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Ocena rozprawy doktorskiej lekarz Karoliny Matuszewskiej
pt. ,Aberracje chromosomowe i rearanzacje genomowe u zarodka
i ptodu jako przyczyna utraty cigzy — badania metoda QF-PCR
i mikromacierzy CGH"

Prawidiowy przebieg ciazy jest dazeniem wszystkich ginekologow i
potoznikow. Jednak az 10-70% cigz, zaleznie od etapu ich rozwoju, konczy sie
poronieniem samoistnym. Gtoéwna przyczyna poronien sg nieprawidtowosci genomu
ptodu, gtéwnie niedziedziczne, oraz w czesci przypadkow odziedziczone po
rodzicach — nosicielach zrownowazonych  aberracji chromosomowych  lub
recesywnych mutacji genowych. Poznanie genetycznych przyczyn poronien nie tylko
poszerza naszg wiedze na ten temat, ale pomaga réwniez w zastosowaniu
adekwatnej profilaktyki lub postepowania terapeutycznego.

Znakomitym narzedziem do poznania genetycznego podtoza poronien
samoistnych okazaty sie¢ nowoczesne metody badan cytogenetyczno-molekuIarnych.
W pierwszej kolejnosci byta to porownawcza hybrydyzacja genomowa do
mikromacierzy (aCGH), metoda bedgca na Zachodzie badaniem pierwszego rzutu
genetycznej diagnostyki przed- i pourodzeniowej, a W Polsce, ze wzgledu na koszt
badan, nie objeta refundacja NFZ. Drugg metoda analizowang W recenzowanej pracy
jest QF-PCR, pozwalajgca na oceng liczbowych aberraciji chromosomow.

Celami przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej pani Karoliny
Matuszewskiej byto okreslenie udziatu duzych oraz submikroskopowych aberracji i
rearanzacji genomowych u zarodka/ptodu w etiologii poronien, ustalenie czestosci
powtarzania sig ich w kolejnych cigzach u par z poronieniami nawracajacymi oraz ich
czestosci u par z nosicielstwem aberracji zréownowazonych. Odrebnym celem byto
poszukiwanie zlokalizowanych w regionach rearanzacji genow, ktore mogtyby byc¢
genami kandydujacymi jednogenowych przyczyn poronien. Praktycznym celem pracy
byto zaproponowanie uwzgledniajgcego badanie materiatu z poronienia algorytmu
genetycznego postepowania diagnostycznego u par z poronieniami nawracajgcymi.

Przedstawione wyzej cele zostaty osiagniete.
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Rozprawa podsumowujgca badania Doktorantki pisana jest dobra polszczyzna
z dosé nielicznymi literéwkami, ilustrowana przejrzystymi tabelami i rycinami.
Pisémiennictwo zawiera 140 pozycji, gtéwnie z ostatnich 5-10 lat, obejmujgacych caty
przekréj zagadnien przedstawionych w pracy. Znalazto sie w nim wiele stale
aktualnych prac, przedstawiajace réznorodne genetyczne przyczyny poronien, ale
tez miedzy innymi kontrowersyjna praca z 2000r. o zwigzku ryzyka urodzenia dziecka
z zespotem Downa z polimorfizmem MTHFR. Dane bibliograficzne przedstawione
zostaly w sposéb bardzo uporzadkowany. Cennym uzupefnieniem rozprawy,
utatwiajgcym zadanie recenzenta, jest zamieszczony na poczatku skromny, lecz
wystarczajgcy ,Wykaz stosowanych skrétow”. Na koncu rozprawy Doktorantka
umiescita suplement zawierajacy m.in. zgode Komisji Bioetycznej, karte zlecenia
wykonania badania genetycznego materiatu z poronienia i deklaracje zgody
pacjentdéw, $wietne przyktady kart informacyjnych dla par z poronieniami oraz bogatg
tabele z charakterystyka demograficzna i kliniczng par z poronieniami.

W dwudziestostronicowym wstepie pracy Doktorantka przedstawita
réznorodne przyczyny poronien, genetyczne i niegenetyczne, oraz opisata krytycznie
metody badan, ktérych wyniki analizowata w pracy.

Metoda badawcza, przyjeta przez Doktorantke byta retrospektywna analiza
wynikéw cytogenetyczno-molekularnych badan kosmowek w kontekscie danych
demograficznych, laboratoryjnych i klinicznych par z poronieniami oraz analiza
statystyczna uzyskanych danych. ,Cze$¢ laboratoryjna badan zostata wykonana
przez zesp6t biologébw molekularnych i diagnostéw laboratoryjnych w Laboratorium
Biologii Molekularnej CGM Genesis w Poznaniu”. Doktorantka, bedac tylko lekarzem
genetykiem  klinicznym, nie wykonywata samodzielnie zadnych badan
laboratoryjnych, cho¢ sposéb ich opisu i analizy wynikow Swiadczy o przynajmniej
teoretycznej, rozlegtej wiedzy nt. metodyki badan genetycznych analizowanych w
pracy. Natomiast wszyscy pacjenci byli osobiécie konsultowani przez lek. Karoline
Matuszewska w poradni genetycznej, wszyscy otrzymali rzetelnie napisane karty
informacyjne.

Doktorantka przeanalizowata tgcznie wyniki badan genetycznych olbrzymie;
grupy 1244 kosmowek po poronieniu, otrzymanych od 1193 pacjentek. WSsréd nich
317 wynikéw stanowity wyniki aCGH, a 827 — wyniki badan QF-PCR. Analizujgc
wyniki aCGH stwierdzita, ze w wiekszosci przypadkéw byly to trisomie (58.5%),

rzadziej monosomia X i rearanzacje/aberracje strukturalne. Najczestsza trisomig byta
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trisomia chromosomu 16, praktycznie nie spotykana u zywo urodzonych dzieci. W
9.3% przypadkéw stwierdzono triploidie, o ktorej Doktorantka we ,Wstepie” pisata,
ze ograniczeniem metody aCGH jest brak mozliwosci identyfikacji wybranych
poliploiddi, np. triploidii. Czym wobec tego mozna wytlumaczy¢ taka rozbieznosc
miedzy tekstem ,Wstepu” i ,Wynikow” ?

Strukturalne aberracje chromosmow i rearanzacje genomowe stwierdzono w
32 kosmoéwkach (7.7%). Wyniki badan aCGH kosmoéwek od pacjentek ze
zréwnowazonymi aberracjami strukturalnymi zestawita Autorka, w miare mozliwosci,
z obrazami chromosomow wybarwionych w technice GTG. Skad sie wziety te
chromosomy, jesli w opisie metodyki Autorka nie wspomina o tej technice? | tylko w
jednym przypadku pisze, ze ,badanie byto wykonane w innym osrodku”.

Najczestsza rearanzacja genomowa byta zmiana W regionie 3p21,
stwierdzona w 6 kosmowkach. W pieciu byta to mikrodelecja, w jednej
mikroduplikacja.

W ciekawych i zawierajgcych duzo informacji tabelach 11 i 12 Doktorantka
przedstawita znalezione rearanzacje, ich doktadna lokalizacje genomows,
charakterystyke genow zawartych w zmienionych fragmentach chromosomow |
zmiany fenotypowe wynikajace z tych rearanzacji.

Ciekawymi obserwacjami Autorki byty, ze w miare starzenia sie kobiet
wystepowato w poronieniach coraz wiecej trisomii i coraz mniej aberracji
strukturalnych oraz ze wraz ze zwiekszeniem liczby poronien u danej pary, maleje w
nich udziat czynnikow genetycznych (odsetek wynikow nieprawidfowych). Ponadto
Doktorantka stwierdzita, ze im pozniejszy byt tydzien utraty cigzy, tym czesciej W
kosmoéwce wystepowaty trisomie 13, 18, 21, zamiast innych aberracji liczbowych i
strukturalnych. Stwierdzita tez, ze jesli jedno z partneréow byto nosicielem
zrownowazonej aberracji strukturalnej, 1o aberracje strukturalne w kosmowkach
wystepowaty znacznie czesciej, niz u par bez takiego nosicielstwa.

Doktorantka badata tez czestos¢ wystepowania aberracji w zaleznosci od
sposobu ,uzyskania” cigzy i udowodnita, ze nie ma zadnych statystycznie istotnych
roznic w tym zakresie. Jednak najwiekszy odsetek nieprawidtowych wynikow
stwierdzono w kosmoéwkach z cigz uzyskanych metoda inseminacji nasieniem
partnera, co jest wynikiem zaskakujgcym.

W badaniu QF-PCR zdecydowanie najczestsze byty trisomie (69.6%), duzo
rzadziej wystepowaty triploidie (15.2%) i mnonosomia X (13.4%). W badaniach tych
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interesujgcym, podobnym do tego w aCGH spostrzezeniem byto, ze im pozniejszy
tydzien utraty cigzy, tym czestsze trisomie 13, 18, 21 w stosunku do innych trisomii
(15, 16, 22). Ponadto — przeciwnie niz w badaniu aCGH — wiekszy odsetek trisomii w
kosmoéwce odnotowano u par bez nosicielstwa aberracji niz z nimi. Natomiast
najwiekszy odsetek wynikéw nieprawidtowych, podobnie jak w aCGH, stwierdzono w
kosmowkach z cigz uzyskanych w wyniku inseminacji nasieniem partnera.

Analiza wynikéw zarébwno aCGH, jak i QF-PCR w materiale z kolejnych
poronien wykazata, ze jesli w pierwszym poronieniu nie byto aberracji, w kolejnym
nieprawidtowy wynik badania kariotypu kosmowki byt czestszy niz w kolejnych
ciazach po cigzy z aberracjami. Bardzo interesujaca jest tabela 24 przedstawiajace
wyniki badania kariotypu kosmoéwki u wszystkich kobiet z powtarzajgcymi sig
poronieniami, u ktorych te wyniki udato sie uzyska¢; u trzech kobiet stwierdzono
powtarzajgcg sie trisomie, w tym u dwoch chromosomu 15, u jednej chromosomu 16,
a u jednej powtarzajaca sie aberracje strukturalng wynikajacg z nosicielstwa przez te
kobiete aberracji zrbwnowazone;.

U kobiet z polimorfizmem typu Leiden czynnika V krzepnigcia nieznamiennie
czesciej stwierdzano aberracie w kosmowce. Polimorfizméw innych genéw
zwiazanych z trombofilig nie analizowano.

Przydatnos¢ i czuto$¢ analizowanych metod badan (np. w zakresie
wykrywania triploidi) oraz ich wyniki Doktorantka doktadnie i krytycznie
przedyskutowata. Przeanalizowata takze czesto$é wystepowania trisomii i jej
zaleznoé¢ od wieku partneréw. Zabrakto mi w dyskusji wyjasnienia wystepowania w
materiale z poronien trisomii 16 jako najczestszej aberracji. Ale pewnie nikt, nie tylko
Doktorantka, nie wie, jaka jest tego przyczyna.

W odniesieniu do powtarzajgcych sie w kolejnych dwoch cigzach takiej samej
aberracji, Doktorantka zacytowata Robinsona i wsp, twierdzacych ze powtarzanie si¢
tej samej trisomii nie Swiadczy jeszcze o mozaikowato$ci gonadalnej. Dwukrotne
powtérzenie moze nie, ale trzykrotne?

Doktorantka zwrécita uwage na powtarzajaca sie rearanzacje regionu 3p21. W
regionie tym lezy gen DAG1, ktéry moze miec powigzania z procesem implantacji
przebudowg tozyska na wczesnym etapie ciazy. Doktorantka zwrécita uwage, ze
nieprzypadkowe wystapienie zmian w tym regionie (az szesciokrotnie) otwiera nowy,

interesujacy kierunek badan.



Sposo6b prowadzenia dyskusji $wiadczy o duzej samodzielnosci Doktorantki w
mysleniu, krytycznym spojrzeniu na wyniki wiasnych badan i dojrzatosci naukowe;j.
Dyskusja jest bardzo interesujaca. Jej zwienczeniem jest zaproponowanie nowego
algorytmu badan genetycznych u oséb z poronieniami, w ktérym punktem wyjscia
jest badanie kosmoéwki metoda aCGH.

Najistotniejsze spostrzezenia dokonane podczas realizacji pracy Doktorantka
zawarta w 5 dobrze sformutowanych wnioskach, z ktérych ostatni stanowi niejako

rekomendacje zaproponowanego algorytmu diagnostycznego.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze praca JAberracie chromosomowe i
rearanzacje genomowe u zarodka i ptodu jako przyczyna utraty cigzy — badania
metoda QF-PCR i mikromacierzy CGH" spetnia kryteria rozprawy naukowej na tytut
doktora nauk medycznych i mam zaszczyt przedstawic Wysokiej Radzie Wydziatu
Lekarskiego | Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
wniosek o dopuszczenie lekarz Karoliny Matuszewskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczesénie, biorac pod uwage szeroki zakres pracy oraz olbrzymie

poznawcze i praktyczne znaczenie jej wynikéw, wnioskuje o jej wyroznienie.

Bydgoszcz, 03.04. 2019 .




