Doktorantka poruszyla kwestie wystepowania

brakéw danych (ang. missing values) i stwierdzila, Zze zastgpiono je ,adekwatna
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wartoscig”. Prosze o doprecyzowanie, jakimi warto$ciami zastgpowano brakujgce dane.
W publikacjach stanowiacych rozprawe tez brakuje takiej informacji.

4) Na metabolom danej probki sktadaja si¢ matoczasteczkowe zwiazki o zréznicowanych
wiasciwosciach fizykochemicznych, réznych masach, wystgpujace na réznych
poziomach stgzen. W zwigzku z tym zadna z obecnie wykorzystywanych technik
analitycznych nie pozwala na analiz¢ wszystkich metabolitow wystepujacych w probcee.
Mozna stwierdzié, ze zakres informacji na temat profilu metabolicznego badanej probki
ograniczony jest zastosowang metodg analityczng. Chcialabym, zeby Doktorantka
zaproponowala inne komplementarne metody lub modyfikacje zastosowanej metody,
ktére mozna by bylo zastosowaé do kontynuacji podjetych badan, aby zwigkszy¢
mozliwosci wykrycia réznicujacych metabolitbw zwigzanych z wystgpowaniem
plodowego zespotu Downa.

5) W calej rozprawie przy podawaniu wartosci liczbowych uzywano kropki zamiast
przecinka. Domyslam sig, ze przyczyna tych blgdow byto zbyt pochopne przelozenie
tekstu z jezyka angielskiego na jezyk polski.

6) Ryciny 1 i 2 nie posiadaja podanego zrédia ani informacji o tym, czy stanowig one
opracowanie wiasne Doktorantki.

7) W Tabeli 1 brakuje informacji o tym, czy podane wartosci p uwzgl¢dniajg korekte
zwigzang z wielokrotnymi poréwnaniami (jednoczesnym testowaniem wielu hipotez).
Jedynie w publikacji poswigconej ptynowi owodniowemu Doktorantka wspomina
o zastosowanej korekcie Benjamini-Hochberga.

8) W pracy nie uniknigto drobnych btedéw interpunkcyjnych oraz okreslen nie bedacych
precyzyjnym jezykiem naukowym, np. polaryzacja pozytywna i negatywna zamiast
dodatnia i ujemna czy tez niezbyt trafnego thumaczenia missing values jako ,,puste

pola”. Powyzsze drobne bledy nie obnizaja wartosci rozprawy.

Podsumowujac, przedstawiona praca doktorska koncentruje si¢ na poszukiwaniu zmian
w  metabolomie krwi oraz metabolomie plynu owodniowego zwiazanych
z wystepowaniem zespotu Downa oraz okreslenia uzytecznosci tych zmian jako markeréw
diagnostycznych tego zespolu wad. Badania zawarte w dysertacji posiadajg zatem nie tylko
warto$¢ poznawcza, ale takze potencjat aplikacyjny wnoszac wkiad w rozwéj nowych metod
w prenatalnej diagnostyce zespotu Downa. Zastosowana nowoczesna metodologia, opierajaca
si¢ na technice LC-MS, potwierdza wysokie kwalifikacje analityczne Doktorantki oraz wysokie
umiejetnosci z zakresu analizy i interpretacji danych. Mgr Ewa Paszkowska wykazala sig



znajomoscig szeregu programéw i testéw umozliwiajgcych stosowng analize statystyczna
wynikéw, a wiaczona do cyklu publikacja przegladowa oraz rzetelna dyskusja wynikéw

$wiadczg o specjalistycznej wiedzy i zdolnosci do krytycznej analizy literatury naukowej.

Biorac pod uwagg powyzsze, stwierdzam, ze oceniana dysertacja spelnia ustawowe
wymagania stawiane rozprawom doktorskim i wnioskuje do Senatu Uniwersytetu Medycznego

w Bialymstoku o dopuszczenie mgr Ewy Paszkowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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