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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Damiana Krzysztofa Bednarczyka pt.:
wZnaczenie rearanzacji wybranych genéw wezesnej embriogenezy w etiopatogenezie
wrodzonego zaro$ni¢cia przelyku”

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

Katedra i Zaktad Genetyki
Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

Przyste¢pujac do oceny rozprawy doktorskiej mgr Damiana Krzysztofa Bednarczyka
cheg podzigkowaé Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im.
Piastow Slaskich we Wroctawiu za powierzenie mi tego zaszczytnego obowiazku. Oceniana
przeze mnie rozprawa doktorska mgr Damiana Krzysztofa Bednarczyka bardzo dobrze
wpisuje si¢ w prezny rozw6j Zespotu Pani Profesor Marii Matgorzaty Sasiadek, a temat
rozprawy doktorskiej dotyczacy molekularnych mechanizméw, jakie lezg u podloza wad
wrodzonych u cztowieka, sa bardzo bliskie moim osobistym zainteresowaniom naukowym.

Z noty biograficznej wynika, ze mgr Damian Krzysztof Bednarczyk od pierwszych
etapow edukacji szkolnej przejawiat duze zdolnosci poznaweze i odnosit sukcesy. Ukonczyt
dwa kierunki studiow na Uniwersytecie Wroctawskim (biologie ze specjalnoscia
mikrobiologia oraz biotechnologie ze specjalnoscig biologia molekularna). Po studiach
przebywal na rocznym stazu w Instytucie Biologii Rozwoju i Nowotworéw Centrum
Biochemicznego Uniwersytetu w Nicei, we Francji. Od 2008 roku zwigzany jest z Katedra i
Zakladem Genetyki UM we Wroctawiu, gdzie wykonal swoja prace doktorska. Doktorant jest
Juz autorem 7 prac petnotekstowych w czasopismach zagranicznych i krajowych (3 nastepne
W przygotowaniu) oraz blisko 10 doniesien na zjazdach i konferencjach naukowych w kraju i
zagranicg. Catos¢ CV swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu mgr Damiana Krzysztofa
Bednarczyka do podjecia badan i dojrzatosci naukowej na obecnym etapie finalizacji
przewodu doktorskiego.

Projekt badawczy byt realizowany w ramach grantu promotorskiego NCN.

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu



Praca doktorska mgr Damiana Krzysztofa Bednarczyka ma uklad typowy dla rozpraw
doktorskich w dziedzinie nauk biologicznych i medycznych. Praca liczy 139 stron, w tym 22
strony stanowi ,,Wstep”, 1 strone ,,Cel pracy”, 1 strong ,.Materiat”, 30 stron , Metody”, 23
stron ,,Wyniki”, 30 stron ,,Dyskusja”, 1 strona »Wnioski”, 19 stron ,.PiSmiennictwo”. Praca
zawiera takze ,Zalgczniki’: Informacja o zrodlach finansowania, Streszczenie, Nota
biograficzna oraz Wykaz publikacji i doniesien konferencyjnych Autora rozprawy
doktorskiej. Proporcja miedzy poszczegdlnymi czgsciami rozprawy doktorskiej jest whasciwa.

Przystepujac do oceny merytorycznej, chee na wstepie odnies¢ si¢ do tematu rozprawy
doktorskiej. Wady wrodzone dotycza 2-3% noworodkéw i nie jest to malo, zwazywszy
powazne skutki zdrowotne i spoleczne. Urodzenie dziecka z wadg/wadami jest jedng z
najwazniejszych przyczyn zgloszenia sie rodziny do poradni genetycznej, a jednoczesnie
swiadomos¢ znaczenia czynnikéw genetycznych w etiologii wad wrodzonych jest w
spoteczenstwie i wsrod lekarzy niegenetykow ciggle jeszcze niewystarczajaca. Jedna z
przyczyn jest niedostateczne poznanie etiologii wad wrodzonych. Badanie podloza
molekularnego  wad wrodzonych napotyka — mimo ogolnego znacznego, wrecz
spektakularnego, postepu w genetyce - na duze bariery, gdyz embriogeneza zachodzi w
pierwszych tygodniach po zaptodnieniu i nie ma dostatecznego wgladu w rozwdj zarodka i
plodu w krytycznej dla powstania danej wady fazie. Stad wielka popularno$¢ modeli
zwierzgcych. W badaniu podioza molekularnego wad wrodzonych interesujace sa zar6wno
mechanizmy dziedziczne, kiedy mutacja znajduje si¢ w kazdej komoérce ciata rozwijajacego
si¢ dziecka i mozna jg przekazaé nastepnym pokoleniom, jak réwniez genetyczne
mechanizmy niedziedziczne, ograniczone do komérek somatycznych i uczestniczace w
powstaniu wady u danego dziecka. Poznanie podioza molekularnego to pierwszy etap na
drodze do podjgcia dziatan profilaktycznych i do wlasciwego poradnictwa genetycznego.
Podejmowanie badan majacych na celu poznanie genetycznych mechanizméw zaburzonej
embriogenezy jest zatem w pelni uzasadnione.

Wada rozwojowa, ktérej podloze molekularne mgr Bednarczyk badal, byto wrodzone
zarosnigcie przetyku — wada ciezka, obserwowana w okreslonych zespolach wad, takze
izolowana, bez towarzyszacych wad wrodzonych. W tym miejscu nalezy zwrécié uwage, ze
etiologia tej wady jest stabo poznana.

We Wstepie Autor opisuje klasyfikacje anatomiczng wady i morfogeneze przetyku i
tchawicy (w tym miejscu dobrze byloby umiesci¢ odpowiednie ryciny), eksperymentalne
modele zwierzece, w ktérych wade wywolywato wylaczenie okreslonych gendéw, znaczenie
czynnikéw $rodowiskowych w powstawaniu tej wady oraz aktualny stan wiedzy na temat
podioza molekularnego zarosniecia przelyku (Jest to szczegdlnie interesujaca i
najobszernigjsza czes¢ Wstepu). Wstep wskazuje na szeroka znajomos$¢ pismiennictwa i
bardzo dobre przygotowanie Doktoranta do podjecia badan.

Celem pracy doktorskiej byta ,.analiza mutacyjna i detekcja liczby kopii wybranych
genow, ktorych produkty biora udzial we wcezesnej embriogenezie, a ktérych udzial w



etiologii wrodzonego zarosnigcia przetyku wykazany zostal na eksperymentalnym modelu
zwierzgeym, u pacjentéw z zaro$nigciem przelyku”. Cel pracy zostal zrealizowany.

Mgr Bednarczyk objal badaniami 97 noworodkéw i dzieci z zarosnigciem przetyku.
Biorge pod uwage czestos¢é wystepowania tej wady (1/4100 urodzen), jest to grupa
stosunkowo duza, odpowiadajaca liczbie dzieci z zarosnigciem przetyku rodzacych sie na
terenie Polski w ciagu calego roku. W 4 przypadkach Doktorant uzyskal do badan
genetycznych takze tkanke przetyku pobrana podczas zabiegu operacyjnego.

Na podstawie danych w pi$miennictwa, zwlaszcza wynikow badan na modelach
zwierzgeych, Doktorant umiejetnie wytypowat geny, ktore byly dobrymi kandydatami jako
geny, ktérych mutacje punktowe lub zmiana dawki moga mie¢ zwigzek z zaro$nieciem
przetyku.

Analiza zastosowanych metod nasuwa pewne uwagi. Autor zastosowal MLPA,
metodg ilosciowej reakcji lancuchowe; polimerazy z detekcjg w czasie rzeczywistym oraz
elektroforez¢ w zelu akrylamidowym w warunkach denaturujacych z gradientem temperatury
(TTGE), a w jednym przypadku CGH. Gen SHH i jego sekwencje regulatorowa ZRS
Doktorant badat w kierunku obecnosci mutacji punktowych stosujac metode TTGE. Jest to
metoda przesiewowa, mniej doktadna niz PCR i sekwencjonowanie, zachodzi zatem pytanie,
czy nie lepiej byloby zastosowa¢ wiasnie sekwencjonowanie, zapewne zadecydowaly
wzgledy finansowe. Duza czgé¢é badan dotyczyla okreslenia liczby kopii wybranych loci
(SHH, GLI2, GLI3, PTCHI, HOXC4, RARalfa, RARbeta, SOX2, NOG, NKX2-1, FOXF] i
sekwencji regulatorowej ZRX). Doktorant zastosowal MLPA oraz RT-qPCR.

Oceniajagc metody nalezy pamietaé, ze koncepcja pracy doktorskiej w tym ksztalcie
powstala kilka lat temu i wéwczas bylto to uzasadnione i najbardziej racjonalne podejscie —
aby mozliwie najtaniej przeanalizowaé jak najwigksza liczbe genéw mogacych mieé zwiazek
przyczynowy z zaburzong morfogeneza. Dzisiaj podejécie metodyczne do badania podloza
molekularnego zarosnigcia przetyku byloby inne i oczekuj¢, ze podczas publicznej obrony
rozprawy doktorskiej Doktorant przedstawi swoj poglad na obecnie najbardziej racjonalne
podejscie metodyczne w badaniu podioza molekularnego wad wrodzonych.

Doktorant uzyskal interesujace wyniki badan. W genie SHH znalazt u 3 pacjentow
mutacje synonimiczne — dwie opisane juz w bazie danych NCBI i jedng wczeéniej nieznana.
Zgadzam si¢ z Doktorantem, ktéry w Dyskusji pisze, ze nie mozna przesadza¢ o braku ich
znaczenia klinicznego i umiejetnie to uzasadnia. U 11 pacjentéw Doktorant wykryl mutacje w
obrgbie sekwencji regulatorowej ZRS genu SHH. Doktorant nie wykazal zmiany liczby kopii
genu SHH i jego sekwencji regulatorowej ZRS oraz liczby kopii genéw GLI2, GLI3, HOXC4.
RARalfa, RARbeta, SOX2, NOG. Autor stwierdzit delecje eksonu 2. genu PTCHI u dwéch
pacjentéw, amplifikacje eksonu 3. genu NKX2-7 u szesciu pacjentéw oraz delecje eksonu 1.
genu FOXFI u pigciu pacjentow.

Szczegolnie interesujgcym i wartosciowym naukowo wynikiem jest stwierdzenie
aberracji chromosomowych, w tym delecji 19p13 w materiale genetycznym wyizolowanym z
tkanki przetyku. Mutacja ta byla nieobecna w limfocytach. Odkrycie to wskazuje na
nieopisany dotad mechanizm powstawania wad rozwojowych przetyku i tchawicy, w ktérym
do zaburzen morfogenezy dochodzi wskutek lokalnych zmian genetycznych. Jest to wazne,
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oryginalne odkrycie naukowe, ktdre rzuca $wiatlo na ogo6lne mechanizmy zaburzen
morfogenezy.

Dyskusja jest wyrdzniajaca sie czescia rozprawy doktorskiej. Jest dojrzata i ostrozna,
wskazuje na bardzo dobrg znajomos¢ pi$miennictwa, nie tylko dotyczacego zarosniecia
przetyku i metod, ale réwniez dobrej ogélnej znajomogci aktualnej genetyki molekularne;.

Prace koncza 4 wnioski, ostroznie sformutowane i uprawnione. Mgr Bednarczyk
stwierdza, ze 1. Zmiany liczby kopii analizowanych regionow loci: SHH, ZRS-SHH, GLI2,
GLI3, HOXC4, RARalfa, RARbeta, SOX2 i NOG nie stanowig istotnego czynnika ryzyka
wystapienia wrodzonego zaro$nigcia przetyku; 2. Ustalenie znaczenia klinicznego mutacji
synonimicznych w genie SHH oraz zmian liczby kopii obserwowanych w genach PTCHI,
NKX2-1 oraz FOXF! wymaga dalszych badan; 3. Stwierdzone w tkance zarosnigtego
przetyku lokalne aberracje chromosomowe moga wskazywac na istnienie nieopisanego dotad
W pismiennictwie mechanizmu powstawania wad rozwojowych przetyku i tchawicy; 4.
Etiologia zarosnigcia przetyku jest heterogenna.

Pismiennictwo liczy 120 pozycji, jest bardzo dobrze dobrane.

Z obowigzku recenzenta zwracam takze uwage drobne bledy, ktore nie obnizajg oceny
merytorycznej pracy.

* Warto byloby na poczatku pracy umiesci¢ spis skrétow stosowanych w pracy.

* Nie znalaztam streszczenia w jezyku angielskim.

* Brak informacji o zgodzie Komisji Bioetycznej, chociaz jest oczywista sprawa, ze
Autor ja miat,

* Autor pisze, Ze zmiany genetyczne opisane dotad u pacjentow z zespolowg forma
zarosnigcia przetyku mozna podzieli¢ na dwie grupy: »aberracje chromosomowe oraz
mutacje pojedynczych nukleotydéw” (str. 6, 21) — powinno by¢ raczej ,,aberracje
chromosomowe i mutacje w pojedynczych genach™.

e Str. 21, wiersz 12-13 od dotu — skrét myslowy, ,,.Do tej pory opisano co najmniej
kilkadziesigt aberracji w liczbie lub strukturze chromosoméw” — brakuje ,,u 0s6b z
zarosnigciem przetyku”.

® Str. 29 — tytul rozdziatu ,Material”, lepiej byloby ,,Pacjenci”, poniewaz Autor pisze
»»Badaniami zostato objetych 97 noworodkéw oraz dzieci z zarosnigciem przetyku”.

* Str. 291 in. — DNA jest rodzaju meskiego (ten kwas).

* We Wstepie w niektérych miejscach brakuje umieszezenia cytowania,

Wyniki pracy zostaly przez Doktoranta czesciowo opublikowane, w
przygotowaniu sg kolejne publikacje, w ktérych mgr Bednarczyk jest pierwszym autorem.

Reasumujac  stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Damiana Krzysztofa
Bednarczyka dotyczy interesujacego naukowo i waznego problemu molekularnych
mechanizméw bedacych u podioza wrodzonego zaro$nigcia przetyku i pokazuje jeden z



ogolnych mechanizméw prowadzacych do zaburzen embriogenezy (lokalne zmiany
genetyczne), co jest waznym odkryciem naukowym. Praca spetnia wszystkie wymogi
stawiane rozprawom doktorskim — w tym wypadku na stopiefi doktora nauk medycznych w
zakresie biologii medycznej. Z catym przekonaniem zwracam sig zatem do Wysokiej Rady
Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu o
dopuszczenie mgr Damiana Krzysztofa Bednarczyka do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.
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