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Ocena

rozprawy doktorskiej lek. Anny Btoniskiej przygotowana na pro$be Dziekana Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

Tytut rozprawy: ,,Genetyczne modyfikatory fenotypu kardiologicznego zespotu
delecji 22q11”

Ostatnie osiaggniecia genetyki pozwalajg na wczesng swoista diagnostyke
schorzen uktadu krazenia. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku wrodzonych
wad serca i innych zaburzen krazenia , poniewaz wlasciwa, celowana diagnostyka
cytogenetyczna oraz analiza DNA pozwala na udzielenie wiarygodnej porady
genetycznej, pozwala na prognozowanie przebiegu schorzenia a w przysztosci by¢
moze pozwoli na zastosowanie celowanego leczenia.

Wrodzone wady serca typu conotruncal dotyczace podziatu stozka i pnia
naczyniowego sg gtéwna cechg zespotu wad rozwojowych okreslanych od roku 1981
jako zespét mikrodelecji 22q11 (22g11DS, akronim CATCH 22). Jest to jedna z
czesciej wystepujacych mikrodelecji w populacji (1/4000 urodzer). Nazwg objeto
opisywane wczesniej: zespot DiGeorge’a (DGS), zespét podniebienno-sercowo-
twarzowy (VCFS, zespét Shprintzena) oraz zesp6t wad stozka i pnia naczyniowego,
a takze dysmorfii twarzy (CTAFS, zespét Takao) . W wyniku utraty gendw regionu
22911, w szczegolnosci zas regionu 22q11.2, dochodzi do zaburzen rozwojowych
wielu narzadow .Poza wspétistnieniem wrodzonych wad serca do wymienianych 180
cech zespotu nalezy m.in. brak lub dysfunkcja grasicy i gruczotéow przytarczycznych,
hipokalcemia w okresie noworodkowym, zaburzenia immunologiczne, dyskretne
cechy dysmorfii twarzy, rozszczep podniebienia, sktonno$¢ do wystgpowania po
okresie dojrzewania zaburzen psychocznych. Gen Thx1 znajdujacy sie w regionie
22911.2 uwazany jest za kluczowy w aspekcie wystepowania wad serca w
22q11DS. Podkreéla sie, ze rozpoznanie wady serca typu conotruncal, nawet bez

wyraznych cech dysmorfii i wspottowarzyszenia zmian narzadowych powinno



sktania¢ do poszukiwania mikrodelecji w obszarze 22q11. Do$¢ powszechna
wiedza na ten temat sprawia , ze zespoét ten rozpoznawany jest coraz czgSciej.
Réwnoczeénie jednak obraz kliniczny 22q11DS jest niezmiernie zrdznicowany.
Podobnie jak wiekszo$¢ dysmorfologébw w mojej praktyce spotkatam pacjentéw u
ktorych stwierdzatam jedynie wady stozka tetniczego oraz takich u ktérych
klasycznym cechom dysmorfii i opéznieniu psychomotorycznemu nie towarzyszyty
wady ukiadu krazenia. Ta zmienno$¢ fenotypowa nie jest bezposrednio zwigzana z
rozmiarem delecji. Z tego powodu podjecie przez Doktorantke dalszych badan nad
préba wyjasnienia istoty zréznicowanego fenotypu kardiologicznego pacjentéw z
delecjag 22911 uwazam ze wszech miar za uzasadnione. Zrozumienie istoty
zmiennos$ci fenotypu zespotu delecji 22q11.2 ma znaczenie diagnostyczne, ale jak

ujefam na poczatku .w przyszio$ci moze takze terapeutyczne.

Przedstawiona do oceny praca liczy 92 strony, podzielona jest na 11
rozdziatow, ktorych struktura odpowiada ogdlnie przyjetemu wzorcowi pisania prac
naukowych o charakterze badawczym . Zawiera 7 tabel oraz 6 rycin. Pi§miennictwo
obejmuje 102 pozycje, gtéwnie anglojezyczne, utozone wedtug kolejnosci cytowan, w

wiekszosci pochodzace z ostatnich dziesieciu lat, odpowiadajace podjetej tematyce.

We wstepie Doktorantka porzadkuje nomenklature uzywang przy nazywaniu
zespotu jak réwniez przedstawia w sposéb szczegoétowy jego fenotyp, zwracajac
szczegodlng uwage na mozliwe wady ukfadu sercowo - naczyniowego. Nastepnie
podejmuje probe wyjasnienia istoty zmian anatomicznych w oparciu o zasady
embriogenezy.Za istotng uwazam te cze$¢ wstepu ktéra odnosi sie do proby
podsumowania wiedzy dotyczacej czynnikéw genetycznych oraz pozagenetycznych
modyfikujacych niezwykle zréznicowany fenotyp zespotu. Bowiem, jak stusznie
doktorantka zauwazyta, niewiarygodnej zmiennosci obrazu klinicznego u
poszczegodlnych pacjentéw jak dotad nie ttumaczy ani zréznicowana wielkos¢ delecji,

ani wzajemne oddzialywanie na siebie poszczeg6inych genéw tego regionu.

W zwigzku z tym Doktorantka postawita sobie za cel prébe znalezienia
genetycznych modyfikatoréw ryzyka wystepowania wad serca w  22q11DS.
Doktorantka stusznie wytypowata do badan nad modyfikacjg gen Tbx1 ,dokonujac
resekwencjonowania drugiej ( nie ulegajacej delecji) kopii genu i poszukujagc w nim
modyfikatorow genetycznych. Ponadto , celem poszukiwania modyfikatoréw
genetycznych w innych czeéciach genomu. Doktorantka przeprowadzila



genotypowanie za pomoca macierzy catogenomowych. Nadmieni¢ nalezy, Zze
Doktorantka na wstepie przeprowadzita takze badania okreslajgce wielko$¢ delecii
celem uzyskania homogennej wzgledem rozmiaru delecji grupy, co uwazam ze
wszech miar za stuszne.Potwierdzita, ze okofo 90% delecji obejmije obszar 3MB.

Materiat obejmowat bardzo liczng (438) grupe pacjentow. Warunek
homogennej pod wzgledem wielkosci delecji ( 3 MB) spetnito 370 pacjentéw . Tym
samym dobér nadal licznej grupy pacjentdw w znacznej mierze zadecydowat o
uzyskaniu wiarygodnych i oryginalnych wynikéw. Doktorantka dysponowata
szczegotowa, kliniczng analiza wystepowania wad ukfadu sercowo- naczyniowego

pacjentéw w badanej grupie.

Do okreslenia wielo$ci mikrodelecji 22q11.2 wykorzystano metody genotypowania z
uzyciem markeréw mikrosatelitarnych (STR) oraz metode MLPA. Nastepnie w celu
poszukiwania modyfikatoréw genetycznych wykorzystano resekwencjonowanie genu
TBX1 i analize powigzan otrzymanych polimorfizméw pojedynczych par nukleotydéw
z ich fenotypem kardiologicznym. Ostatnim etapem byta analiza SNP catego
genomu w oparciu badania asocjacyjne z wykorzystaniem macierzy Affymetrix
Genome -Wide Human SNP 6.0,analizujac pacjentéw z najciezszymi wadami oraz
tych u ktérych wadt serca nie wykryto.. Doktorantka omawia metodyke badan w
sposéb doktadny i zrozumialy, zilustrowany przejrzystymi rycinami. Swiadczy to o
bardzo dobrym opanowaniu przez Doktorantke warsztatu badawczego
wykorzystywanego w pracy. Przedstawiony opis metod jest w petni satysfakcjonujacy

i adekwatny do wymagan stawianych rozprawie doktorskiej

Przeprowadzona analiza powigzania polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP)
genu TBX1 z réznymi obserwowanymi wadami serca wskazuje na brak istotno$ci
statystycznej, co sugeruje mozliwos¢ wysokiego stopnia heterogennosci allelicznej
tego genu. Nie znaleziono takze powigzan miedzy pospolitymi polimorfizmami w

genie TBX1 a zlozonymi wadami serca.

W kolejnym etapie badania, do ktérego zakwalifikowanych pacjentow podzielono na
dwie grupy: ze ztozonymi wadami serca oraz bez wad serca. Znaleziono istotne
statystycznie powiazania dla SNP w obrebie genéw :VEGR,ANGP2,HAS2i MAGEB
18 .Dalsze badania nad trzema pierwszymi wymienionymi genami wydajg si¢
szczegblnie interesujace. Powyzsza hipoteza, co podkresla Doktorantka, musi by¢
jednak zweryfikowana, poniewaz jak dotad nie potwierdzono jej na wiekszej liczbie



pacjentow. Doktorantka wskazuje takze na znalezienie 15 SNP dla loci na
chromosomie 13 w powiazaniu z tetralogia Fallota, fragment ten jednak , wg

wspébtczesnej wiedzy, nie zawiera obszaréw regulatorowych .

Doktorantka analizowata dane dotyczacymi jedynie wad serca i stusznie zauwaza, ze
kierunek dalszych badar korelacji genotypowo- fenotypowych powinien uwzglgdnia¢

takze inne wspolistniejgce nieprawidtowosci zespotu delecji 22q11.

Przeprowadzone w sposob jasny 19 stronicowa dyskusja jest przykiadem
analitycznego podsumowania przeprowadzonych badan . Doktorantka rzetelnie
przedstawia tok myslenia na poszczegélnych etapach swojej pracy badawcze;j i

weryfikuje uzyskane wyniki badan w oparciu o nowoczesne pi$miennictwo.

Whioski zamieszczone w podsumowaniu pracy s nad wyraz ostrozne( poza
pierwszym, ktory potwierdza znane zjawisko najczestszego wystepowania 3MB

delecji) .Swiadczy to o krytycyzmie i rzetelnoéci naukowej Doktorantki.

Moje uwagi zwigzane z pracg dotyczg pewnych rozbieznosci co do stosowania

terminologii, jednak s3 to btedy nieliczne i nie sai istotne dla oceny pracy.
Strona 14

- okreslenie uposledzenie umystowe proponuje zastgpin uzywanym obecnie

okresleniem: Niepetnosprawno$é intelektualna
Strona 15
- pojecie retrognathia — lepiej ttumaczy stowo cofniecie zuchwy, niz wciagnigcie zuchwy

— miesien depresor (musculus depressor anguli oris) proponuje zastgpi¢ polskim

okresleniem migsien obnizacz lub uzywaé okreslenia tacinskiego
- pojecie :prosty profil twarzy nie jest raczej uzywane w dysmorfologii
Strona 16

- skierowane w dét spoidfa kosci ust- proponuje zastapic okresleniem-skierowane ku

dotowi kaciki warg, ten termin jest przyjety w pi$miennictwie
Strona 23

- termin ,laryngomalacja” oznacza raczej wiotkos¢ krtani



Strona 25

Opodznienie w nauce zastgpitabym terminem :trudnosci w nauce

Strona 27

Okreslenie Obnizony poziom hormonu grasiczego

Strona 31

W zdaniu :u okoto 10%... postowie ;przyczyny proponuje uzycie stowa wystapienia

Strona 37 —Doktorantka proponuje wykonywane badania rezonansu magnetycznego
w celem oceny obecnosci i rozmiaréw grasicy. Mysle, ze réwnie skutecznym (i
bezpieczniejszym dla dziecka) sposobem badania jest ultrasonografia

W podsumowaniu chce podkresli¢, ze rozprawa lek. Anny Btonskiej, stanowi istotny
wkiad do badan przyczyn zréznicowanego fenotypu, w szczegélno$ci dotyczacego
wad serca u pacjentow z delecjg 22q11. Jest praca oryginalng, ze znakomicie
wyartykutowanymi hipotezami badawczymi i celem ,zostata zrealizowana w oparciu
0 nowoczesny warsztat badawczy. Doktorantka wykazata si¢  dojrzato$cig
interpretacji wynikow badani. Nalezy podkres$li¢ ,ze osiggniecie celéw, ktore sobie
postawita, wymagato bardzo duzego nakftadu pracy. Praca posiada wartosci
poznawcze i, mam nadzieje, jest zaczatkiem do kontynuacji prowadzonych badan
przez Doktorantke. Podkresli¢ rowniez nalezy, ze napisana jest jasnym ,zrozumiatym
dla czytajacego jezykiem, =z zachowaniem prawidtowych zasad pisowni oraz

interpunkgciji.

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorska lek. Anny Btonskiej stwierdzam, ze praca pt.
,Genetyczne modyfikatory fenotypu kardiologicznego zespotu delecji
22q11”spetnia wszelkie kryteria i wymogi ustawowe stawiane rozprawom na stopien
doktora [rozprawa odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ust.1 z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym w zakresie (Dz. U. Nr 65, poz. 595
z poézn.zm. ) i dlatego wnosze do Rady Wydziatu Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu o dopuszczenie lek. Anny Blonskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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