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Ocena

rozprawy doktorskiej lek. Anny Bloniskiej z Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu
pt. ,,Genetyczne modyfikatory fenotypu kardiologicznego zespolu delecji 22q11”

Niezwykle dynamiczny rozw6j nowych badan genetycznych przyczynia si¢ do glebszego
poznania zaburzen genetycznych prowadzacych do rozwoju szeregu schorzen. Wyniki tych

badan moga by¢ wykorzystane w probach spersonalizowanych terapii.

Cel projektu
Doktorantka podjeta oryginalne badania nad genetycznymi modyfikatorami

fenotypu kardiologicznego zespotu delecji 22q11. Zespél ten wystepuje bardzo rzadko i zebranie
reprezentatywnej grupy chorych wymaga dobrze zorganizowane;j, wieloosrodkowej wspotpracy
zarowno w aspekcie uzyskania danych klinicznych jak i uzyskania wystarczaj gcej ilosci DNA do
przeprowadzenia badan. Lek Anna Blonska przeprowadzita te badania na Wydziale Genetyki
Molekularnej Albert Einstein College of Medicine Uniwersytetu Yeshiva w Nowym Jorku.

W obszarze zainteresowan Doktorantki byt gen TBXI, ktéry w badaniach na myszach zostat
w literaturze wytypowany jako kluczowy gen kandydat dla wad serca w 22Q11DS. Badania
przeprowadzono na drugiej kopii genu T7BX1 oraz w catym genomie. W celu weryfikacji
hipotezy badawczej podjeto nastepujace badania:

1. dla wykluczenia wptywu wielkosci delecji przeprowadzono badania okreslajace wielkos¢
delecji regionu 22q11 w badanej grupie pacjentéw. Celem byto uzyskanie homogennej co
do rozmiaru delecji grupy;

2. w celu weryfikacji hipotezy o istnieniu modyfikatoréw genetycznych w drugiej (nie
ulegajace;j delecji) kopii genu 7BX! Doktorantka dokonata jego resekwencjonowania

i poszukiwata ich w odtworzonej sekwencji;



3. w celu weryfikacji hipotezy o istnieniu modyfikatorow genetycznych w pozostatych
czgsciach genomu Doktorantka przeprowadzila genotypowanie za pomoca macierzy

catogenomowych.

Lek. Anna Blonska poprawie sformutowata problemy i zalozenia badawcze pracy.
Wstep rozprawy doktorskiej jest obszerny i zawiera szereg podrozdziatow. We Wstepie
Doktorantka przedstawia rys historyczny odkrycia zespotu delecji 22q11. Kolejno omawia jego
definicje i inne nazwy zespolu. Osobny podrozdzial po§wigcony jest charakterystyce klinicznej
zespotu delecji 22q11. Szczegolnie dokiadnie omawia cechy dysmorficzne twarzoczaszki,
zaburzenia dotyczace narzadu wzroku, zaburzenia narzadu stuchu i budowy uszu, zaburzenia
budowy nosa; szczegélnie doktadnie omawia wady serca i naczyn odchodzgcych od serca oraz
inne nieprawidtowos$ci naczyniowe. Kolejno przedstawia zaburzenia neurologiczne,
nieprawidlowosci struktur gardta, tchawicy i drég oddechowych, zaburzenia narzadow
wewnetrznych jamy brzusznej i nerek, wady konczyn, problemy w niemowlectwie, zaburzenia
mowy, zaburzenia poznawcze, zaburzenia psychiatryczne i psychologiczne, niedobory
odpornosciowe, zaburzenia endokrynologiczne, ortopedyczne.
Ponadto omawia zespoty drugorzgdowe zwigzane z tym zespotem. Kolejny podrozdziat
poswigcony jest etiologii, podstawom embriologicznym, genetycznym i molekularnym tego
zespotu. W tym podrozdziale omawia:

1. rozmiar i mechanizm powstawania delecji,

2. gen TBXI jako naczelny gen kandydat odpowiedzialny za gtéwne cechy zespolu

3. inne geny odpowiedzialne za niektdre cechy zespotu.
Kolejno omawia diagnostyke zespotu delecji 22q11, w tym:

1. diagnostyke kliniczng
2. diagnostyke cytogenetyczng i molekularna.
Ostatni podrozdzial po$wigcony jest omowieniu potencjalnych genetycznych i pozagenetycznych
modyfikatoréw fenotypu zespotu delecji 22q11.
Wstep moze stanowié ciekawg rozprawe pogladowa.

Calo$¢ Wstepu napisana jest rzeczowo 1 przejrzyscie. Wstep stanowi bardzo dobre, w pelni

wyczerpujace wprowadzenie do badan wiasnych Doktorantki.

Material i metody

Do badania wiaczono DNA 438 pacjentdéw rasy kaukaskiej z potwierdzong uprzednio za

pomoca badania FISH obecnoscig delecji regionie 22q11.2 udokumentowana za pomoca badania



FISH z uzyciem fluorescencyjnej sondy TUPLE 1 lub N25. Sposrod pacjentdéw z delecjg do
dalszych analiz Doktorantka wiaczyta jedynie tych, u ktorych ustalita rozmiar delecji jako 3MB.

Projekt przeprowadzono trdjetapowo:

- w pierwszym etapie ustalono rozmiar delecji przy uzyciu markeréw mikrosatelitarnych
(z ang. microsatellite markers lub short tandem repeats, STR) oraz metody MLPA (Multiplex
Ligation-Dependent Probe Amplification). Do dalszych etapéw wyselekcjonowano tylko DNA
pacjentow z rozmiarem delecji 3MB.

- w drugim etapie przeprowadzono resekwencjonowanie drugiej kopii genu 7BX1 u 370
chorych pacjentéw i analiz¢ powigzan otrzymanych polimorfizméw pojedynczych par
nukleotyddw (single nucleotide polymorphisms, SNP) z ich fenotypem kardiologicznym.

- W trzecim etapie wykorzystano macierz Affymetrix Genome-Wide Human SNP
Nsp/Sty 6.0 do analizy SNP w calym genomie. Przeprowadzono badanie asocjacyjne catego
genomu (GWAS) i analizowano powiazania znalezionych SNP w oparciu o dwa ekstrema
fenotypu — u pacjentéw z najciezsza wadg serca — tetralogia Falota oraz u pacjentéw bez wady
serca.

Metody badawcze sa adekwatne do przeprowadzenia zaplanowanych badan.

Wszystkie metody badawcze zostaly opisane bardzo szczegdtowo. Zwraca uwage nowoczesna
metodologia. Caly dzial obrazuje ogrom pracy, ktory Doktorantka musiala wlozy¢ podczas
wykonywania swoich badan oraz wskazuje na bardzo wysoki poziom warsztatu badawczego, w
ktérym praca ta zostata wykonana. Wyniki pracy zostaly opracowane starannie i jasno

przedstawione w postaci tabelarycznej oraz na rycinach.

Wyniki

W wyniku genotypowania pacjentow za pomoca obu metod STR i MPLA u ponad 90%
(n =407) pacjentow wykryto rozmiar delecji 3MB. U pozostatych pacjentdéw wystgpowata
delecja wielkosci 1.5 MB, a u bardzo niewielkiej grupy migdzy 1.5 a 3 MB. Analiza
polimorfizméw SNP na drugiej kopii genu 7BXI poczatkowo wykazata powigzania 6 SNP z
ubytkiem przegrody mi¢dzyprzedsionkowej i 2 SNP z ubytkiem przegrody migdzykomorowej,
jednak po korekcji dla wielokrotnych testow okazaly si¢ one nieistotne statystycznie.

Badanie GWAS na platformie Affy 6.0 wykrylo interesujace powigzania migdzy SNP
obecnymi w genach majgcych wplyw na rozwdj uktadu sercowo-naczyniowego, tj. VEGF,
ANGPT2 i HAS2, a ekstremami fenotypu kardiologicznego podczas wstepnej analizy na grupie

41 pcjentow.



Powiazania te jednak nie zostaty potwierdzone na wiekszej grupie (n=121) pacjentow, u
ktérej istotne statystycznie wyniki uzyskano tylko dla 15 SNP na chromosomie 13. Polimorfizmy
te jednak nie wystgpowaty w obszarze zadnych genéw i w oparciu o dostepna literaturg nie

znaleziono wyttumaczenia dla ich potencjalnej roli w rozwoju ukladu sercowo-naczyniowego.

Dyskusja

W Dyskusji Autorka wykazata, ze jest Swietnie obeznana z piSmiennictwem, ktore jest
aktualne i starannie dobrane oraz, co godne podkreslenia, potrafi interpretowaé wiasne wyniki w
$wietle innych doniesief. Dyskusja jest obszerna 1 wyczerpujaca. Catos¢ Rozprawy koncza trzy

wnioski, ktére znajduja odzwierciedlenie w przeprowadzonych badaniach wiasnych.

Whioski

Reasumujac uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. Anny
Blonskiej ma charakter poznawczy i duze implikacje kliniczne. Zakres wykonanych badan
znacznie przekracza wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Praca ta posiada prawidiowy
uktad i struktury podziatu tresci. Uzyskane wyniki majg oryginalny charakter i stanowig
podstawe do dalszych badan laboratoryjnych i klinicznych. Autorka wykazata szeroka wiedz¢
teoretyczng oraz opanowanie nowoczesnych, skomplikowanych technik laboratoryjnych. Ze
wzgledu na bardzo wysoki poziom naukowy przeprowadzonych badan, niezwykle staranng
redakcje pracy mam zaszczyt przedstawic Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Akademii
Medycznej we Wroclawiu wysoce pozytywna recenzj¢ pracy z wnioskiem o dopuszczenie lek.

Anny Blonskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego oraz o wyrdznienie tej rozprawy.

Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr

65, poz. 595 z pézn. zm.).
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