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pt.: ,Rola czynnikow epigenetycznych w etiopatogenezie atrezji przetyku”

Zgodnie z uchwata Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu o powotaniu mnie na recenzenta wyzej wymienionej rozprawy doktorskiej mam zaszczyt

przedstawic¢ ponizszg opinie.

Oceny dokonano na podstawie przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej w formie
monografii. Recenzowany materiat analizowano w zakresie oceny ukfadu rozprawy, celu pracy
kandydata, zastosowanego w pracy pi$miennictwa, metod badawczych, oméwienia wynikéw badan,
oceny czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego oraz czy praca
prezentuje ogélng wiedze teoretyczng kandydata oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy

naukowej.

Wrodzone zaroéniecie przetyku stanowi najczestsza wadg wrodzong przetyku oraz najczestsza
atrezje przewodu pokarmowego. Powstaje w skutek pierwotnego zaburzenia procesu tworzenia, i
réznicowania tchawicy i przetyku z jelita przedniego na wczesnym etapie embriogenezy. Pomimo
szybkiego rozwoju technik operacyjnych takich jak torakoskopia oraz zdecydowanego wzrostu
przezywalnosci dzieci z ta wadg szacowanego na poziomie okoto 90-95% w krajach
wysokorozwinietych, przyczyna zarosnigcia przetyku, w tym postaci izolowanej pozostaje nadal
nieznana. Wobec powyiszego nalezy uznac, ze Doktorant podejmuje w swojej dysertacji istotny,

ciekawy oraz aktualny temat.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska stanowi oprawiony maszynopis liczacy 92
strony, w tym 73 strony stanowi tekst wtasciwy ze spisem treéci i wykazem skrotow, 4 zajmuje spis
rycin i tabel, 12 spis pismiennictwa oraz 3 opinig¢ komisji bioetycznej, dorobek naukowy autora oraz

opis zyciorysu. Dokumentacja w tekscie wtasciwym obejmuje 20 rycin, 5 tabel. Obowigzkiem




recenzenta jest zauwazy¢ maty btad, ze spis rycin w spisie treéci znajduje sig na stronie 73, a w

rzeczywistosci na 75.

Piémiennictwo jest aktualne i ztozone jest ze 170 pozycji, gtéwnie zagranicznych, jedynie 5
pozycji (2,9%) prezentuje dorobek rodzimy. Biorac pod uwage czgS¢ edycyjng monografii nalezy

podkresli¢ jej bardzo dobrg forme oraz czytelng oprawe graficzna.

Dysertacja ma charakter monografii. W rozdziale zatytutowanym ,Wstep” Doktorant
szczegétowo i precyzyjnie opisuje anatomie, histologie oraz embriologie przetyku. Przedstawia
klasyfikacje wg. Klutha, a takze historig leczenia tej wady. W kolejnych rozdziatach omawiane s3
odpowiednio epidemiologia, patomechanizm wrodzonego zarosnigcia przetyku, dodatkowe wady
towarzyszace. Najwieksza uwage doktorant poswieca roli czynnikow genetycznych ze szczegétowym
przedstawieniem gendw, ktérych mutacje z duzym prawdopodobieristwem zwigzane s3 z
zaburzeniami réznicowania tchawicy i przetyku. Nalezy doceni¢ bardzo starannie i wyczerpujgco

przedstawiong czes¢ teoretyczng dysertacji.
Cele pracy zostaty odpowiednio okreslone, sg jasne i precyzyjne:

Poszerzenie wiedzy o etiologii atrezji przetyku poprzez zbadanie genomowych profili metylacji DNA,
poréwnanie jako$ciowe i ilosciowe stopnia metylacji catego genomu oraz poszczegélnych genow w
tkankach pobranych od bliznigt. Okreslenie roznic w profilu metylacji genoéw opisywanych jako mogace
odpowiada¢ za AE oraz wskazanie szlakow sygnatowych, ktérych funkcjonowanie moze byc¢ zaburzone

w wyniku zréznicowania wzoru metylacji w grupie badanej.
Dodatkowo jako szczegétowe cele pracy okreslono:

1. Ocena przydatnosci techniki RRBS w badaniach nad przyczyng wystepowania rzadkich
wrodzonych wad izolowanych o nieustalonej dotychczas etiologii na przyktadzie AE.

2. Zwrécenie uwagi na zréznicowanie tkankowe i narzagdowe wzoru metylacji jako mozliwym
kierunku badar w poszukiwaniu etiologii wystgpowania wad wrodzonych.

3. Poszerzenie wiedzy na temat czynnikéw epigenetycznych pod postacig zmiennosci wzoru

metylacji jako przyczyny wystgpowania wad wrodzonych na przyktadzie EA.

Badana grupe stanowifo 6 par bliznigt (w tym 3 pary homozygotyczne i 3 pary heterozygotyczne),
wiéréd ktérych jedno z dzieci urodzone byto z wrodzonym zaroénieciem przetyku jako wada izolowang,
a drugi blizniak byt dzieckiem zdrowym. Dzieci byty rekrutowane wsréd pacjentéw Kliniki Chirurgii i
Urologii Dzieciecej we Wroctawiu oraz Kliniki Chirurgii, Traumatologii i Urologii Dziecigcej w Poznaniu.
Do badania zabezpieczono dwa rodzaje materiatu biologicznego — krew petng pobrang od kazdego z

bliznigt celem wykonania badari molekularnych oraz wycinek tkankowy z dolnego odcinka przetyku,




pobrany podczas pierwotnego zespolenia przetyku w torakoskopii (u 5 pacjentéw) lub w czasie
gastroskopii wtérnej do pierwotnej operacji (u 1 pacjenta). Wycinek z przetyku pobierany byt jedynie
u blizniagt z AE. Po izolacji DNA okreslono zygotyczno$¢ blizniagt oraz wykonano badanie poréwnawczej
hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH). Wykluczono aberracje liczbowe i strukturalne jako
przyczyne wystepowania wady. Badanie cafogenomowej analizy metylacji oparto o technike RRBS
(Reduced-represantation bisulfite sequencing). Uzyskane wyniki poddano analizie biostatystycznej.
Celem wykrycia istotnych statystycznie réznic w metylomie uzyto danych opartych o ok 950 tys.
dinukleotydéw CpG zlokalizowanych w ok 60 tys. wysp CpG. Poréwnano profile metylacji wysp CpH
pomiedzy pacjentami z wrodzonym zaro$nieciem przetyku a ich zdrowym rodzenstwem. W
przeanalizowanym materiale nie stwierdzono znaczacych réznic w hipermetylacji i hipometylacji w
obrebie promotoréw genéw w opisywanych w literaturze jako mogace bra¢ udziat w patogenezie
zaroéniecia przetyku. Analiza wzbogacenia $ciezek wykazata statystycznie znaczacy udziat 10
hipermetylowanych genéw w S$ciezce Rho GTPase, dotychczas nieopisywanych w patogenezie
zaroéniecia przetyku. Dotyczy to genéw ARHGAP36, ARHGAP4, ARHGAPSG, ARHGEF9, FGD1, GD1I1,
MCF2, OCRL, STARDS.

W rozdziale ,Dyskusja” Doktorant szeroko, sprawnie i wyczerpujaco omawia czynniki
¢rodowiskowe i osobnicze oddziatujace na ptéd w okresie prenatalnym jako przyczyne powstanie AE.
Wymienia m.in. otyto$¢, cukrzyce u matki, stosowanie alkoholu, tytoniu, a takze adriamycyny.
Zaznacza istotng role wroctawskiego osrodka chirurgicznego, ktory od lat 50’ ubiegtego wieku
specjalizuje sie w leczeniu tej wtasnie wady. Wskazuje, ze pomimo znacznego rozwoju genetyki,
obecnie jedynie w ok. 10% przypadkéw mozliwe jest ustalenie przyczyny wystepowania w/w wady.
Autor wtasne wyniki badan zestawia z wynikami z piémiennictwa. Prace koriczy pigc jasno
sformutowanych wnioskéw. Wynikaja one i odpowiadajg na pytania zawarte w celach pracy. Wnioski
te moga mieé istotne znaczenie w kolejnych pracach naukowych dotyczacych wady. Podkreéla, ze
roznice w hipermetylacji genéw biorgcych udziat w Sciezce molekularnej Rho GTPase moga wskazywac
na udziat tej $ciezki w patofizjologii powstawania EA. Badania nad zaburzeniami epigenetycznymi
genow z w/w Sciezki w kontekscie zarosnigcia przetyku powinny by¢ nadal kontynuowane. w
szczegdlnosci w powigzaniu z badaniami ekspresji wskazanych genéw. Z uwagi na brak roznic w
zakresie metylacji opisywanych dotychczas w literaturze gendéw mogacych odpowiadac za etiologie
atrezji przetyku wskazuje, ze moze mie¢ ona inny mechanizm regulacji ekspresji tych genéw. Biorac
pod uwage technike RRBS przy uzyciu dobrych jakosciowo probek DNA wg autora dostarcza ona duzej
iloéci danych pod postacig doktadnej charakterystyki metylomu badanej tkanki. Ich analiza moze by¢

uzyteczna w poszukiwaniu przyczyn wad wrodzonych o dotychczas nieustalonej etiologii.




Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze lek. Michat Bfoch wykazat duza wiedze oraz orientacje w
opracowanym zagadnieniu naukowym. Dobrat wiaséciwg metodyke prac, przeprowadzit bardzo
rzetelng analize uzyskanych, ciekawych wynikéw. Ponadto sformutowat wnioski zgodnie z
postawionym celami. Dysertacja napisana jest przejrzystym, stylistycznie poprawnym jezykiem. Praca

jest dowodem dojrzatosci naukowo-dydaktycznej kandydata.

Ograniczeniem pracy jest niewatpliwie mafo liczna grupa badana, co wyraznie utrudnia rzetelng
ocene statystyczna. Ograniczenie to wynika z niskiej liczby urodzonych pacjentéw z AE, a tym bardziej
z ciaz blizniaczych, o czym doktorant wspomina w dyskusji pracy, podkreslajac, ze rekrutowat

pacjentéw w okresie 5 lat w najwigkszych oérodkach chirurgicznych w Polsce.

Biorac pod uwage wysoka wartos¢ merytoryczng rozprawy oceniam dysertacje pozytywnie.
Uwazam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

Nr 65, poz. 595, z pdzn.zm.)”

Mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Wydziatu Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie lek. Michata Btocha do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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