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Recenzja pracy doktorskiej lek. Mateusza Kunysza pt.: ”Ocena wybranych markerow

epigenetycznych u pacjentek w cigzy powiklanej cukrzycq cigzowq”.

Hiperglikemia jest najczestszym powiklaniem metabolicznym wystepujacym w ciazy,
co czyni ja wyjatkowo istotnym tematem we wspolczesnym potoznictwie. Obecnie
odnotowuje si¢ wzrost czestosci wystepowania zaréwno cukrzycy cigzowe] (ang. Gestational
Diabetes Mellitus, GDM), jak i przedciazowej (ang. Pregestational Diabetes Mellitus, GDM),
gtownie typu 2. Za wzrost ten odpowiedzialna jest migdzy innymi obserwowana obecnie
wéréd mlodych kobiet ,,epidemia” nadwagi i otytosci, pézniejsze macierzynstwo, styl zycia, a
takze liczne czynniki srodowiskowe.

Hiperglikemia zwigzana jest z wieloma powiklaniami wystepujacymi w cigzy,
w okresie okoloporodowym oraz po porodzie. GDM zwigksza u cigzarnej ryzyko stanu
przedrzucawkowego, wielowodzia, makrosomii ptodu mogacej prowadzi¢ do porodu
zabiegowego, uszkodzenia kanatu rodnego, dystocji barkowej z jej potencjalnie negatywnymi

konsekwencjami, a nawet do zgonu okotoporodowego noworodka.



Kobiety Z hiperglikemig w cigzy narazone g
na siedmiokrotnie wigksze ryzyko pézniejszego rozwoju cukrzycy (gléwnie typu 2).
Zwigkszone jest réwniez ryzyko zespotu metabolicznego, chorob uktadu krazenia, nerek,
watroby 1 siatkéwki. Natomiast u dzieci matek z GDM obserwuje si¢ zwigkszone ryzyko
wystapienia hipoglikemii we wezesnym okresie po porodzie, hiperbilirubinemii wymagajacej
fototerapii, a w dorostym zyciu cukrzycy typu 2, otylosci i chorob sercowo-naczyniowych.
Istniejg rowniez doniesienia sugerujace zwigzek miedzy GDM zwickszonym ryzykiem
wystgpienia zaburzen ze spektrum autyzmu u dzieci 1 zespotu nadpobudliwosci
psychoruchowej z deficytem uwagi (ang. attention deficit hyperactivity disorder, ADHD).

Dyskusje na temat sposobu diagnostyki hiperglikemii w cigzy trwaja od lat 60. XX
wieku. Obecne strategie diagnostyczne obejmuja powszechne badania przesiewowe u kazdej
cigzarnej (FIGO, SOGC i ACOG) oraz badania wybidrcze - uzaleznione od czynnikow
ryzyka GDM (NICE). Rekomendacje dotyczace dawki glukozy oraz liczby pomiaréw stezen
glukozy sg nieco odmienne w zaleceniach réznych towarzystw naukowych. Przykladem mogg
by¢ tu zalecenia ACOG rekomendujace wykonanie testu przesiewowego z wykorzystaniem
50g glukozy i dopiero w przypadku nieprawidlowego wyniku - testu obciazenia 100g glukozy
z czterokrotnym pomiarem stezenia glukozy. Wiekszo$¢ wytycznych europejskich, w tym
PTD i PTGiP zaleca natomiast wykonanie testu obcigzenia 75 g glukozy i pomiar stezen na
czczo, po godzinie oraz po dwdch godzinach. Powyzszy test wykonywany powinien by¢ u
kobiet z grup ryzyka juz w I trymestrze ciazy (w przypadku prawidlowego wyniku
powtarzany na dalszym etapie ciazy), natomiast u pozostatych cig¢zarnych miedzy 24-28 tc.
Nie moze umknaé naszej uwadze, ze objecie badaniami calej populacji cigzarnych kobiet jest
kosztowne oraz spotyka si¢ niejednokrotnie z oporem ze strony kobiet, m.in. ze wzgledu

dyskomfort zwigzany z licznymi pobraniami krwi. W zwigzku z powyzszym stale



poszukiwane sg nowe metody diagnostyczne, a takze bardziej doktadne i uzyteczne wskazniki

predykcyjne i prognostyczne u pacjentek ciezarnych z cukrzyca.

Tym samym wybor tematu pracy doktorskiej lek. Mateusza Kunysza wydaje sie jak
najbardziej uzasadniony, a uzyskane wyniki mogg przyczyni¢ si¢ do poszerzenia wiedzy
dotyczacej innych, nowych metod diagnostycznymi a moze i prognostycznych wystgpienia

hiperglikemii w cigzy.

Przestawiona mi do oceny praca ma ukilad typowy dla rozpraw doktorskich.
Z obowigzku recenzenta podaje, ze praca liczy 106 stron, w tym 17 strony stanowig wstep
i przeglad pismiennictwa, a 3 strony to opis materialu i metod badawczych. 45 stron zajmuje
opis uzyskanych wynikow, 11 stron to dyskusja i wnioski. W pracy zawarte zostalo
streszczenie polskie i angielskie. Zestawiono 132 pozycji pismiennictwa, w tym wigkszos¢ to

prace opublikowane po roku 2015. Opis wynikéw uzupemiony jest 8 tabelami i 53 rycinami.

We Wstepie, w sposoéb rzeczowy, w oparciu o dobrze dobrane pi$miennictwo,
Doktorant przedstawia aktualng wiedze dotyczaca m.in. rozpoznania, klasyfikacji,
epidemiologii, czynnikéw ryzyka, etiopatogenezy, powiklan oraz leczenia cukrzycy
rozpoznanej w cigzy. W dalszej czesci Wstepu znajduje sie opis roli 1 znaczenia epigenetyki
w mechanizmach powstawania i regulacji cukrzycy. Doktorant szczegélowo omawia temat mi
RNA, czyli niekodujacych czasteczek RNA, z analizg mechanizmu powstania, regulacji, a
takze funkcji i transportu miRNA. Dalej opisany zostal prawdopodobny zwigzek miR-16-5p z
insulinoopornos$cig, rola miR-222-3p w procesie zapalnym i opornosei na insuling wywolang

przez estrogeny oraz zwigzek miR-21-5p z dziataniem i wydzielaniem insuliny.



Uzywane w teks$cie przez Doktoranta zwroty oraz sensowy podzial na okreslone

podrozdziaty pozwala czytelnikowi poja¢ funkcje poszczegdlnych rodzajow miRN oraz

zrozumie¢ zasadno$¢ wyboru konkretnych czasteczek RNA poddanych analizie w dalszej

czesei pracy doktorskij.

Przedstawiony przeglad pismiennictwa swiadczy o duzej znajomosci przez Doktoranta

problematyki cukrzycy rozpoznanej w ciazy, epigenetycznych aspektéow insulinoopornosei

oraz wspoélczesnych badan analizujgcych mechanizmy regulacyjne w cukrzycy cigzowe;.

Moje uwagi do tego fragmentu pracy doktorskiej to:

1.

Strona 8: FIGO dzieli cigzarne chore na: cukrzyce rozpoznang w cigzy i cukrzyce
cigzowg a nie na cukrzyce w ciazy i cukrzyce cigzowa

Tabela 2: rozpoznanie cukrzycy cigzowej wystgpuje przy wartosciach powyzej
podanych w tabeli a nie ponizej

Strona 13; co to znaczy, ze ,poziom glukozy we krwi plodu jest adekwatny do
poziomu glukozy u matki, lecz nieco nizszy”?

Strona 14: o jakie substancje chodzi, ktére wg Autora zakldcajg rownowage
hormonalng i zwickszaja ryzyko wystapienia GDM?

Co Autor rozumie pod pojeciem: ,,zaburzenia w réwnowadze angiogenezy” lub Ze

,» pfodowe powikltania zaleza od czasu ekspozycji”— strona 15.

Na stronie 21 Doktorant stwierdza, Ze: ,.istnieje zainteresowanie czy miRNA sa
biomarkerami dla nieznanych czynnikéw etiologicznych” — zdanie to wg mnie nie jest
do konca zrozumiate. Podobnie budzi mojg watpliwos¢ stwierdzenie, ze ” miRNA to
idealni kandydaci na biomarkery, poniewaz technologie stosowane do ich wykrywania

sg specyficzne 1 czute” — to chyba troche za mato, zeby by¢ idealnym biomarkerem?



7. Co Autor ma na mysli piszgc, ze ,,mi RNA-222-3p ...jest silnie konserwatywny u

kregowcoOw”? — strona 23

Celem gtownym Doktoranta bylo proba okreslenia zwigzku miedzy wybranymi
czynnikami epigenetycznymi (miRNA) a wystepowaniem cukrzycy cigzowej oraz migdzy
analizowanymi czynnikami epigenetycznymi a wybranymi parametrami takimi jak m.in.;
stezenie glukozy, insuliny, wskaznikiem Homa czy BMI.

Dodatkowo Autor przedstawit ambitng hipoteze badawczg, ktorg bylo proba
odpowiedzi na pytania czy stezenie wybranych miRNA moze by¢ przydatne w diagnostyce i
monitorowaniu przebiegu cukrzycy. Tutaj mam jednak watpliwo$é czy projekt badania, jego
zakres, badana populacja i uzyte metody dajg szanse¢ uzyskania odpowiedzi na tak, jeszcze raz

podkresle, ambitne cele.

W rozdziale Materiat i Metody Doktorant przedstawit populacje badanych kobiet oraz
uzyte metody badawcze. Badania prowadzono w Pododdziale Perinatologii Klinki
Ginekologii, Potoznictwa i Perinatologii Klinicznego Szpitala Wojewoddzkiego nr 2 w
Rzeszowie. Do badania zakwalifikowano facznie 72 kobiety wyodrebniajac dwie grupy
badane: pierwsza to 42 pacjentki z cukrzyca cigzows; druga grupa to 30 cig¢zarnych bez
rozpoznanej cukrzycy cigzowej. Badanie zostalo zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng
Uniwersytetu Rzeszowskiego (nr 4/02/2020). W przedstawionej charakterystyce badanej
populacji brak jednak precyzyjnego opisu badanych grup kobiet. Brak m.in. informacji kiedy
w czasie cigzy cukrzyca cigzowa zostala stwierdzona lub wykluczona. W pracy nie zostala
zawarta informacja, czy Autor zweryfikowat samodzielnie diagnozg GDM, przez samodzielng
interpretacje wyniku OGTT u pacjentek w grupie kontrolnej i w grupie badanej. Sugerowaé

mogg to chociazby wyniki zawarte na rycinie 22 (str.47), gdzie pomiar stezenia glikemii na



czczo u pacjentek z grupy kontrolnej (tzn. bez cukrzycy) wynosit w kilku przypadkach > 92
mg/dl. Brakuje takze jednoznacznej definicji stanu przedrzucawkowego oraz porodu

przedwczesnego (samoistny vs jatrogenny).

Materiatem do badan byla krew obwodowa z zyly odlokciowej. Osocze zabezpieczono
do ekstrakcji RNA. Autor szczegélowo opisuje metody stosowane do izolacji RNA z
wykorzystaniem zestawu miRNA/sncRNA Isolation kits firmy Biovendor oraz metody oceny
koncentracji miRNA w osoczu z uzyciem zestawu firmy Biovendor. Brak jednak informacji o
ocenie u badanych pacjentek takich czynnikow jak m.in. CRP, wskaznik Homa czy st¢zenie
insuliny, ktore to parametry pojawiajg si¢ pozniej w czesci dotyczacej wynikéw badania.
Analizujgc zwigzek z okre$lonymi parametrami morfologii krwi, np. WBC, PLT czy CRP,
nalezalo uwzgledni¢ wykluczenie pacjentek posiadajacych schorzenia moggce mieé
potncjalny wpltyw na te wyniki — chociazby stany zapalne, PROM, HELLP etc. W tym
miejscu brakuje mi takze precyzyjnego opisu kryteridow wilaczenia i wylgczenia z badania w
tym informacji o chorobach wspoétistniejgeych lub stosowanym leczeniu, czyli o czynnikach
* moggcych wplywac istotnie na otrzymane przez Doktoranta wyniki.

Do oceny istotnosci statystycznej uzyskanych wynikow zastosowano adekwatne
metody statystyczne, a obliczen dokonano przy uzyciu oprogramowania firmy Dell o nazwie

Statistica.

Doktorant w dalszej czes$ci pracy doktorskiej przedstawia charakterystyke grupy
badanej i kontrolnej, uwzgledniajace m.in. wiek, rodnos¢, droge porodu, liczbe porodow
przedwczesnych, stanu przedrzucawkowego, czas trwania cigzy, masy urodzeniowe
noworodkow, BMI, przyrost masy ciala w cigzy. Dobrze byloby utozy¢ otrzymane wyniki w

kolejnosci np. wyniki matczyne, noworodkowe i inne, co utatwitoby ich $ledzenie w tekscie.
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Przy analizie czasu trwania cigzy w obu grupach brakuje mi informacji o zastosowanej
czestosei indukeji porodu szezegdlnie w grupie z GDM, w ktdrej zgodnie z rekomendacjami

PTGiP powinno sie indukowac¢ pacjentki po ukonczonym 39 tygodniu ciazy.

Nastepnie poddane analizie zostaly stezenia glukozy, insuliny, parametry morfologii
krwi oraz wskaznik HOMA-IR. Autor stwierdza m.in., z¢ masa urodzeniowa noworodkéw
pacjentek z cukrzyca cigzowag byla istotnie statystycznie wyzsza w pordwnaniu do
noworodkow matek z grupy kontrolnej. W grupie badanej stwierdzono wyzsze (istotne

statystycznie) BMI oraz wigkszy przyrost masy ciala w ciazy.

W dalszej czgsct pracy doktorskiej Autor przedstawia wyniki dotyczace oceny
ekspresji wybranych miRNA. Nie stwierdzit on istotnych réznic dotyczacych stezenia miR-
16-5p, miR-222-3p, ani miR-21-5p migdzy grupg badang oraz kontrolng. Wykazal natomiast
w grupie kontrolnej istotng statystycznie dodatnig zalezno$¢ miedzy wystepowaniem stanu
przedrzucawkowego a koncentracjg miR-222-3p, a w grupie pacjentek z cukrzyca dodatnia
korelacj¢ miedzy ekspresjg mi-R-21-5p a masa ciala pacjentek przed cigza.

Interpretacje wynikdéw oraz poszczegdlnych zaleznosci ulatwiajg zalgczone tabele,
ktére prezentuja wyniki badan. Na wielu rycinach brak jednak informacji o istotnosci

statystycznej otrzymanych wynikow.

W Dyskusji Autor szczegdlowo analizuje uzyskane wyniki badan w kontekscie
publikowanych prac poruszajacych podobne zagadnienia. Nastepnie w sposob rzetelny
podejmuje probe uzasadnienia swoich wynikow i ewentualnych rozbieznosci w stosunku do
innych doniesien. W tej czgéci pracy wystepuja drobne bledy stylistyczne w moim

przekonaniu wymagajace poprawy np.; {}



1. Strona 79 Doktorant pisze:, w badaniu ...oceniono ekspresje¢ miR-222-3p w
osoczu i stwierdzono zwigkszong ekspresje” .

2. Strona 79; ,,podwyzszone poziomy miR-21-5p we wczesnym i srodkowym okresie
cigzy” — czyli kiedy?

3. Strona 79:’”stwierdzono zwigzek jedynie u kobiet z nadwagg lub byly otyle przed

ciaza” -?

Duzo uwagi Doktorant poswieca aspektom technicznym swojej pracy, z jednej strony
uzasadniajgc ich wybdr, a z drugiej krytycznie ustosunkowujac si¢ do ich wad i ogrniczen. Z
ostroznoscig odnosi sie tez do interpretacji otrzymanych wynikéw, co godne jest zauwazenia.
Autor sam konkluduje, Zze cyt. ,,doktadne uwzglednienie specyficznych aspektow podczas
dobierania pacjentek do badania ma kluczowe znaczenie dla osiagniecia wiarygodnych
wynikow”. Z drugiej strony rodzi si¢ pytanie czy nie mozna bylo tych ograniczen
zminimalizowa¢ na etapie planowania badania chocby przez dobdr bardziej jednorodne;j
grupy badanej czy poprzez zastosowanie metody analizy statystycznej wylaczajgcej wplyw

tzw. czynnikow zakldcajacych na uzyskane wyniki.

Mimo braku istotnych roznic koncentracji miR-222-3p, miR-16-5p i miR-21-5p w
grupie pacjentek z rozpoznang cukrzycg w cigzy oraz bez takiego rozpoznania, Autorowi
udalo sie okresli¢ zalezno$ci miedzy poszczegdlnymi miRNA a wybranymi parametrami
klinicznymi. Doktorant wskazuje chociazby na dodatnia korelacje miedzy miR-16-5p a BMI i
HOMA-IR u pacjentek z GDM. Prac¢ koniczg 4 wnioski. Trzy pierwsze wnioski odpowiadaja
zalozonym wczeéniej celom pracy. Wniosek czwarty dotyczacy zwigzku miedzy miR-222-3p
a stanem przedrzucawkowym stwierdzonym jedynie w grupie kontrolnej nie do konca jest

wedlug mnie uzasadniony i zwigzany z tematem pracy. /



Pi$miennictwo, zawiera 132 pozycje, z ktérych wigkszos¢ pochodzi z renomowanych
czasopism zagranicznych o wysokim wskazniku wplywu. Pi$miennictwo zostalo dobrze

dobrane i1 wlasciwie zacytowane.

Praca doktorska lek. Mateusza Kunysza stanowi wyczerpujace, samodzielne
rozwigzanie problemu naukowego. Duzym plusem pracy jest zwrocenie uwagi na zwiazek
wybranych czynnikow epigenetycznych z cukrzyca ciazows oraz wybranymi parametrami
klinicznymi.. Autor dogtebnie zapoznal si¢ z literaturg dotyczaca analizowanych zagadnien 1
potrafit uzasadni¢c wybor konkretnych ncRNA z bardzo duzej puli czasteczek aktualnie

podejrzewanych o zwigzek z GDM.

Praca doktorska przygotowana zostala w sposob prawidlowy, a uwagi wymienione

przeze wynikaja z roli recnzenta i nie zmniejszajg mojej pozytywnej oceny catosei pracy.

Zakres, jako$é, znaczenie oraz sposob prezentacji wykonanych badafn oceniam
wysoko. Rozprawa w szczegblnosei stanowi oryginalne, samodzielne rozwiazanie problemu
naukowego oraz wskazuje na ogélng wiedze teoretyczng i praktyczna Doktoranta w tej
dyscyplinie naukowej, a takze umiejetnosé prowadzenia pracy naukowej. Doktorant rozwiazat
samodzielnie problem istotny z punktu widzenia zaréwno naukowego jak
i klinicznego. Praca ma szereg aspektow poznawczych 1 stanowi podstawe do dalszych badan.
Uzyskane przez Doktoranta wyniki mogg przyczyni¢ si¢ w przysztosci do odkrycia bardziej
dokladnych i uzytecznych wskaznikow predykcyjnych, prognostycznych i monitorujacych u

pacjentek z cukrzycg cigzowa.

"C,__‘i S



Reasumujgc stwierdzam, ze przedmiot prowadzonych badan, prezentacja wynikow,
rzeczowos$¢ dyskusji oraz uzyskane wnioski rozprawy doktorskiej lek. Mateusza Kunysza
upowazniaja mnie do stwierdzenia, iz przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 187. Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Mam zatem
zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Kolegium Nauk Medycznych Instytutu Nauk
Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego pozytywna recenzje pracy i prosi¢ Wysoka Rade

o dopuszczenie lek. Mateusza Kynusza do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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