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Przystepujac do oceny rozprawy doktorskie] lek.med. Marty Chrzanowskiej-Steglinskiej,
checiatabym wyrazi¢ zadowolenie z powierzenia mi zaszczytnego obowigzku recenzenta - ze wzgledu na
renome Kliniki kierowanej przez Prof.dr hab.n.med. Piotra Sieroszewskiego i Jego oraz Dr n.med. Hanny
Moczulskie] wktad w przygotowanie znakomitych rekomendacji dotyczacych diagnostyki genetycznej
w ginekologii i potoinictwie, a takze ze wzgledu na temat rozprawy doktorskiej, ktéra dotyczy
genetycznych przyczyn poronieri samoistnych, a dokladnie jednego z najbardziej znanych zespotéw
genetycznych — zespotfu Smitha, Lemlego i Opitza (S5LOS).

Na przeprowadzenie badan lek.med. Marta Chrzanowska-Steglinska uzyskata zgode Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi z dnia 16.06.2015 (nr RNN/150/15/KE).

Praca liczy 65 stron. Zawiera kolejno: wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim,
streszczenie w jezyku angielskim, Wstep (10 stron), Cel pracy (1 strona), Materiat i metody (9 stron),
Wyniki (16 stron), Dyskusja (7 stron) oraz Ograniczenia badania, Wnioski, Bibliografia, Spis tabel i rycin,
Kwestionariusz ankietowy. Do pracy dofgczono ,,Oswiadczenie o wyrazeniu zgody na przeprowadzenie
badania” oraz ,Formularz $wiadomej zgody pacjentki na udziat w badaniu genetycznym.” Praca ma
uktad typowy dla rozpraw doktorskich na stopiei naukowy doktora nauk medycznych. Proporcje
migdzy poszczegdlnymi czesciami pracy sg wiasciwe.

Przystepujac do oceny merytorycznej rozprawy doktorskiej, chce podkresli¢, ze szczegélna
zaletg pracy jest jej temat - podjecie pionierskich badar nad zwigzkiem nosicielstwa patogennych
wariantow w genie DHCR7 z poronieniami nawracajgcymi.

Poronienia nawracajgce stanowig jeden ze znaczgcych probleméw klinicznych w ginekologii,
dotyczac 1-3% par starajgcych sie o potomstwo. Od poczatkdw diagnostyki genetycznej metodami
cytogenetyki klasycznej doceniono badanie kariotypu u par z poronieniami samoistnymi (nosicielstwo
translokacji wzajemnych i robertsonowskich oraz inwersji u ktérego$ z partneréw), jednak dominujace
znaczenie czynnika genetycznego (aberracje chromosomowe, giféwnie liczby chromosoméw u
zarodka/ptodu) wykazano dopiero wtedy, kiedy podjeto badania materiatu z poronienia, zwiaszcza
metodg poréwnawcze] hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH). O ile aberracje
chromosomowe i zmiany typu CNV u zarodka i ptodu jako przyczyna poronien samoistnych sg dobrze
poznane, to na temat jednogenowych przyczyn poronien samoistnych trwa jeszcze gromadzenie wiedzy
i wszystkie badania, ktore dotycza tego zagadnienia, sg bardzo doceniane.

Rozprawa doktorska lek.med. Marty Chrzanowskiej-Steglinskiej pt. ,Ocena wystepowania
nosicielstwa wariantéw w genie DHCR7 odpowiedzialnych za wystgpienie zespotu Smitha, Lemlego i
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Opitza jak przyczyny poronieri nawracajgcych” bardzo dobrze wpisuje sie w ten temat. Zespdt Smitha,
Lemlego i Opitza (SLOS) jest jednym z zespotéw genetycznych, ktéry przycigga szczegdlng uwage. Nalezy
zaznaczyc, ze badania naukowe nad tym zespofem prowadzone byly od lat w Polsce przez zespét pod
kierunkiem Prof Matgorzaty Krajewskiej-Walasek, ktdra zwrdcita uwage na niezgodnosé miedzy
czestoicia wystepowania nosicielstwa wariantéw patogennych w genie DHCR7 a czestoscig
wystepowania SLOS, co zauwazyli tez inni autorzy. Wysunieto hipoteze, ze SLOS u zarodka moie
prowadzi¢ do wczesnych poronien, jednak nie podjeto badan w kierunku potwierdzenia tej hipotezy i
dopiero badania lek.med. Marty Chrzanowskiej-Steglinskiej s pierwsza proba weryfikacji tej hipotezy.

Wybor tematu rozprawy doktorskiej uwazam zatem za niezwykle trafny — wartoéciowy naukowo |
wazny dla praktyki klinicznej.

We , Wstepie” Doktorantka podaje definicje poronienia i poronieri nawracajacych, a nastepnie
omawia czynniki epidemioclogiczne, zwracajgc uwage na wplyw wczesniejszych poronien, wieku matki,
to, czy cigze byly z tym samym czy réznymi partnerami oraz wplyw czynnikéw srodowiskowych na
ryzyko poronienia. Dalej Doktorantka opisuje etiologie poronied nawracajacych — przyczyny
genetyczne, immunologiczne, anatomiczne, ogdlnoustrojowe i endokrynologiczne oraz przyczyny
psychologiczne. Opisujgc przyczyny genetyczne, Doktorantka powinna wyrazniej podkreslic, ze chodzi
o nieprawidtowy genom zarodka/ptodu. W tym miejscu oczekiwatabym szerszego rozwiniecia tematu,
pismiennictwo jest dos¢ duze 1 interesujgce, rozprawa doktorska dotyczy wiasnie czynnikow
genetycznych (chociaz nie aberracji chromosomowych). Warto bytoby podwigcié wiecej miejsca
chorobom monogenowym u zarodka/ptodu, tymczasem ten krétki, trzyzdaniowy akapit, w ogéle nie
ma odnosnika do pismiennictwa. Ostatnia czes¢ ,Wstepu” dotyczy zespotu Smitha, Lemlego i Opitza
(SLOS). Informacje o tym zespole zajmujg 2 strony, w tym Ryc. 1 przedstawiajgca schemat syntezy
cholesterolu i miejsce bloku metabolicznego. Wymienione sg wady rozwojowe wystepujace w SLOS, a
takze informacje o prenatalnej manifestacji zespotu. Ta czesc¢ ,Wstepu” rowniez pozostawia pewien
niedosyt, SLOS jest bardzo charakterystycznym zespotem, chciatabym przeczytac we ,Wstepie” o nim
wiecej, brakuje mi rycin, ktdre pokazujg charakterystyczne fenotyp, zwtaszcza ciezkiej postaci zespotu.
Promotor pomocniczy — Dr n.med. Hanna Moczulska jest bardzo dobrym genetykiem klinicznym,
znanym i cenionym w $rodowisku, znajgcym dobrze dysmorfologie, i moje oczekiwania z tego wiasnie
wynikaja. Interesujgca jest rowniez diagnostyka prenatalna SLOS.

Celem pracy jest ocena czestosci wystepowania wariantéw p.Trpl51Ter i p.Val326Leu genu
DHCR7, bedacych przyczyng zespotu Smitha, Lemlego i Opitza u kobiet z co najmniej dwoma
poronieniami w wywiadzie. Jak pisze Doktorantka, hipoteza badawcza jest taka, ze u tych kobiet
czestosc wystepowania obu wariantéw jest wieksza niz u pacjentek posiadajgcych co najmniej dwoje
zdrowych dzieci, bez poroniefi w wywiadzie. Cel pracy jest sformutowany ostroznie i skromnie, a
hipoteza badawcza - nie wymieniona w tym miejscu, ale wynikajgca z pracy - jest taka, ze nosicielstwo
patogennych wariantéw genu DHCR? jest jedng z przyczyn poronier nawracajacych.

Badania zostaly przeprowadzone w latach 2015-2019 w Klinice Medycyny Ptodu i Ginekologii |
Katedry Ginekologii i Potoznictwa UM w todzi, w Poradni Genetyki Klinicznej CSK UM w todzi i Zaktadzie
Genetyki Klinicznej Katedry Genetyki Klinicznej i Laboratoryjnej UM w todzi. Grupe badang stanowito
385 kobiet, ktore miaty co najmniej 2 poronienia samoistne do 20 tygodnia cigzy. Grupe kontrolng
stanowito 99 kobiet, ktdre nigdy nie ronily i ktére urodzity co najmniej dwoje zdrowych dzieci po 37.
tygodniu cigzy. Obie grupy —badana i kontrolna zostaty dobrze dobrane. Dla potrzeb badan Doktorantka
przygotowata kwestionariusz ankietowy (zataczony do pracy) dotyczacy wywiadu rodzinnego (pytania
o choroby genetyczne, nieprawidtowy rozwdj dzieci, niepetnosprawnosé intelektualna, poronienia lub
martwe urodzenia w rodzinie pacjentki i jej partnera), ekspozycji na szkodliwe czynniki srodowiskowe
w miejscu pracy | w domu, stan zdrowia, kontakt z chorobami zakaZznymi, natogi, problemy z zajéciem
w cigie, szczegotowy wywiad potozniczy, badania genetyczne.

Doktorantka pisze, ze , Informacja o prawidtowym kariotypie pacjentki i jej partnera pozwolita
wykluczyc z badania te pacjentki, u ktorych istniato podejrzenie innej genetycznej przyczyny poronien”.
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Jednak nie mozna méwi¢ o wykluczeniu pacjentek z ,innymi genetycznymi przyczynami poronier”,
poniewa:z najwazniejszg nie tylko genetyczng przyczyng poronienn samoistnych, ale najczestsza
przyczyng poronieri w ogole, jest aberracja liczby chromosoméw u zarodka/ptodu, nie zwigzana z
nieprawidtowym kariotypem rodzica, a tego w pracy nie badano.

Doktorantka badata dwa warianty w genie DHCR7. Warianty te zostaly dobrze dobrane,
stanowig one 65% wariantow patogennych w genie DHCR7 w polskiej populacji. Analize wariantu
pVal326Leu Doktorantka przeprowadzita metoda genotypowania z wykorzystaniem TagMan SNP
Genotyping Assays (Applied Biosystems, USA). Wariant p.Trp151Ter badata metodg genotypowania z
zastosowaniem enzymu restrykcyjnego (PCR, nastepnie restrykitaza Bfa/). Obecnos¢ obu badanych
wariantéw potwierdzono sekwencjonowaniem metody Sangera. Sg to proste, ale wiarygodne i
catkowicie wystarczajgce metody badan genetycznych.

~Wyniki” zajmujg 16 stron, ale 2 tabele (Tabela 24 i 25) nalezg do ,Dyskusji”, a 4 strony opis
metod statystycznych zastosowanych w pracy, co widziatabym w ,Materiatach i Metodach”. W
»~Wynikach” duzo miejsca Doktorantka poswieca charakterystyce grupy badanej i kontrolnej. Pacjentki
w obu grupach byty w takim samym wieku, w kazdej z grup pofowa pacjentek miata 36 lub mniej lat.
Byt to wiek pacjentek w chwili badania, ale interesujgce bytoby réwniez poréwnanie wieku pacjentek
w chwili, gdy ronity (grupa badana) lub rodzity zdrowe dzieci (grupa kontrolna). Czy Doktorantka ma
takie dane?

Poréwnanie choréb i czynnikéw ryzyka w obu grupach wykazata, ze w grupie badanej czesciej
wystepowata choroba Hashimoto i réznica ta byta istotna statystycznie. Co do palenia papierosow, to
odsetek ten wydaje sie znacznie zanizony w obu grupach, przy czym odsetek kobiet palacych papierosy
byt wiekszy w grupie kontrolne]j. Z Polskiego Rejestru Wrodzonych Wad Rozwojowych wiemy, jak trudno
jest uzyska¢ wiarygodne informacje na ten temat, badania Doktorantki to potwierdzaja.

W grupie badanej kobiety miaty od 2 do 9 cigz, w tym 2 do 7 poronien samoistnych (69,1%
miafo 2 poronienia, 23,1% 3 poronienia). Interesujgcym wynikiem jest to, ze kolejne poronienia byty z
reguly coraz wczesniej. Czy Doktorantka moze zaproponowac jakies wyttumaczenie tego faktu?

Badanie wariantéw genu DHCR7 wykazato, ze ani w grupie badanej ani kontrolnej nie
wystepowat wariant pVal326Leu. Wariant p.Trp151Ter wykryto u 5,8% pacjentek w grupie badanej (22
pacjentki) oraz u 4,0% pacjentek w grupie kontrolnej (4 pacjentki). Chociaz réznica ta nie byta istotna
statystycznie, to wynik ten uwazam za bardzo interesujgcy, zachecajgcy do dalszych badan.

»Dyskusja” liczaca 7 stron (ale nalezg do niej jeszcze 2 Tabele umieszczone bfednie w
~Wynikach”) jest dobrze napisana i Swiadczy o bardzo dobrej znajomosci piémiennictwa i umiejetnoci
interpretacji wynikow badan. , Dyskusja” jeszcze lepiej niz ,Wstep” wyjasnia, dlaczego Doktorantka
podjefa temat nosicielstwa wariantdow patogennych w genie DHCR7 u kobiet z poronieniami
samoistnymi. Szczegblne wrazenie robi niezwykly opis przypadku wskazujgcy na zwigzek nosicielstwa
patogennych wariantéw w genie DHCR7 z poronieniami nawracajgcymi oraz dane z piémiennictwa
dotyczace prenatalnego przebiegu SLOS. Doktorantka wskazuje na roznice w wystepowaniu
poszczegolnych wariantéw patogennych w réznych populacjach oraz na réznice fenotypowe tylko
czesciowo zalezne od rodzaju wariantu patogennego. Przy niektérych wariantach patogennych fenotyp
moze nie by¢ charakterystyczny i SLOS moze pozostac nierozpoznany. Interesujgca jest hipoteza, ze
nosicielstwo wariantu patogennego u matki moze wptyna¢ na rozwijajacy sie zarodek/ptod, zwlaszcza
jesli jest on dotkniety SLOS a nawet jesli jest tylko nosicielem wariantu patogennego. Doktorantka

przytacza tez prace wskazujgce, ze na fenotyp SLOS ma dodatkowy wplyw nosicielstwo wariantow
jeszcze innych gendw u matki.

Doktorantka podaje ograniczenia badania. W tym miejscu doda¢ nalezy jeszcze jeden punkt —
brak wiedzy o kariotypie poronionego samoistnie zarodka/ptodu.
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Doktorantka umiescita dwa wnioski, z ktérych pierwszy madwiacy, ze ,nosicielstwo wariantdw
PVAL326leu i p.Trpl51Ter genu DHCR7 wydaje sie nie by¢ czynnikiem ryzyka poronient nawracajacych
wsrod kobiet z populacji polskiej” jest przedwczesny. Przeciwnie, wydaje sie, ze z pracy wynikaja
przestanki wskazujgce na to, ze warianty patogenne genu DHCR7 mogg by¢ zwigzane przyczynowo z
poronieniami samoistnymi. Gorgco zachgcam Doktorantke do kontynuacji tak pieknie podjetych badar.
Gdyby zmieni¢ grupg badang poprzez zbadanie materiatu genetycznego poronionego zarodka/ptodu
pod katem wystepowania aberracji chromosomowych (wystepujacych w ok. 50% poronier
samoistnych) i wykluczenia tych pacjentek z grupy badanej, to moze sig okaza¢, e réznica miedzy
czgstodeig nosicielstwa badanych najczestszych wariantéw miedzy grupa badang i grupa kontrolng
bytaby istotna statystycznie. Oczywiécie wazne byloby nastepnie zbadanie patogennych wariantdw
genu DHCR7 takze u poronionego zarodka/ptodu. Badania takie mozna zrobi¢ na materiale z poronienia
zabezpieczonym w postaci kostek parafinowych, dla czeici pacjentek materiat taki bytby dostepny.

Pismiennictwo, dobrze dobrane, liczy 92 pozycje, s3 to zaréwno prace klasyczne, jak i
najnowsze.

Praca zostata opublikowana w Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol (IF=2,831), zatem oceniona i
doceniona przez wymagajacych recenzentéw miedzynarodowych:
Marta Chrzanowska-Stegliriska, Hanna Moczulska, Beata Skoczylas, Michat  Pietrusifiski, Karolina
Antosik, Paulina Jakiel, Marta Kacprzak, Maciej Borowiec, Piotr Sieroszewski
Occurrence of ¢.976 G>T (p.Val326Leu) and c.452 G>A (p.Trp151Ter) variants in DHCR7 gene in
population of polish women with recurrent miscarriage
Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol, 2020;252:252-255. doi: 10.1016/j.ejogrb.2020.05.063. Epub 2020
Jun 20. IF (2021) = 2,831.

Reasumujac stwierdzam, ze praca dotyczy oryginalnego zagadnienia, po raz pierwszy na éwiecie
w badaniach na duzej grupie pacjentek z poronieniami nawracajgcymi podejmuje badania nad
zwigzkiem migdzy nosicielstwem przez kobiete wariantéw patogennych w genie DHCR7 i poronieniami
nawracajgcymi, wyniki sg wartoéciowe i wskazujg na to, ze jest to wiasciwy kierunek dalszych badan,
wyniki zostaty opublikowane w recenzowanym czasopiémie miedzynarodowym z Listy Filadelfijskiej.
Praca spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim na stopiefi naukowy doktora nauk
medycznych. Zwracam sig zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu

Medycznego w todzi o dopuszczenie lek.med. Marty Chrzanowskiej-Steglifiskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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