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Ocena osiagni¢¢ naukowych dr Pauliny Agnieszki Pruszkowskiej-Przybylskiej w
zwiazku z postepowaniem o nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk
scislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne

Wskazniki bibliometryczne calosci dorobku naukowego:

Zgodnie z bazg Web of Science (Core Collection) pani dr Paulina Pruszkowska-Przybylska
opublikowata 22 artykuly naukowe. Laczna liczba cytowan to 163, a indeks h wynosi 7.
Artykuty publikowane sag w uznanych pismach w dziedzinie biologii cztowieka i antropologii
biologicznej, oraz w dobrych pismach ogo6lno-biologicznych.

Ocena Osiagniecia Naukowego ,,Wskaznik palcowy 2D:4D i poziom metylacji DNA jako
markery programowania epigenetycznego w tym prenatalnego w fizjologii czlowieka na
roznych etapach ontogenezy”

Osiagnigcie habilitacyjne stanowi siedem publikacji, z ktérych w szesciu Habilitantka byta
pierwsza autorka.

Od wielu lat wiadomo, ze warunki w trakcie wczesnego rozwoju, w tym ptodowego i w
dziecinstwie majg ogromne znaczenie dla pdzniejszej kondycji biologicznej i zdrowia
cztowieka. Jednym z istotnych czynnikow wplywajacych na rozwdj i determinujacych
metabolizm, stan zdrowia i ryzyko chordb jest plodowe §rodowisko hormonalne. Uwaza sig,
ze nawet stosunkowo niewielkie réznice w ste¢zeniach hormonéw ptciowych, estrogendéw i
androgenow, moga mie¢ znaczenie dla rozwoju. Jednym z kluczowych problemow
metodologicznych w badaniach wplywu wczesnego §rodowiska hormonalnego u czlowieka
sg trudno$ci w zbadaniu poziomow hormonow ptciowych w zyciu ptodowym. W zwigzku z
tym poszukuje si¢ biomarkerow wskazujacych narazenie na te hormony. Za taki biomarker
uznano wskaznik palcowy 2D:4D. W zwiazku z tym, ze wskaznik ten jest tatwy do
zmierzenia (ale do tej kwestii jeszcze w tej recenzji wroce) pojawita si¢ ogromna liczba
artykutéw opisujacych badania korelujace ten wskaznik z bardzo ré6znymi cechami.

Nalezy podkresli¢, ze w ostatnich latach wiele aspektow stosowania wskaznika 2D:4D jest
krytykowane. Jednym z problemoéw jest brak dowodoéw na rzeczywiste powigzania tego
wskaznika z ptodowym $rodowiskiem hormonalnym, kolejnym sg problemy statystyczne
zwigzane ze stosowaniem zmiennych ilorazowych, a zwlaszcza jesli w analizach pojawia si¢
inna zmienna wyrazana ilorazowo (np. BMI). Poza tym z krytyka spotyka si¢ tzw. efekt
szuflady (publication bias), kiedy autorzy nie publikuja wynikéw nieistotnych lub
niezgodnych z hipotezami.

Nie oceniam jednak negatywnie stosowania tego wskaznika w badaniach Habilitanki, bo by¢
moze wiedza na temat probleméw metodologicznych jego stosowania nie byla jeszcze tak



powszechna jak obecnie w czasie kiedy Jej badania byly prowadzone. Ciekawym nurtem
badan Habilitantki sa natomiast analizy wieku epigenetycznego.

Oceniam oryginalne artykuly naukowe, a nie ich opis w Autoreferacie. Natomiast chciatabym
si¢ odnies¢ do bardzo czestych stwierdzen z Autoreferatu o nowatorstwie badanego
zagadnienia. To nowatorstwo cze¢sto w ocenie Habilitantki wynika np. z prowadzenia badan
na grupie polskiej. Oczywiscie prowadzimy badania na réznych populacjach, najczesciej tych
do ktorych mamy najtatwiejszy dostep. Jednak na ogét nie zaktadamy réznic w przebiegu
procesow biologicznych pomigdzy populacjami. Raczej zaktadamy uniwersalno$¢ tych
proceséw 1 w zwigzku z tym nie ma wigkszego znaczenia jaka populacj¢ badamy.
Zmiennosci biologicznej spodziewamy si¢ na poziomie mi¢dzy-osobniczym, a nie mi¢dzy-
populacyjnym. Oczywiscie populacje mogg si¢ r6zni¢ stylem zycia czy warunkami
srodowiskowymi, ale to jest inne zagadnienie badawcze. Podsumowujac, testowanie
opisanego juz zagadnienia w polskiej populacji nie jest nowatorskim aspektem prowadzenia
badan.

Ocena publikacji wchodzacych w sklad Osiagniecia Naukowego

(H1) Pruszkowska-Przybylska, P., Sitek, A., Rosset, 1., Sobalska-Kwapis, M., Slomka,
M., Strapagiel, D., Zadzinska, E.& Morling, N. (2021). Associations between second to
fourth digit ratio, cortisol, vitamin D, and body composition among Polish children.

W pracy brak hipotez badawczych i przekonywujacego merytorycznego uzasadnienia
podjecia tego zagadnienia. We Wstepie znajduja sie informacje o poprzednich badaniach, ale
jest to tylko opis wynikow, a nie spdjne podsumowanie istniejacej wiedzy i wskazanie
zasadno$ci dalszych badan. Dodatkowo opis metodologii nie pozwala na oceng czy probki
kortyzolu byty pobierane w sposob pozwalajacy na analizy, ktore traktowaty stezenia
kortyzolu jako bazowe. Kortyzol wykazuje duza zmienno$¢ okotodobowa, w zwiazku z tym
by oceni¢ zaleznos$ci z ktorymkolwiek z badanych w pracy czynnikow konieczne jest
pobieranie probek natychmiast po obudzeniu sie. Jesli probki nie byly pobierane w ten
sposob trudno oczekiwac jakichkowiek biologicznie uzasadnionych zaleznosci. Cala proba
liczyta nieco ponad 130 dzieci, ale po podziale na ple¢ 1 warto$ci wskaznika 2D:4D
liczebnosci grup znaczaco si¢ zmniejszaty, co znacznie ogranicza moc statystyczng testow i
zwigksza ryzyko bledow II rodzaju. W Dyskusji tej pracy Autorki pisza “The number of
investigated individuals in the various groups was not large enough to reach firm conclusions
based on robust statistical power “ co rodzi zasadnicze pytanie — po co prowadzi¢ badanie i
publikowa¢ wyniki jesli Autorki same sg przekonane, Ze proba jest tak nieliczna, Ze nie
pozwala na przeprowadzenie rzetelnych analiz statystycznych? Jaki jest wktad takich
publikacji w rozwoj wiedzy?

Kolejny potencjalny problem metodologiczny wynika z metody oznaczania hormondow.
Autorzy przyznaja, ze metoda ELISA moze by¢ mniej precyzyjna niz np. spektrometria mas,
co moze wptywac¢ na doktadno$¢ oznaczef witaminy D i kortyzolu. ELISA jest czgsto
stosowana, ale brak odniesienia do poziomu doktadnosci tych pomiaréw w badaniach grup
dzieci stanowi ograniczenie badania. W badaniu brak jest rowniez petnej kontroli zmiennych
srodowiskowych. Nie kontrolowano takich czynnikéw jak stres, dieta czy suplementacja
witaminy D.

W pracy nie uniknig¢to réwniez pewnych niedociagnigc¢ statystycznych. I tak np. wskaznik
2D:4D jest zmienng ciagla i w zwigzku z tym traktowanie go jako zmiennej binarnej wymaga
lepszego uzasadnienia. Dodatkowo w pracy podkresla si¢ statystycznie istotng roznicg w



stezeniu witaminy D u chlopcow w zaleznosci od wskaznika 2D:4D, mimo ze sam efekt jest
staby 1 oparty na matej liczbie przypadkow. O ile w Dyskusji Autorki zwrocily uwage na ten
problem, o tyle w Streszczeniu znajduje si¢ zdanie: “...it might indicate an effect of prenatal
programming on the concentrations of steroid hormones in later life”. Autorki stusznie
przyznaja, ze wickszo$¢ zaleznosci okazata si¢ nieistotna statystycznie, ale nie analizuja
whnikliwie potencjalnych przyczyn takiego wyniku — np. wptywu sezonowosci, czy
zmienno$ci dziennej hormondw.

(H2) Kobus, M., Sitek, A., Rosset, I., Pruszkowska—Przybylska, P., & Zadzinska, E.
(2021). Association of prenatal sex steroid exposure estimated by the digit ratio (2D: 4D)
with birth weight, BMI and muscle strength in 6-to 13-year-old Polish children.

W badaniu na podkreslenie zastuguje liczebnos¢ préby, ktora jest znaczaca i pozwala na
rzetelne analizy statystyczne. Nowatorskim aspektem tej pracy jest rowniez uwzglednienie
interakcji miedzy prenatalnymi czynnikami hormonalnymi a postnatalnymi trajektoriami
wzrostu 1 sily migsniowej w konteks$cie dimorfizmu piciowego. Jednak i w tej publikacji
znajdujg si¢ pewne niedociggniecie. Cho¢ badanie obejmuje duza probe dzieci, jego
przekrojowy charakter ogranicza mozliwo$¢ wnioskowania przyczynowego o wplywie
ekspozycji prenatalnej na rozwoj postnatalny. Dane podluzne pozwolityby na lepsze
$ledzenie trajektorii rozwoju. W wielu analizach stwierdzono istotno$¢ statystyczng przy
bardzo niskich wartosciach wspotczynnikow korelacji (np. r = 0.06—0.09), co moze
wskazywac na slabg sit¢ zwiazku i ryzyko nadinterpretacji wynikéw. Przy tak duzej
liczebnosci proby nawet niewielkie rdznice mogg by¢ statystycznie istotne, ale pojawia si¢
pytanie o ich znaczenie biologiczne.

(H3) Pruszkowska-Przybylska P., Kobus M., Iljin A., Wiktorska J.A., quzil’lska E.,
Sitek A. (2021). Thyroid diseases and second to fourth digit ratio in Polish adults.

W pracy zastosowano dobrze ugruntowane narzedzia pomiarowe u ponad 170 dorostych
0sOb. W czgsci zastosowano odpowiednie metody statystyczne, jednak brak
wielowymiarowej analizy ogranicza mozliwo$¢ wnioskowania o wspotzalezno$ciach migdzy
zmiennymi.

Praca podejmuje temat niemal nieobecny w literaturze: potencjalny zwigzek migdzy
prenatalng ekspozycja hormonalng (reprezentowang przez 2D:4D) a wystgpowaniem chorob
tarczycy w zyciu dorostym. Autorki przedstawiaja to zagadnienie jako nowa $ciezkg w
badaniach nad wczesnym programowaniem hormonalnym i jego skutkami zdrowotnymi.
Natomiast uzasadnienie teoretyczne przeprowadzenia tego badania nie jest w pelni
przekonywujace. Autorki powotujg si¢ na zalezno$ci pomig¢dzy chorobami tarczycy a
stezeniami hormondw ptciowych w dorostosci, ale nie uzasadniajg dlaczego spodziewaja si¢
zwigzku pomiedzy 2D:4D a hormonami tarczycy. Czy zaktadaja, ze 2D:4D jest predyktorem
hormonoéw ptciowych w dorostosci? Zgodnie z moja wiedzg nie ma na to mocnych dowodow
(np. badanie mojego zespotu, ktore analizowato zwigzek pomigdzy 2D:4D a estradiolem i
progesteronem w probkach pobieranych codziennie przez caly cykl menstruacyjny nie
wykazalo zadnych statystycznie istotnych zaleznosci).

Pytania rodzi tez liczebno$¢ uczestnikow w niektorych grupach, zwlaszeza tylko kilku
mezcezyzn z chorobami tarczycy. Autorzy przyznaja, ze liczebnos$¢ nie pozwolita na
zastosowanie modeli wielowymiarowych — co istotnie ostabia analityczng jako$¢ pracy. Nie
uwzgledniono rowniez niektorych istotnych czynnikow wptywajacych na funkcjonowanie



tarczycy, takich jak status hormonalny (np. menopauza, terapia hormonalna), czas trwania
choroby, stosowane leki, palenie, aktywnos¢ fizyczna czy dieta. Analiza opiera si¢ na
kategoryzacji wzorca palcow (=1 vs <1), co jest podziatem arbitralnym. Na gruncie
statystycznym ryzykowng praktyka jest korelowanie dwoch zmiennych wyrazonych jako
indeksy ilorazowe (2D:4D z BMI lub WHR). Szereg artykutéw zwraca uwage na wlasnosci
statystyczne indeksow ilorazowych, ktore sa skomplikowane i czasami generujg artefakty.

(H4) Pruszkowska-Przybylska, P., Brennecke, S., Moses, E. K., & Melton, P. E. (2022).
Evaluation of epigenetic age calculators between preeclampsia and normotensive
pregnancies in an Australian cohort.

Te¢ prace mozna uznac za oryginalng i inowacyjng poniewaz testuje hipoteze szybszego
starzenia epigenetycznych wsrod cigzarnych kobiet ze stanem przedrzucawkowym. Badanie
ma zdecydowang przewage nad poprzednimi badaniami, gdzie analizowano gltéwnie
pojedyncze wskazniki DNAmAge. W pracy tej zastosowano zaawansowang i starannie
dobrang metodologi¢ obejmujacg siedem modeli epigenetycznego starzenia. Badanie jest
innowacyjne dzigki rownolegltemu zastosowaniu az siedmiu wskaznikow starzenia. Wnioski
uzyskane w tej pracy moga stanowi¢ podstawe do przysztych badan nad molekularnymi
predyktorami ryzyka komplikacji cigzowych. Praca bardzo dobrze zaplanowana od strony
metodologii badawczej, oparta na przekonywujaco zarysowanym podlozu teoretycznym, z
bardzo wyczerpujaca i przejrzysta dyskusja wynikow.

Badania ma pewne ograniczenia. Jednym z nich jest niepelna kontrola zmiennych
potencjalnie zaktocajacych, a innym fakt, ze materiat biologiczny pobrano dopiero po
rozpoznaniu stanu przedrzucawkowego, co ogranicza mozliwos¢ okreslenia, czy roznice w
DNAmAGge s3 przyczyna, skutkiem czy wspotwystepujacym zjawiskiem. Pomiar w
pojedynczym punkcie czasowym uniemozliwia réwniez analiz¢ dynamiki zmian metylacji w
czasie. Niemniej pomimo tych ograniczen praca ta stanowi istotne osiggniecie
metodologiczne 1 poznawcze.

(HS) Pruszkowska-Przybylska, P., Kobus, M., quzil’lska, E., Rosset, L., Pruszkowska,
M., Kuczynski, W., & Sitek, A. (2023). The age difference in 2D: 4D among the Polish
population: An exploratory study.

Badanie podje¢to wazny metodologiczny problem zaleznosci wskaznika 2D:4D od wieku.
Wiele poprzednich badan wykazywato lub opierato si¢ na zatozeniu, ze wskaznik ten
stabilizuje si¢ w okresie prenatalnym i jego warto$¢ nie zmienia si¢ w trakcie rozwoju
postnatalnego i w dorostosci. Analizy wskazujace, ze ten wskaznik jednak zmienia si¢ z
wiekiem podwazalyby sens stosowania go jako markera hormonalnego §rodowiska
prenatalnego. Na dodatek kontrola do wieku nie jest tu mozliwa (wbrew temu co sugeruja
Autorzy), bo jesli wskaznik rzeczywiscie zmienia si¢ nie ma zadnej pewnosci, ze jego
zmiany sg liniowe.

Badanie Habilitantki jednak nie jest przekonywujace ze wzgledu na metodologie. Wskaznik
2D:4D jest z jednej strony tatwy do zmierzenia, nieinwazyjny, pomiary mozliwe do
przeprowadzania w kazdych warunkach. Jednakze ta tatwo$¢ pomiardéw jest pozorna w
zwigzku z subtelnymi réznicami w dlugosci palcéw. Pomiary powinny by¢ wykonane na
skanach dtoni. Kazdy skan powinien by¢ zmierzony dwukrotnie, w odstgpie czasowym, przez
jednego badacza czy badaczke, i procedura pomiarowa powtdrzona przez innego badacza. W
tym badaniu nie ma pewnosci czy pomiary byty prowadzone przez t¢ samg osobg, czy rézne



osoby i byly robione za pomoca suwmiarki. Tak robione pomiary z duzym
prawdopodobienstwem nie maja wymaganej w badaniach precyz;ji.

Niemniej nalezy mie¢ nadzieje, ze praca ta moze stanowi¢ punkt wyjscia dla rewizji
interpretacji wskaznika 2D:4D w kontek$cie badan nad plcia, rozwojem i1 biomarkerami
hormonalnymi.

(H6) Pruszkowska-Przybylska, P., Dupont, M. E., Jacobsen, S. B., Smerup, M., Tfelt-
Hansen, J., Morling, N., & Andersen, J. D. (2024). Evaluation of DNAmAge in paired
fresh, frozen, and formalin-fixed paraffin-embedded heart tissues.

Badanie podejmuje pionierska probe oceny wplywu metod przechowywania materiatu
biologicznego na szacunki wieku epigenetycznego za pomoca réznych ,,zegarow”
metylacyjnych. Dotychczas brakowato danych porownujacych DNAmAge w tkance §wiezej,
mrozonej i FFPE, szczegodlnie w konteks$cie serca — tkanki rzadko uwzglednianej w tego typu
analizach. Innowacyjnos¢ polega takze na potaczeniu podejscia forensycznego i
biomedycznego oraz wskazaniu potrzeby opracowania specyficznego modelu DNAmAge dla
tkanek sercowych.

Praca wnosi nowg wiedze¢ do dziedziny epigenetyki, pokazujac, ze sposob przechowywania
tkanek wplywa na oszacowania DNAmAge, a FFPE moze prowadzi¢ do istotnego ich
zanizania. Jest to jedno z pierwszych badan testujacych wiele zegarow metylacyjnych w
jednej tkance i na tym samym materiale biologicznym, co pozwala na unikalne poréwnania
migdzy algorytmami. Praca ta stanowi wazny krok w kierunku walidacji narzg¢dzi
epigenetycznych dla zastosowan klinicznych i sadowych w odniesieniu do konkretnego typu
tkanki.

(H7) Pruszkowska-Przybylska, P., Noroozi, R., Rudnicka, J., Pisarek, A., Wronka, 1.,
Kobus, M., Wysocka, B., Ossowski, A., Spolnicka, M., Wiktorska, J., Iljin, A., PoSpiech,
E., Branicki, W. & Sitek, A. (2024). Potential Predictor of Epigenetic Age Acceleration
in Men: 2D: 4D Finger Pattern.

Praca wprowadza podejscie polegajace na powigzaniu wskaznika 2D:4D — traktowanego tu
zndw, pomimo licznych opinii krytycznych, jako wskaznik prenatalnej ekspozycji
hormonalnej — z przyspieszeniem wieku epigenetycznego u dorostych mezczyzn.
Nowatorskie jest tu wykorzystanie roznorodnych epigenetycznych zegarow (w tym
PhenoAge i DNAmMTL), co pozwala na oceng r6znych aspektéw biologicznego starzenia.

Oproécz zasadniczych ograniczen wynikajacych z uznawania wskaznika 2D:4D jako
biomarkera prenatalnego narazenia na hormony badanie ma jeszcze kilka problemow
metodologicznych. Badanie opiera si¢ na stosunkowo niewielkiej liczbie uczestnikow, co
ogranicza moc statystyczng. Brakuje analizy mocy (power analysis), ktora mogtaby
uzasadni¢ wiarygodnos$¢ uzyskanych wynikoéw. Skupienie si¢ wytacznie na megzczyznach
eliminuje mozliwo$¢ pordwnan migdzy plciowych i ogranicza zakres generalizacji.
Ponownie, jak w poprzednich artykulach przedstawionych do oceny, zaklasyfikowanie
uczestnikow na podstawie arbitralnego progu 2D:4D moze prowadzi¢ do uproszczenia i
utraty informacji. Przeanalizowanie zmiennej jako ciaglej bytoby metodologicznie bardziej
rzetelne 1 pozwoliloby unikna¢ efektow progowych. W modelach nie uwzgledniono
czynnikow takich jak poziom aktywnosci fizycznej, palenie, stres, dieta czy status
hormonalny (np. testosteron), ktore moga wptywac na epigenetyczne starzenie niezaleznie od



2D:4D. Dodatkowo, w pracy brak glebszej dyskusji o mechanizmach biologicznych. Pomimo
tego, ze praca przywotuje hipotez¢ o wptywie hormonoéw ptciowych na metylacje¢, nie
podejmuje bardziej poglebionej analizy mozliwych drog molekularnych, np. z udziatem
receptorow androgenowych lub czynnikéw transkrypcyjnych wplywajacych na zegary
epigenetyczne.

Pozostale osiagni¢cia Habilitanki

Pani dr Paulina Pruszkowska-Przybylska wykazuje si¢ bardzo dobrg aktywnoscig naukowa.
Nawiazuje wspotprace krajowe i1 zagraniczne. Odbyla staze naukowe, np. w Australii 1 Danii,
ktorych rezultatem byty publikacje. Aplikuje o granty zewngtrzne. Kierowata wlasnym
projektem badawczym MINIATURA w ramach grantu otrzymanego z Narodowego Centrum
Nauki. Fakt, Ze nie otrzymata innych grantow wynika z pewnoscig rowniez z bardzo niskiego
wspoiczynnika finansowania w NCN.

Dr Pruszkowska-Przybylska prowadzi réwniez aktywna dziatalno$¢ dydaktyczng i
popularyzujaca nauke, facznie z promotorstwem prac dyplomowych. Za dziatalnos¢
dydaktyczng otrzymala nagrody i wyrdznienia.

W Autofereracie znajduje si¢ rowniez zarys planow na przyszto$¢. Planéw nie oceniam,
natomiast obecnie odchodzi si¢ od stosowania wskaznika 2D:4D jako biomarkera
hormonalnego $rodowiska prenatalnego, ze wzglgdu na liczne ograniczenia metodologiczne.
W zwigzku z tym pozwalam sobie zasugerowa rozwazenie modyfikacji tych planow.

Podsumowujac, dzialalno§¢ naukowa Pani dr Pruszkowskiej-Przybylskiej jest na dobrym
poziomie. Jest ona aktywna badaczka, nawigzujaca wartosciowe wspotprace naukowe.
Zwtlaszcza badania epigenetyczne zastuguja na uznanie, ze wzgledu na ich innowacyjne
aspekty.

W zwigzku z powyzszym popieram dopuszczenie Pani dr Pruszkowskiej-Przybylskiej do
dalszych etapow postgpowania habilitacyjnego zgodnie z Ustawg z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U 2024 r. poz. 1571 ze zm.). Wniosek
Habilitanki spelnia kryteria sprecyzowane w art. 219 tejze ustawy.

Prof. dr hab. Grazyna Jasienska
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