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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Ewy Paszkowskiej:

» Wykorzystanie metabolomiki w badaniach prenatalnych
plodowego zespolu Downa”

Wiasciwe leczenie chordb oraz poprawa jakosci zycia oséb z réznymi problemami
medycznymi jest mozliwa tylko wtedy, gdy udaje si¢ w sposob prawidtowy postawi¢ diagnoze
medyczng. W tym procesie niezbgdny jest nie jeden czlowiek, a caly zespot zaangazowany w
proces diagnostyki roznicowej, badan laboratoryjnych, badan obrazowych i wielu innych
procedur i testow. Dzigki naukowemu zaangazowaniu wielu os6b na $wiecie pojawiaja sie
doniesienia dotyczace nowych teorii i dowodow. Niezmiennie cieszy zatem fakt dynamicznego
rozwoju nowych kierunkéw w dziedzinach, w ktérych poklada si¢ ogromne nadzieje z punktu
widzenia potencjalnej przydatnosci klinicznej. Bez watpienia wlasnie taka dziedzing nauki jest
metabolomika. Jest to obszar nauki skupiajacy si¢ na analizie zwigzkow drobnoczasteczkowych
wykrywanych w réznorodnym materiale pochodzenia biologicznego, bedacych gléwnie
produktami przemiany materii tworzacymi tzw. ,metabolom”. Szczegélng grupa badana sa
pacjentki ci¢zarne, u ktorych poszukuje si¢ réznego rodzaju markeréw mogacych sugerowac
potencjalne powiklania przebiegu cigzy, ale takze chorob matki lub plodu. Trisomia 21 pary

chromosomow jest najczesciej wystepujgca u ludzi aberracja chromosomowa. Zespot Downa
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charakteryzuje si¢ nie tylko wystgpowaniem anatomicznych wad wrodzonych, ale takze wiaze
si¢ z r6znego stopnia uposledzeniem intelektualnym. Wspolczesna wiedza medyczna pozwala
na przeprowadzenie badan przesiewowych o bardzo wysokim wspétczynniku wykrywalnosci
oraz bardzo niskim odsetku wynikéw fatszywie dodatnich. Niemniej jednak, jak dotad jedynym
sposobem na stuprocentowe potwierdzenie aberracji chromosomowej u plodu jest pobranie
materiatu  biologicznego pochodzenia plodowego poprzez przeprowadzenie prenatalnej
diagnostyki inwazyjnej. Dlatego tez kazda proba poszukiwania dodatkowych nieinwazyjnych
marker6w wad genetycznych lub zwigkszenia skutecznosci testow przesiewowych ma nie tylko
wazny aspekt naukowy, ale takze niezaprzeczalny istotny aspekt kliniczny. Praca doktorska
mgr Ewy Paszkowskiej: ,,Wykorzystanie metabolomiki w badaniach prenatalnych plodowego
zespotu Downa” jest wartosciowa proba wykorzystania metabolomiki do poszukiwania
nowych parametréw w diagnostyce aneuploidii u ptodu. Nie bez znaczenia ma takze fakt, ze
promotorem niniejszej pracy doktorskiej jest dr hab. n. med. Monika Zbucka — Kretowska,
ktora wiele lat swojej pracy naukowej pos$wigcila metodom ,,omicznym” w diagnostyce

prenatalnej i czuwala nad najwyzszym poziomem naukowym ocenianej Dysertacji.
Doktorantka wyodrebnila dwa jasno sformulowane cele Dysertacji:

. Uzyskanie profilu metabolitéw réznicujacego krew obwodowa oraz ptyn owodniowy
kobiet bedacych w cigzy z pltodem z zespolem Downa od cigzarnych z prawidlowym
kariotypem ptodu.

. Ocena potencjatu diagnostycznego profilu metabolitéw z obwodowej krwi matki w

prenatalnej diagnostyce zespotu Downa.

Rozprawa doktorska mgr Ewy Paszkowskiej ma forme spojnego tematycznie cyklu trzech
artykutow (dwie prace oryginalne oraz jedna praca pogladowa). Nalezy podkreslié, ze we
wszystkich publikacjach doktorantka jest pierwszym autorem. Laczna punktacja publikaciji
wiaczonych do rozprawy doktorskiej (wspotezynnik oddziatywania Impact Factor) to 6.629
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oraz 105 punktéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Nalezy zaznaczy¢, Ze kazda z
prac zostala poddana krytycznej ocenie recenzentow przed publikacja w czasopismach

naukowych, co dodatkowo potwierdza wysoka warto$é poznawczg prezentowanych wynikow.

Rozprawa doktorska mgr Ewy Paszkowskiej liczy 90 stron i ma uktad klasyczny dla
prac doktorskich w formie cyklu publikacji. Sktada si¢ ze: spisu tresci, wykazu publikacji
skladajacych si¢ na Dysertacje, wstgpu teoretycznego do omawianego zagadania, celow pracy,
oméwienia publikacji wchodzacych w sklad rozprawy, kopii publikacji, oswiadczen

wspolautoréw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz pimiennictwa.

Uzyskane wyniki oraz dyskusja zostaly zawarte w przykladnie napisanych
publikacjach, ktore skiadajg si¢ na rozprawe doktorskg mgr Ewy Paszkowskiej. Pierwsza z
prac: ,, Untargeted metabolomics: an overview of its usefulness and future potential in prenatal
diagnosis” jest praca pogladowa i stanowi bardzo wyczerpujacy wstep teoretyczny do
podjgtego przez Doktorantke tematu. W manuskrypcie Doktorantka wykorzystala artykuly
medyczne opublikowane do dnia 30 kwietnia 2018 roku. ELacznie przeglad literatury obejmuje
wyselekcjonowane 23 publikacje naukowe prezentujace badania dotyczace tematyki
wykorzystania metabolomiki w badaniach prenatalnych. W publikacji mgr Ewa Paszkowska
bardzo szczegélowo i w sposob usystematyzowany ocenia w jakim stopniu niecelowana
metabolomika byla do tej pory wykorzystana do badania wybranych patologii ciazy.
Doktorantka zebrata sze$¢ prac poswigconych aberracjom chromosomowym plodu, dziewieé
poruszajacych tematyke porodu przedwczesnego, po dwie prace dotyczace zapalenia bton
plodowych, wady cewy nerwowej i niskiej masy urodzeniowej oraz po jednej pracy skupionej
wokot zagadnien dotyczacych wrodzonych wad serca plodu oraz rozszezepu kregostupa.
Przeglad literatury wykazal, ze w badaniach z wykorzystaniem technik metabolomicznych u
kobiet ci¢zamych z najczesciej wystepujacymi aberracjami chromosomowych u plodu
(trisomia 21, 18 i 13) skupiano si¢ przede wszystkim na obserwacji zmian albo we krwi, albo

w moczu matki. Najczestsze roznice dotyczyly zmian stezenia kwaséw 2-
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hydroksybutanowego, 3-hydroksybutanowego i metylohistydyny, ktére wiazano gléwnie z
zaburzeniami rozwoju ukladu nerwowego oraz wzrostem stresu oksydacyjnego.
Przeprowadzony przeglad literatury wykazat takze, ze liczba prac, ktére oceniaja réznice stezen
metabolitow jednoczesnie w plynie owodniowym i surowicy pomiedzy kobietami w
fizjologicznej ciazy oraz w cigzy z zespolem Downa u ptodu jest znaczaco ograniczona. Jest to
bardzo wazna informacja, ktéra potwierdza unikalny charakter przeprowadzonych przez

Doktorantke badan.

Dwie kolejne prace z cyklu stanowiacego Dysertacje to: .,Maternal plasma metabolic
fingerprint indicative for fetal Down syndrome” oraz ,, Amniotic fluid metabolic fingerprinting
indicated metabolites which may play a role in the pathogenesis of foetal Down syndrome — a
preliminary report”. Doktorantka przeanalizowala osocze od 12 oraz plyn owodniowy od 13
pacjentek z zespotem Downa u ptodu oraz poréwnata swoje wyniki do grup kontrolnych. W
wyniku przeprowadzonych badan mgr Ewa Paszkowska wyodrebnita liste metabolitow z plynu
owodniowego i osocza krwi obwodowej roznicujacych profile metaboliczne kobiet ciezarnych
w zaleznosci od kariotypu plodu. Dodatkowo w celu oceny potencjatu diagnostycznego
metabolitow osocza Doktorantka przeprowadzita rowniez analize krzywych ROC uzyskujac
najlepsze wyniki dla piperyny oraz kombinacji amidu kwasu linolowego i piperyny. Uzyskane
wyniki potwierdzajace miedzy innymi istotnie mniejsze stezenie zwiazkéw z grupy
acylokarnityn zar6wno w plynie owodniowym (heksanoilokarnityna), jak i w osoczu matki
(butyryl-L-karnityna) mogg sugerowaé etiologi¢ czgsciej wystepujacych u oséb z zespolem
Downa choroby Alzheimera oraz cukrzycy typu 2. Dodatkowo Doktorantka sugeruje na
podstawie przeprowadzonej przez siebie analizy i potwierdzonej obecnosci siarczanu p-krezolu
w plynie owodniowym, Ze teoria sterylnosci ptynu owodniowego wymaga dalszych badan i
potwierdzenia. Wniosek ten jest zgodny z wynikami analiz innych badaczy oceniajacych

srodowisko wewnatrzmaciczne, w ktorym rozwija si¢ ptod.
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W wyniku przeprowadzonych badan mgr Ewa Paszkowska sformulowala wniosek, ze
metabolom ptynu owodniowego kobiet ciezarnych istotnie rozni si¢ skladem w zaleznosci od
kariotypu ptodu. Nalezy tym samym podkresli¢, ze uzyskane wyniki dostarczyly odpowiedzi

na postawione przez Doktorantke cele szczegotowe Dysertacji.

Rozprawa napisana jest jasno, pod wzgledem redakcyjnym nie budzi zastrzezen.
Niemniej jednak z obowiagzku recenzenta pragng zwréci¢ uwage na stosowana przez
Doktorantk¢ nomenklature: w literaturze stosuje si¢ nazwe .,przezierno$é¢ karku”, a nie
~przeziernos¢ karkowa”. Za niefortunne uwazam takze sformulowanie ..niemozliwe
uwidocznienie prawidtowej osyfikacji kosci nosowej”, ktore ma dotyczyé plodéw z zespotem
Downa. Pragne podkresli¢, ze brak kosci nosowej (hypoplazja kosci nosowej) oceniana w
badaniu USG migdzy 11-13 tygodniem cigzy stanowi tak zwany marker dodatkowy i nie
swiadczy jednoznacznie o zespole Downa. Jest to marker, ktéry jedynie poprawia wskaznik
wykrywalnosci (DR — detection rate) testu zlozonego. Wedtug danych literaturowych kosé
nosowa jest nieobecna u okoto 60% przypadkéw plodow z trisomig 21, u 50% plodéw z
trisomig 18 oraz u 30% plodéw z trisomig 13. Nalezy zatem podkresli¢, ze pewien odsetek
prawidlowych genetycznie plodow moze mie¢ stwierdzona hypoplazje kosci nosowej w

badaniu USG 1 trymestru.

Za niefortunne sformulowanie uwazam takze zdanie ,,ilo$¢ frakcji ptodowego DNA w krwi
matki szacowana jest na okolo 4%”, poniewaz $rednie stezenie frakcji ptodowego wolnego
DNA (cffDNA) w surowicy matki wynosi okoto 10% - takze wedlug cytowanej przez
Doktorantke pracy autorstwa Ashoor et al. (Ultrasound Obstet Gynecol, 2013) zakres stezenia
cffDNA w surowicy matki raportowany byl w granicach miedzy 7.8-13.0%. Wspomniana
przez Doktorantk¢ wartos¢ 4% to uznana przez wielu badaczy dolna granica stezenia frakcji
ptodowej wolnego DNA do uzyskania wiarygodnego wyniku badania w tescie z wolnym
ptodowym DNA. Nie moge takze zgodzi¢ si¢ ze stwierdzeniem, ze testy z cffDNA mozna
stosowa¢ wylgcznie w cigzach pojedynczych. Testy z cffDNA zostaly zweryfikowane w wielu
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roznych grupach pacjentek i mozna je wykonywaé takze w cigzach blizniaczych i to zaréwno

jedno 1 dwukosmowkowych.

Uwage recenzenta zwrécil rowniez sposob analizy danych z niecelowanych badan
metabolomicznych opartych na spektrometrii mas. Uwazam, ze dodatkowego wyjasnienia
wymaga opis zastosowanego algorytmu umozliwiajacego zastgpienie problematycznych
»pustych p6l”. Nalezy pamigta¢ takze, aby w opisie wynikow méwié o ,.stezeniu” danej

substancji, a nie o jej poziomie.

Pragne nadmienic takze, ze w manuskryptach Doktorantka cytuje ryzyko poronienia zwiazane
z wykonaniem procedurami inwazyjnymi rz¢du 0,5 - 3%. Dostepne sa jednak bardziej aktualne
publikacje, ktére wykazaly znacznie mniejsze ryzyko zwigzane z diagnostyka inwazyjna (Beta,
J., W. Zhang, S. Geris, V. Kostiv, and R. Akolekar. "Procedure-Related Risk of Miscarriage
Following Chorionic Villus Sampling and Amniocentesis." Ultrasound Obstet Gynecol 54, no.
4 (Oct 2019): 452-57 oraz Salomon, L. J., A. Sotiriadis, C. B. Wulff, A. Odibo, and R. Akolekar.
"Risk of Miscarriage Following Amniocentesis or Chorionic Villus Sampling: Systematic
Review of Literature and Updated Meta-Analysis." Ultrasound Obstet Gynecol 54, no. 4 (Oct
2019): 442-51.) . Nalezy takze podkresli¢, Ze poza opisywang przez Doktorantke amniopunkcja
istnieje mozliwo$¢ wykonania biopsji kosmowki w cigzach przed 15. tygodniem oraz
kordocentezy po 18. tygodniu cigzy. Dlatego tez obecnie, ze wzgledu na wieksze ryzyko
powikian nie stosuje si¢ wspomnianych przez Doktorantke tzw. ,,amniopunkcji wezesnych”
pomigdzy 11 — 14 tygodniem cigzy. W tym czasie preferowanym zabiegiem jest zdecydowanie

przezbrzuszna biopsja trofoblastu (CVS).

Nalezy takze zaznaczy¢ stosunkowo mala liczebnos¢ grup badanych, co potencjalnie moze
wplywac na otrzymane wyniki. Jednak liczebno$¢ badanej grupy nie odbiega od grup w innych

badaniach o podobnej tematyce i z wykorzystaniem podobnego warsztatu badawczego.
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Pragng podkresli¢, ze wymienione przez recenzenta uwagi nie umniejszaja wartosci
merytorycznej Dysertacji. Przed ostateczng oceng przedstawionej mi do recenzji Dysertacji,
cheiatbym zwréci¢ uwage na catoksztatt dorobku naukowego Doktorantki - jest autorka lub
wspotautorkg wielu prac naukowych o tacznej liczbie wspotczynnika oddziatywania ponad 51

oraz 915 punktéw MNiSW. Serdecznie gratuluje Doktorantce i zycze dalszych sukcesow.

Rozprawa doktorska spetnia wszystkie warunki okres§lone w art. 13 Ustawy z dnia
14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr 65, poz. 595 z pozn.zm.) oraz art. 179 ust.1 z dnia 03.07.2018 Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 z
poézn.zm.). Dlatego tez, biorge pod uwage wysoka warto$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej
mgr Ewy Paszkowskiej wnosz¢ do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o

dopuszczenie mgr Ewy Paszkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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