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Dodatkowa recenzja poprawionej rozprawy doktorskiej
lek. med. Malgorzaty Zembali-Szczerby
pt.: "Rola wolnych krqzqcych plodowych kwaséw nukleinowych w etiopatogenezie
nadcisnienia tetniczego w cigzy oraz stanu przedrzucawkowego i ich potencjal
diagnostyczny” wykonanej w Oddziale Klinicznym Poloznictwa i Perinatologii Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie pod kierunkiem Pana Prof. dr hab. n. med. Huberta Hurasa.

Uwagi ogolne i uklad konstrukcji rozprawy
Przedlozona mi do recenzji poprawiona rozprawa doktorska lekarz medycyny Malgorzaty
Zembali-Szczerby obecnie liczy Iacznie 105 stron, z tego 91 stron obejmuje tekst samej
rozprawy ze streszczeniem w jezyku polskim i angielskim oraz spis zawartych w dysertacji 2
rycin i 36 tabel. Kolejne 13 stron zawiera bibliografi¢ skladajacg si¢ obecnie ze 177 pozycji
literatury w jezyku polskim i angielskim. Doktorantka na poczatku dysertacji zawarla
pomocny dla czytelnika wykaz stosowanych skrotow.

Rozdzial VI Materiat i metody oraz Rozdziat VII Wyniki to jedyne rozdzialy, ktére
zostaly poprawione, a whasciwie zmienione. W Rozdziatach tych Doktorantka wyjasnita
poprzednie zastrzezenia, co do pobierania krwi oraz opisywanych poprzednio wykonywanych
badan pozostajacych bez dalszego odniesienia do ich wynikow w dalszej czesci pierwszej
wersji dysertacji. Doktorantka w drugiej wersji dysertacji dodata wyniki badan
ultrasonograficznych, dane odno$nie wieku cigzy w czasie pobierania krwi do badaf oraz
sposobu i czasu porodu w poszczegélnych grupach: badanej wraz z podgrupami oraz w grupie
kontrolnej, wraz ze wskazaniami do cigcia cesarskiego.

Wszystkie uprzednio (w pierwszej wersji dysertacji) zamieszczone w rozdziale
Wyniki zaréwno ryciny, jak i tabele zostaly usuniete. Obecnie dysertacja zawiera 2 ryciny
oraz 36 tabel. Wszystkie s3 nowe i zostaly podane dokladnie z podaniem jednostek. Autorka
podata takze opisy tabel. Inne s3 takze wyniki uzyskane z badan wolnego DNA — ¢fDNA i
cffDNA oraz aktywnosci DNAzy.

Pozostaly niezmienione hipotezy badawcze.

Wnioski zostaly dyskretnie skorygowane, w duzej czesci whasciwie niezmienione; sa
nieco ogolne i nie stanowig odpowiedzi na cel glowny jakim bylo ,ustalenie roli wolnego
DNA w etiopatogenezie nadcisnienia tetniczego i stanu przedrzucawkowego u kobiet
cigzarnych, a takze okreslenie czy podwyzszony poziom wolnego DNA plodowego w cigzach
powiklanych jest wynikiem pojawienia si¢ tej patologii czy lezy u jej podstaw”.

Ponadto wnioski nie stanowig takze odpowiedzi na wszystkie cele szczegétowe, sg
nieprecyzyjne, nie oddaja istoty wynikéw, a niekiedy im zaprzeczaja. Np. wniosek nr 2
»Stwierdzono wyzsze wartosci poziomu cfDNA i jego frakcji pfodowej w grupie pacjentek , u
ktérych stwierdzono wystgpienie stanu przedrzucawkowego w poréwnaniu do grupy
pacjentek z izolowanym nadcisnieniem tetniczym, a zaleznos$é ta byta bardziej widoczna w
grupie pacjentek z nadcisnieniem cigzowym niz przewleklym”




A w wynikach tabela 22 strona 65 jest to zgodne dla cffDNA, ale zostal podany inny
wynik dla cfDNA:” dla NT przewlekie — 3,22 dla NT przewlekle +PE — 12,89 (czyli 4.krotny
wzrost), a dla NT cigzowe — 7,62 a dla NT cigzowe +PE — 15,04 (ok. 2. krotny wzrost).

Autorka nie daje odpowiedzi na postawiony cel szczegétowy nr 4 ,,czy podwyzszony
poziom cffDNA jest skutkiem czy przyczyng wystgpienia nadcisnienia fetniczego w cigzy”.

Dla czytelnika jest takze niejasne jak zostat opisany w dysertacji ,,model mediowanej
przez wolne plodowe DNA odpowiedzi immunologicznej prowadzqcej do wystgpienia
nadcisnienia w cigzy” — cel szczegblowy nr 5 postawiony przez Doktorantke (strona 31
dysertacji).

Skrocony zostal wniosek nr 1, a w czgsei wnioskow zniknelo odniesienie do frakcji
plodowe;.

Ponadto wnioski od nr 4 do nr 6 opisujace korelacj¢ uzyskanych wynikéw znajdujg
poparcie w wynikach korelacji przeprowadzonych jedynie w grupie badanej. Nie wykonano
analizy w/w korelacji wynikéw tych badan uzyskanych w grupie kontrolnej.

Budzi to pewne watpliwosci co do rzeczywistych wynikéw i wplywu na te wyniki
opisywanych schorzen. Byloby uzasadnione przesledzenie czy te korelacje s3 takze obecne /
istotne w grupie kontrolnej, czy tez mozna je taczy¢ jedynie z wystgpowaniem powiklan cigzy
takich, jak nadcisnienie t¢tnicze czy stan przedrzucawkowy.

Ocena korelacji w grupie kontrolnej pozwolilaby takze na odpowiedz na pytanie czy
rzeczywiscie cukrzyca cigzowa oraz subkliniczna niedoczynnosé tarczycy pozostajg bez
wplywu na poziom badanych kwaséw nukleinowych. Brak takze danych nt. korelacji cfDNA
z aktywnosciag DNAzy w grupie kontrolne;j.

Whniosek nr 5 podaje, iz ,,w grupie badanej stwierdzono dodatnig korelacje wieku
matki z poziomem cfDNA”.

Jednakze trudno zinterpretowac te dane bez odniesienia do grupy kontrolnej skoro nie
wykonano tych badan statystycznych w grupie kontrolnej. Nie jest jasne dla czytelnika
dlaczego korelacje zostaly wykonane tylko w grupie pacjentek z cigza powiklang.

Istotne znaczenie ma takze informacja, jak Autorka interpretuje te dane — czy to jest
wynik charakterystyczny jednie dla cigzamych z cigzg powiklang nadci$nieniem tetniczym i/
lub stanem przedrzucawkowym, czy tez sg to normalne trendy niezakiécone przez
wystepowanie opisywanych powiklan cigzy.

Wydaje sig, ze moze to mie¢ znaczenie dla interpretacji wynikow badan.

Autorka zaobserwowala takze w grupie badanej ,.dodatniq zalezno$é” poziomu AST i
ALT od poziomu ¢fDNA oraz AST i cffDNA oraz ,,ujemng korelacje” poziomu biatka
catkowitego zaréwno z cfDNA, jak i cffDNA.

Tutaj rowniez nie przeprowadzono analizy w/w korelacji w grupie kontrolnej i nie ma
tych danych dla grupy kontrolnej. Jednoczesnie nalezy zaznaczyé, ze wszystkie podane
warto$ci transaminaz u wszystkich pacjentek we wszystkich badanych grupach oraz w grupie
kontrolnej pozostawaly w granicach normy, za$ niewielkie przesuniecia biatka catkowitego
wydaje sig, iz nie odbiegaly w sposéb istotny od wartosci obserwowanych u kobiet
ci¢zarnych.

Czy Doktorantka moglaby wyjasni¢ celowos¢ badania takich korelacji i ich
interpretacj¢? Trudno bowiem znaleZz¢ mi wyjasnienie i uzasadnienie dla analiz tych korelacji
poziom6éw cfDNA i cffDNA z AST, ALT i poziomem biatka catkowitego.



Watpliwosci budzi takze stwierdzenie Doktorantki, iz ,,Przy uwzglednieniu liczby
zastosowanych lekéw w grupie badanej, zaobserwowano wyzszy wzgledny poziom cfDNA.
Ponadto wraz z intensyfikacjq leczenia istotnie zmienial si¢ poziom aktywnosci DNAzy —
nizsze Srednie wartosci zanotowano u pacjentek, ktérych stan wymagal wlgczenia co najmniej
3 lekow,,.

Wydaje sig, iz to nie ilos¢ lekéw wplywa na poziom c¢fDNA i DNAzy a raczej moze
cigzko$¢ schorzenia koreluje z wynikami badari cfDNA i DNAzy, co z kolei znajduje
odzwierciedlenie w koniecznosci intensyfikacji leczenia i wdrozenia politerapii.

Wydaje si¢ takze za uzasadnione przesledzenie korelacji wieku cigzowego z
poziomami cfDNA, cffDNA i aktywnoscia DNAzy oraz odpowiedzi na pytanie czy réznice
wynikéw mialy odniesienie co do przedwczesnego ukonczenia cigzy, moze i do ciezkosci
schorzenia i czy moglyby stanowi¢ wskazéwke prognostyczng mogaca mieé¢ zastosowanie
kliniczne w przysztosci.

Natomiast zaréwno rozdzial wstep, jak i rozdziat dyskusja poddane zostaly jedynie
drobnej, kosmetycznej i nieistotnej korekcie, co nie wplyneto na jako$é tych rozdziatéw. Sa to
czgsel pracy bardzo chaotyczne, z duza iloscig blgdow literowych, stylistycznych i niestety
merytorycznych. Te rozdzialy sa dosy¢ chaotyczne i trudne dla czytelnika.

Ponadto nadal pozostaje niescistosé / btad podnoszone w poprzedniej mojej recenzji
co do okreslenia zawartego w akapitach o oznaczeniach frakeji DNA (matczynej i ptodowej) i
ich odmiennego profilu metylacji. Przytoczg jeszcze raz cytaty podnoszone w mojej
poprzedniej recenzji : Na stronie 39 Doktorantka napisala cyt.: ,,Ten odcinek genomu jest
hipermetylowany w {ozysku, natomiast w komérkach matczynych wystgpuje hipometylacja®.
Natomiast na stronie 27 mamy informacje¢ cyt.: ,,cfDNA plodu jest hipometylowane”.

Jak pisatam powyzej rozdziaty Wstep i Dyskusja wlasciwie pozostaly niezmienione, a
poddane jedynie kosmetycznym poprawkom,

Wydaje sig, iz Dyskusja stanowi wlasciwie przeglad literatury i nie zawiera do kofica
odniesien do badan wlasnych Autorki. Kilka zdan takich odniesien znalazlo si¢ w sekcji
Wyniki.

Ponadto odniesienia do cytowanych artykulow i autoréw publikacji naukowych w
wielu miejscach np. Dyskusji s bledne.

Podam przyktad:

Na stronie 78 autorka napisata ,,Kim i in wykazali e istnieje pozytywna korelacja
pomigdzy stgzeniem hipermetylowanego RASSF1A..”- odnosniki do literatury w poblizu tego
stwierdzenia to 93 - praca autorstwa Jakobsen i wsp. ; 170 - to praca Galbiati i wsp. i 171 —
praca Gutensohn i wsp.

W spisie literatury mamy podang jedna publikacj¢ Kim i wsp. pod numerem 159 — jest
to Chong Jai Kim, Roberto Romero, Piya Chaemsaithong, Jung-Sun KimChronic
inflammation of the placenta: definition, classification, pathogenesis, and clinical
significance. Am J Obstet Gynecol 2015;213(4Suppl):S53-69

Jednak publikacja ta niestety nie zawiera tych danych, na ktére powotuje si¢
Doktorantka.

Pewne moje watpliwosci budzi tez poszerzenie bazy literaturowej ze 114 do 177
pozycji wiasciwie bez duzych istotnych zmian tre$ci zaréwno rozdziatu Wstep, jak i
Dyskusja.



W tych rozdzialach zostaly wprowadzone jedynie drobne, dyskretne i nieistotne
zmiany. Trudno okresli¢ jaki byl klucz dopisywania przez Autorke do wezesniejszego tekstu
dysertacji nowych cytowanych publikacji.

Nieco niezrgczne sg takze stwierdzenia Autorki odnoszace si¢ do analizy statystycznej,
np. : ,wykazano ujemng umiarkowang korelacjg”, ,,w analizie stwierdzono przeciwstawny
zwigzek poziomu cfDNA i ryzyka wystgpienia cukrzycy”.

Ogromnie doceniam wktad pracy Doktorantki w zmiang rozdzialéw: Wyniki oraz
Metody, ale niestety calo$¢ dysertacji nadal budzi zastrzeZenia natury merytoryczne;.

Biorac pod uwage powyzsze nieprawidlowosci i bledy niestety z ogromna przykroscia
stwierdzam, iz nie mogg wyda¢ pozytywnej oceny przedstawionej mi do recenzji drugiej
wersji dysertacji lek. med. Malgorzaty Zembali-Szczerby pt.: ,.,Rola wolnych krgzgcych
plodowych kwaséw nukleinowych w etiopatogenezie nadcisnienia tetniczego w cigzy oraz
stanu przedrzucawkowego i ich potencjat diagnostyczny”.
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