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Recenzja rozprawy doktorskiej
pt.Aberracje chromosomowe irearanzacje genomowe u zarodka i
PLODU JAKO PRZYCZYNA UTRATY CIAZY -
BADANIA METODA QF-PCRI MIKROMACIERZY CGH

lek. Karoliny M atuszew skiej

Utrata cigzy jest niewatpliwie nietatwym doSwiadczeniem dla obojga
rodzicéw, w szczegolnosci jesli po sobie wystepujg 2 lub wiecej poronienia. W
populacji ogodlnej, wedtug najnowszych badan czestoS¢ poronien nawracajgcych
to okoto 1-3%, natomiast poronienn sporadycznych nawet 15-30%. Jako
przyczyny poronien wymieniane sg przede wszystkim nieprawidtowosci
chromosomalne, zaburzenia hormonalne, zmiany anatomiczne drog rodnych
kobiety oraz czynniki immunologiczne. Duzg role w patomechanizmie tego
powikifania przypisuje sie takze wystepowaniu choréb ogdlnoustrojowych oraz
infekcji. W przypadku par, ktore doSwiadczyty 2 i wiecej poronien Polskie
Towarzystwo Ginekologow i Potoznikdw rekomenduje poszerzong diagnostyke
w kierunku wymienionych powiktan, co ma wptyw na wiasciwe prowadzenie
nastepnej cigzy. Najczestszg przyczyna poronien samoistnych sg aberracje

chromosomowe, stad diagnostyka genetyczna jest pierwszym krokiem
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postepowania u par z obcigzonym wywiadem w tym kierunku. Nadrzednym
celem jest okreslenie doktadnego podioza genetycznego wystgpienia poronienia
w celu wytonienie grupy ryzyka par narazonych na wystgpienie nastepnego
poronienia lub powtdrzenia nieprawidtowosci chromosomowych. Nalezy
rowniez zaznaczyC, ze nowoczesne metody biologii molekularnej stanowia
nieodzowng strategie dla tego typu badan, pozwalajgcg na szybka i wiasciwg

odpowiedz co do przyczyny utraty cigzy.

Przedstawiona mi do oceny dysertacja ma uktad typowy dla tego rodzaju
opracowan, w catosci zawarta jest na 190 stronach, dodatkowo zatgczono kopie
zgody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu na

przeprowadzenie badan.

We Wstepie Autorka opisuje matczyne, ojcowskie i zarodkowe przyczyny
wystgpienia poronien sporadycznych i nawracajagcych. Duzg czesC stanowi
fragment dotyczacy metod analizy genetycznej znajdujacych zastosowanie w
badaniach materiatu po poronieniu. Autorka opisuje m.in. warto$¢ metod
ilosciowej reakcji  tancuchowej polimerazy (QF-PCR - quantitative
fluorescencje polymerase chain reaction) oraz porownawczej hybrydyzacji
genomowej do mikromacierzy (aCGH - array comperative genomie
hybridization), ktore zostaty bezposrednio zastosowane w przebiegu badan w

rozprawie doktorskiej.

Postawione cele badan byty wielokierunkowe i obejmowaty okresSlenie
udziatu aberracji chromosomowych i submikroskopowych rearanzacji
genomowych w etiologii poronien, ocene czestoSci powtarzania sie aberracji
chromosomowych w kolejnych cigzach u par z poronieniami nawracajacymi,
ocene czestoSci wystepowania aberracji chromosomowych i rearanzacji

submikroskopowych u par, u ktorych u jednego z partneréw zidentyfikowano



zrbwnowazong aberracje chromosomowa, poszukiwanie genow kandydatow dla
jednogenowych przyczyn poronien samoistnych, zaproponowanie algorytmu
postepowania diagnostycznego w zakresie badan genetycznych u par z
poronieniami  nawracajacymi. Cele pracy zostalty jasno i logicznie

sformutowane.

W dysertacji przedstawiono wyniki pochodzace z bardzo duzego
materiatu - analizg objeto 1244 kosmdwek po poronieniach uzyskanych od 1193
pacjentek. Kosmowki pochodzity z cigz utraconych pomiedzy 5 a 22 tyg. cigzy.
Metodg aCGH analizowano 417 kosmowek, natomiast metodg QF-PCR - 827
kosmowek. Analizie poddano nastepujgce dane: kolejnos¢ ciazy, z ktorej
pochodzit badany materiat, kolejnos¢ poronienia, tydzien zakonczenia cigzy,
wyniki badan kariotypéw obojga partnerow, wykonane wczes$niej badania w
kierunku trombofilii u pacjentki, wiek pacjentki oraz wiek partnera, sposéb
uzyskania cigzy, wywiad rodzinny partnerbw oraz badania genetyczne
kosmowek z poprzednich cigz pacjentki. Dobor metod statystycznych nie budzi

zastrzezen.

Najistotniejszymi wynikami uzyskanymi w pracy bylo wskazanie
liczbowych aberracji chromosomowych u zarodkow jako najczestszej przyczyny
poronien samoistnych oraz spadku czestosci zmian liczbowych chromosomaéw
wraz ze wzrostem liczby poronien. Wiekszy odsetek wynikoéw nieprawidtowych
stwierdzono w kosmoéwkach badanych metodg aCGH (56,6%) w poréwnaniu do
kosmowek badanych metodg QF-PCR (52,5%) (wynik nieistotny statystycznie).
W obydwu grupach badanych metodg aCGH oraz QF-PCR najczestszymi
aberracjami chromosomowymi byty trisomie chromosomow autosomalnych, z
czego w obydwu grupach najczesciej identyfikowang byta trisomia chromosomu

16, natomiast drugg co do czestoSci wystepowania byta trisomia chromosomu



Interesujgcym pozostaje fakt, ze najwyzsza Srednig wieku stwierdzono
wsrdd pacjentek i ich partneréw z trisomig 21 chromosomu, natomiast najmtodsi
wiekiem byli partnerzy gdzie w badaniu kosmowki stwierdzano trisomie 18
chromosomu. Pacjentki, u ktorych w kosmowce stwierdzano trisomie 16
chromosomu byty miodsze w poréwnaniu do wieku pacjentek z trisomig 21,22,
15. Doktorantka zwrocita rowniez uwage na fakt, iz czesto$¢ wystepowania
trisomii 14 chromosomu byta podobna jak czesto$¢ chromosomu 18 (5,79%), co
wskazuje, ze trisomig ta powinna znalez¢ sie wsrod zmian badanych w materiale
po poronieniu powyzszymi metodami. Analiza liczby poronien w wywiadzie
pokazata, ze wraz ze wzrastajacg liczbg poronien w wywiadzie zmniejsza sie
odsetek kosméwek z aberracjami chromosomowymi, co przemawia za poza
chromosomowymi  lub  poza  genetycznymi  przyczynami  poronien
nawracajacych.

W wyniku przeprowadzonych badan metodg aCGH Doktorantka wskazata
na zmiany strukturalne w kosmoéwkach o charakterze CNVs (mniejsze rowne
5Mb), ktére stanowity trzecia co do czestoSci wystepowania zmiane
chromosomowa. Interesujgcym faktem byta identyfikacja zmian strukturalnych
w 6 kosmowkach o charakterze rearanzacji w regionie chromosomowym 3p21,
gdzie znajduje sie gen DAGI kodujacy podjednostke alfa i beta dystroglikanu.
Obserwacje te stwarzajg interesujacy kierunek badan udziatu rearanzacji w tym
regionie w etiologii poronien.

Z kolei w grupie kosmoéwek z cigz uzyskanych poprzez inseminacje
nasienia partnera Doktorantka wykazata najwiekszy odsetek aberracji
chromosomowych (66,6% aCGH i 81,8% QF-PCR). W grupie kosmowek z cigz
uzyskanych poprzez IVF odsetek wynikow prawidtowych i nieprawidtowych
byt podobny przy analizie obydwoma metodami.

U 647 par przeprowadzono takze analize danych dotyczacych kariotypoéw. Dane

w ankietach pozwolity na potwierdzenie nosicielstwa aberracji u 26 pacjentow



(4% wszystkich wynikow) (translokacje, kariotyp mozaikowy, nosicielstwo
inwersji).

Ciekawym spostrzezeniem Autorki jest rowniez wskazanie ograniczen
metody aCGH w wykrywaniu poliploidii. W przeprowadzonych badaniach
metodg QF-PCR czeSciej identyfikowano triploidie (15,2 vs. 9,3% w metodzie
aCGH). Ponadto w przeprowadzonych badaniach wytypowano regiony i geny,
ktorych dalsze analizy mogg poszerzyC stan wiedzy na temat genetycznych
przyczyn utraty cigzy.

Przeprowadzenie przez Doktorantke catoSciowych i wnikliwych analiz
pozwolito na zaproponowanie algorytmu postepowania diagnostycznego w
zakresie badan diagnostycznych u par z poronieniami w wywiadzie i wskazanie
metody aCGH jako metody o zdecydowanie lepszej wartosci diagnostycznej. W
rozprawie wskazano rowniez na aktualizacje algorytmu wykazujac, ze badania
genetyczne kosmowki powinny by¢ pierwszym elementem diagnostyki u par z
obcigzonym wywiadem w kierunku utraty cigzy.

Przedstawione wnioski w liczbie 5 majg zaréwno charakter naukowy, jak

I praktyczny, odpowiadajg na zatozone w pracy cele.

W podsumowaniu podkresli¢ nalezy, ze praca stanowi doskonate
zintegrowanie nauk Klinicznych i osiggnieC metod nowoczesnej biologii
molekularnej. W rozprawie podjeto niestychanie istotny problem z punktu
widzenia klinicznego, prezentowane badania poparto wiasciwymi przestankami
merytorycznymi, a analize genetyczng przeprowadzono przy zastosowaniu
bardzo nowoczesnych metod. W ocenie recenzenta Doktorantka posiada
rozlegtg wiedze w temacie podjetych badan, jak rowniez opanowata metody
najnowszej generacji w zakresie biologii molekularnej. W catosci rozprawa
pokazuje biegtos¢ Doktorantki w zakresie analizy, interpretacji dyskusji i
wiasciwego formutowania wnioskow. Dodatkowg zalete stanowi przejrzysty

uktad rozprawy doktorskiej oraz staranno$¢ catosci opracowania.



W Swietle powyzszego mam zaszczyt zwroci¢ sie do Wysokiej Rady
Wydziatu Lekarskiego | Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu z wnioskiem o
dopuszczenie lek. Karoliny Matuszewskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Z uwagi na wybdr i doskonatg realizacje podjetego zadania w oparciu o
nowoczesne techniki badawcze z zakresu analiz genetycznych oraz doniosty wkiad
w wiedze o wymiarze poznawczym i Kklinicznym - wnosze o wyroznienie

dysertacji.



