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OCENA

Rozprawy na stopien doktora nauk medycznych

Mgr biologii, mgr biotechnologii Damiana Krzysztofa Bednarczyka

¥Znaczenie rearanzacji wybranych genow wczesnej embriogenezy

w etiopatogenezie wrodzonego zarosnigcia przelyku”

Promotor: Prof. dr hab. n. med. Maria Malgorzata Sasiadek

Zgodnie z uchwala Rady Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw
Slaskich we Wroclawiu podjeta 20 lutego 2014 roku o powolaniu mnie na recenzenta wyzej
wymienionej rozprawy w zwiazku z ubieganiem si¢ mgr biologii, magistra biotechnologii Damian
Krzysztofa Bednarczyka o stopien naukowy doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia

medyczna, mam zaszczyt przedstawi¢ ponizsza opinie.

Przedtozona do oceny praca obejmuje 132 (113) strony tekstu w ukladzie klasycznym z
zachowaniem odpowiednich proporcji, w tym: Wstep (22 strony), Cel pracy (1 strona), Materiat (1
strona), Metody (30 stron), Wyniki (23 strony), Dyskusja (30 stron), Wnioski (1 strona); streszczenie
w jezyku polskim (2 strony) umieszczone jako zalacznik. Rozprawa poprzedzona jest spisem tresci (3
strony). W pracy zamieszczono 43 ryciny oraz 9 tabel (tabele bez numeracji w rozdziale Metody).
Pi$miennictwo zawiera 120 pozycji, w znakomitej wigkszosci anglojezycznych, wéréd ktérych ponad
polowe stanowiq publikacje z ostatniego dziesigciolecia. Ponadto, w rozdziale Zalaczniki
przedstawione zostalo Zrédlo finansowania (grant NCN) oraz nota biograficzna Doktoranta i spis jego

publikacji.

Oceniajac przedlozona mi rozprawe na stopien doktora nauk medycznych, dokonam jej
charakterystyki w zakresie:
1. wartosci celu badawczego
2. poprawnosci metodycznej
3. znaczenia naukowego, klinicznego i praktycznego wnioskéw wynikajacych z
przeprowadzonych analiz.

4. redakcji przedtozonej pracy.
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1. Wartos¢ celu badawczego

Wstep do rozprawy poprzedzony zostal przedstawianiem definicji i ogdlnych informacji na
temat wrodzonych wad rozwojowych oraz znaczenia narodowych i ponadnarodowych rejestrow, ktére
stanowig podstawe do badan epidemiologicznych, opracowan naukowych oraz umozliwiaja
monitorowanie udziatu czynnikéw teratogennych w postawaniu wad.

Wrodzone zaro$nigcie przetyku wystegpuje w populacjach europejskich ze $rednia czestoscia
2.43 na 10000 urodzen (réZnice w czgstosci regionalnej 1.27 — 4.55) [Pedersen i wsp., Arch Dis Child
2012]. Wada ta moze by¢ izolowana (~45% przypadkéw), skojarzona luzno z innymi wadami (~31%)
lub stanowi¢ element znanych asocjacji lub zespotéw wad (~24%), w ktérych udzial czynnikéw
genetycznych jest znany lub intensywnie poszukiwany.

W powszechnym uzyciu jest klasyfikacja anatomiczna z licznymi typami i podtypami wad,
ktéra nie koreluje ze zidentyfikowanymi dotychczas zmianami genetycznymi. Poza okreslonymi
zespotami wad, ktére moga by¢ uwarunkowane duzymi lub submikroskopowymi aberracjami
chromosomowymi badz monogenowo, wigkszos¢ przypadkéw wystepuje sporadycznie, a za ich
najbardziej prawdopodobne podloze uznaje si¢ wieloczynnikowe wspdldziatanie czynnikéw
srodowiskowych i genetycznych. W dalszej czgéci wstepu Doktorant przedstawil morfogeneze
przetyku i tchawicy oraz dotychczas poznane mechanizmy molekularne, w tym udzial genéw
wczesnej embriogenezy takich jak m.in. grupa genéw homeotycznych (Hox), genéw nalezacych do
szlakow sygnalizacyjnych (Shh, Gli) oraz kilku innych, ktérych udzial w rozwoju tych narzadéw
badano na eksperymentalnych modelach zwierzgcych. Autor omawia wyniki prac epidemiologicznych
wskazujace wplyw Srodowiskowych czynnikéw ryzyka na ujawnienie si¢ wady, gléwnie jednak w
postaci zespolu wad, a nie formy izolowane;j.

Nadal jednak wiedza na temat etiologii zarosniecia przetyku jest fragmentaryczna, a w
odpowiednikach szeregu gendéw znanych z badan eksperymentalnych na zwierzetach nie zaleziono na
razie mutacji u czlowieka. Ten tok rozumowania stal si¢ przestanka do wyboru tematu pracy, ktéry
uwazam za trafny i wazny, a w konsekwencji takze do sformutowania poznawczego celu pracy,
ktérym byta:

o analiza mutacyjna i detekcja liczby kopii wybranych gendéw u pacjentéw z zaroénigciem

przelyku, ktérych produkty biora udzial we wczesnej embriogenezie, a ktorych udzial w

etiologii wrodzonego zarosnigcia przetyku wykazany zostal na eksperymentalnym modelu

zZwierzgcym.

2. Poprawno$¢ metodyczna

2.1 Material i metody
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Badaniami objeta zostata grupa 97 noworodk6w oraz dzieci z zaro$nigciem przetyku. Wstepny
podzial dokonany zostal przez genetyka klinicznego, ktéry na podstawie wywiadu, badania

przedmiotowego oraz oceny fenotypu wyodrebnit 2 grupy pacjentow:
1. pacjenci z izolowang forma zaroénigcia przetyku,

2. pacjenci z zespolowa forma zaroénigcia przetyku (tj. ze wspotwystepujacymi dodatkowymi
wadami rozwojowymi i/lub dysmorfig oraz op6znieniem rozwoju psychoruchowego i/lub

niepetnosprawnoscia intelektualng (NI).

Rekrutacja pacjentéow odbywala si¢ poprzez Poradni¢ Genetyczna Fundacji Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu, gdzie u pacjentéw z zespolowg forma zarosnigcia przetyku zlecono
wykonanie badan cytogenetycznych w celu wykluczenia aberracji liczbowych i strukturalnych
chromosomow.

Materiat do dalszych (?) badan stanowito DNA wyizolowane z limfocytéw krwi obwodowej 97
pacjentéw oraz DNA wyizolowane z tkanki przetyku pobranej podczas zabiegu operacyjnego (4
probki).

Grupg kontrolng oraz materiat referencyjny stanowily prébki DNA wyizolowanego z krwi
obwodowej 50 zdrowych o0séb.

Doktorant dokfadnie opisal metodyke badawcza, poczynajac od wstepnych etapéw
przygotowawczych (izolacja DNA i reakcja fancuchowa polimerazy — PCR). W realizacji zalozef
projektu Autor wykorzystywat szersze spektrum technik molekularnych, w tym: elektroforeze w zelu
akryl amidowym w warunkach denaturujacych z gradientem temperatury (TTGE), technike MLPA
(ang. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) z uzyciem zestawéw komercyjnych
produkcji firmy MRC-Holland (SALSA MLPA kit: P187-B1 Holoprosencephaly; P179 Limb
malformations-1, P067-A2 PTCHI1/Gorlin, P062 LDLR), sekwencjonowanie (na sekwenatorze
kapilamym ABI Prism 310 Genetic Analyser®) oraz metode ilosciowej reakcji PCR z detekcja w
czasie rzeczywistym (RT-qPCR) z podaniem wykazu stosowanych sond TagMan® dla 12 gendw.

Doktorant uzyskat zgode¢ Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badan, ktére byly
finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu promotorskiego (nr
5349/B/101/2011/40)

Podsumowanie: Doktorant wykazal si¢ wysokimi umiejetnosciami wykorzystania w pracy
laboratoryjnej metod genetyki molekularnej. Grupa badana niestety zostata opisana niezbyt
precyzyjnie. Autor podaje, ze grupa badana liczyla 97 oséb, ale nie uscisla, czy ta liczba dotyczy
pacjentéw po wykluczeniu aberracji chromosomowych, czy wszystkich wstepnie zakwalifikowanych?
Czy pacjenci, u ktérych wykryto duze zmiany chromosomowe zostali takze poddani badaniom
molekularnym? Nie mozna takze zorientowa¢ sie, jaka byla liczebno$é badanych podgrup pacjentéw,

tj. z izolowana wada zaros$nigcia przetyku lub zespotowsa formg wady/dysmorfia/NI.
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2.2 Wyniki

Wyniki zostaty przedstawione w postaci 23 rycin uzupelionych krétkimi komentarzami
Autora.

Doktorant konsekwentnie pominat uscislenie liczebno$ci badanych podgrup, tj. z izolowanym
zarosnigciem przelyku i z zespotowa forma wady, itd. (informacji tych trzeba bylo szukaé ‘pomiedzy
wierszami’).

W materiale DNA wyizolowanym z krwi pacjentow Autor wymienia wykryte zmiany w postaci:

—  heterozygotycznej mutacji synonimicznej w genie SHH, opisanej wczesniej — u 2 pacjentow i
dotychczas nie opisanej —u 1 z 97 badanych pacjentéw,

— heterozygotycznej mutacji w sekwencji regulatorowej genu SHH-ZRS u 11 z 97 (11%)
badanych pacjentéw,

- delecji eksonu 2. genu PTCHI —u 2 z 81 pacjentdw,

— amplifikacji eksonu 3. genu NKX2-1 —u 6 z 28 pacjentow z izolowana wada przetyku,

—  delecji eksonu 1. genu FOXFI —u 5 z 28 z izolowana wada przetyku.

Jedynie w przypadku zmian wykrytych w genie NKX2-1 oraz genie FOXF1 Autor sprecyzowal,
ze zidentyfikowat je u pacjentéw z izolowang postacia zarosniecia przetyku. Wszystkie pozostate
znalezione warianty podawane sa w odniesieniu do calej grupy badanej (bez uscislenia, ilu pacjentow
mialo izolowana, a ilu zespotowa postaé zaro$nigcia przetyku).

Interesujace jest wykrycie przy pomocy zestawu MLPA P179 delecji w regionie 19p13 w tkance
wyizolowanej z przetyku jednego pacjenta (? — brak precyzyjnej informacji). Po doktadnej analizie
miejsca hybrydyzacji sond ustalono, ze delecja objety jest zlokalizowany w tym regionie gen LDLR.
Obecnos¢ zmiany potwierdzono innym zestawem MLPA, P062 LDLR, zawierajacym sondy dla
wszystkich eksonéw genu LDLR oraz dwie sondy flankujace w genach sasiadujacych. Pozwolito to na
ustalenie delecji calego genu LDLR w DNA wyizolowanym z tkanki przetyku oraz na wykluczenie
delecji w limfocytach z krwi obwodowej. Weryfikacja wynikéw uzyskanych metoda MLPA
przeprowadzona metodqa RT-qPCR potwierdzita delecje genu LDLR w materiale pochodzacym z
przelyku. Badanie rozszerzone o analiz¢ metoda genomowej hybrydyzacji poréwnawczej (ang.
Comparative Genomic Hybridisation, CGH) potwierdzito obecno$¢ ww. delecji zlokalizowanej w
regionie chromosomu 19p13 i wykazalo ponadto delecje w kilku innych regionach (7q11.1-7q11.2,
16p11.2-16p12 oraz 16ql12.1). Zadnej z tych delecji nie znaleziono w DNA wyizolowanym z krwi
pacjenta.

Badania metoda MLPA zmierzajace do ustalenia liczby kopii genéw SHH, GLI2, GLI3 oraz
PTCHI nie wykazaly zmian u zadnego z analizowanych pacjentéw; wyniki badan wskazujgce na
amplifikacj¢ oraz delecj¢ eksonu 10. genu GLI3, odpowiednio u 2 i 5 pacjentéw zostaly

zweryfikowane negatywnie metodg sekwencjonowania.
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Analiza metodg RT-qPCR nie wykazata takze zmian liczby kopii sekwencji regulatorowej ZRS
genu SHH oraz genéw HOXC4, RARa, RARB, SOX2 oraz NOG.

Podsumowanie: Autor rozprawy dokladnie opisat uzyskane wyniki. Znacznie tatwiej bytoby je
$ledzi¢ gdyby wszystkie zidentyfikowane zmiany podsumowane zostaly w tabeli z podaniem fenotypu
pacjenta (wada izolowana / zespolowa/itd.), zapisu mutacji / wariantu oraz klasyfikacji charakteru
zmiany (nowa prawdopodobnie patogenna, nowa o niejednoznacznie ustalonej patogennosci, wariant

polimorficzny) w poréwnaniu w danymi w kilku, z wielu dost¢pnych, bazach bioinformatycznych.

3. Warto$¢ naukowa, Kkliniczna i praktyczna wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych

analiz.

Badania przeprowadzone w grupie 97 pacjentéw z wadami przelyku w postaci izolowanej lub
zespotowej pozwolity Doktorantowi na zrealizowanie zatozonego celu oraz sformulowanie czterech
wnioskow:

—  zmiany liczby kopii analizowanych regionéw badanych genéw (SHH, ZRS-SHH, GLI2, GLI3,
HOXC4, RARa, RARB, SOX2 i NOG) [najprawdopodobniej] nie stanowia istotnego czynnika
ryzyka wystapienia wrodzonego zaro$nigcia przetyku,

— w $wietle danych z pi$miennictwa zidentyfikowane warianty molekularne genu SHH oraz
zmiany liczby kopii w genach PTCHI, NKX2-1 i FOXFI moga mie¢ charakter polimorfizmow
pojedynczego nukleotydu (SNP) lub polimorfizméw liczby kopii (CNV),

— wyniki przeprowadzonych badan oraz analiza pi$miennictwa potwierdzaja heterogennos¢
etiologii zarosnigcia przetyku i zréznicowanie pomigdzy pacjentami.

Jednoczesnie technika MLPA umozliwita przypadkowe wykrycie delecji w regionie 19p13 w
tkance pochodzacej z przetyku (‘wypadnigcie’ sond kontrolnych dla zestawu P179) a nieobecnej w
germinalnym DNA. Zastosowanie metody poréwnawcze]j hybrydyzacji genomowej (przy wspotpracy
z innym o$rodkiem) pozwolito Autorowi na wytypowanie LDDR, ktéry ulegt delecji wraz z dwoma
genami flankujacymi, jako potencjalnego czynnika zwigzanego z etiologia wrodzonego zaro$nigcia
przetyku.

W dyskusji Autor krytyczne odnidst si¢ do zalet i ograniczen metody TTGE, uwypuklajac z
jednej strony jej przydatnos¢ do szybkiej, przesiewowej identyfikacji zmian jakosciowych w genomie,
ale zwracajac takze uwage na czuto$¢ metody w oscylujaca w granicach 80-90% dla fragmentow o
dtugoséci do 300 par zasad i obnizajaca si¢ wraz ze wzrostem liczby analizowanych nukleotydow.
Petna analiza wytypowanych genéw wymaga zastosowania takze innych metod, m.in.
sekwencjonowania.

Badania liczby kopii wybranych genéw prowadzone byly przy uzyciu sond komercyjnych, ktore
obejmuja tylko wytypowane fragmenty. Nie mozna zatem wykluczyé hipotetycznych zmian w
regionach nie objetych sondami. Pelny obraz mozna by uzyskaé dopiero przy zastosowaniu

odpowiednich mikromacierzy, a-CGH i a-SNP.
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Podsumowanie: Wyniki uzyskane w trakcie realizacji projektu stanowia wklad Autora w
poszerzenie wiedzy na temat patogenezy zarosniecia przetyku. Niewatpliwie staé si¢ moga takze
inspiracja do dalszych badan naukowych zmierzajacych do wyjasnienia patogennosci niektérych

zidentyfikowanych gendw/loci oraz kolejnych publikacji.

4. Redakcja przedlozonej pracy

Wykorzystane w prezentacji wynikéw liczne ryciny stanowia wartosciowy element
dokumentacji naukowo-badawczej i ulatwiaja $ledzenie opisow tekstowych.

Mam kilka uwag o charakterze redakcyjnym do ew. wykorzystania podczas przygotowania
wynikéw do kolejnych publikacji.

Warto bylo zacza¢ od przedstawienia hipotezy ,,0”, np., Ze mutacje w genach wytypowanych na
podstawie eksperymentéw na modelach zwierzecych: Hoxc4, Rara, Rarp, Sox2, Nog, Foxfl, Nkx2-1,
Shh, Gli2 oraz Gli3 moge mie¢ udzial w patogenezie zarosniecia przelyku, a nastgpnie sformutowaé
szczegOtowe cele dla weryfikacji tej hipotezy, takie jak: (1) — przeprowadzenie analizy mutacji genu
SHH i jego sekwencji regulatorowej ZRS, (2) — okreslenie liczby kopii nastepujacych loci: SHH, ZRS-
SHH, GLI2, GLI3, PTCHI, HOXC4, RARa, RARB, SOX2, NOG, FOXFI i NKX2-1. Takie
sformutowania pojawity si¢ dopiero w streszczeniu.

Rozdziatl Material i metody

Brak doktadnego opisania grupy badanej, z wyrdznieniem podgrupy pacjentéw z izolowanym
zarosnigciem przetyku oraz podgrupy z zaro$nigciem przelyku z towarzyszacymi innymi
wadami/NI/dysmorfia. Nie potrafitam odszukaé¢ informacji ilu pacjentéw zostalo zakwalifikowanych
do kazdej z podgrup oraz jakie wady wystepowaly w tej drugiej grupie. Warto byloby takze
przedstawi¢, czy wsréd badanych pacjentéw znaleZli si¢ tacy, u ktérych zostaly rozpoznane znane
zespoty dymorficzne o etiologii chromosomowej, jednogenowej lub wieloczynnikowe;.

Rozdzial Wyniki — 5.4 — Podsumowanie wynikéw (str. 81-82).

Bardzo brakowalo mi tabeli z zestawieniem zidentyfikowanych zmian z fenotypem pacjenta
(wada izolowana / zespolowa), zapisem mutacji / wariantu oraz klasyfikacji charakteru zmiany (nowa
prawdopodobnie patogenna, nowa o nigjednoznacznie ustalonej patogennosei, wariant polimorficzny).
Odniesienie wynikéw poszukiwan do co najmniej kilku z wielu dostepnych baz bioinformatycznych
(analiza in silico) pozwoliloby w sposéb przyblizony okre$li¢ potencjalng patogennosé lub jej brak.
Dla przykladu podaj¢ adresy kilku takich baz: Mutation Taster: http://www.mutationtaster.org/;
PolyPhen-2: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/; PMut: http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/ ; SIFT:
http://sift.jevi.org/.

Zapisy wariantéw molekularnych powinny by¢ ujednolicone: zapis tej samej zmiany na str. 60.
przestawiony zostal jako mRNA pozycja 721G>A, a na stronie 81. jako NM_000193.2:c.570G>A.
Rekomendowatabym konsekwentne stosowanie zapisu w systemie CDS, w ktérym liczenie

rozpoczyna si¢ zawsze w tym samym punkcie, co zapobiega rozbieznosciom i ulatwia poréwnywanie.
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W podsumowaniu wynikéw: pkt. 1. i 2. zwracam uwage na pomytki w zapisie niektorych
wariantow: sekwencje kodujace zawsze rozpoczyna si¢ mata litera c. a nie g., podobny kod stosuje si¢
dla opisania transkryptu. Bezpieczniej jest takze stosowaé nomenklaturg rekomendowana przez

HGVS (Human Genome Variation Society) http:/www.HGVS.org/mutnomen/, wg ktdrej termin

mutacja zastrzega si¢ dla zmian patogennych; w innych przypadkach proponuje sie raczej ‘wariant
molekularny’. Baza NCBI zawiera wszystkie warianty, z ktorych cz¢$¢ moze okazaé si¢ wariantami
polimorficznymi a nie mutacjami.

Streszczenie chyba pomytkowo zostalo umieszczone jako Zalacznik, bo powinno by¢ koncowa
czgscig rozprawy. Proponuje takze dotaczenie streszczenia w jezyku angielskim.

Tabele w liczbie 9, bez numeracji, znajdowaly si¢ tylko w rozdziale Materiat i Metody — spis

tabel i rycin bylby pomocny.
Powyzsze uwagi nie obnizaja wartosci i nie powinny wptynaé na og6lna ocene pracy, ktdra, co

cheg podkresli¢, zostata starannie napisana i zilustrowana odpowiednimi rycinami.

WNIOSKI KONCOWE

Uwzgledniajac w ocenie merytoryczna i poznawcza warto$é przedstawionej pracy, umiejetnosci
Doktoranta w zakresie pracy laboratoryjnej oraz przeprowadzenia krytycznej oceny uzyskanych
wynikéw i wnikliwej dyskusji z wykorzystaniem odpowiedniego pi$miennictwa uwazam, ze rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy o Stopniach Naukowych i Tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.).

Doktorant jest takze autorem lub wspdtautorem 5 petnotekstowych publikacji oraz okoto 10
doniesien na konferencjach; trzy prace sa przygotowane do publikacji.

Na tej podstawie zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydzialu Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu z wnioskiem o dopuszczenie mgr

biologii, mgr biotechnologii Damiana Bednarczyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

L Gy QUL
Profydr hab. n. med. Krystyna H. Chrzanowska Warszawa, 26 maja 2014 r.
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