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Recenzja pracy doktorskiej

pt. ., Zwigzek locus 2p24.2 z przerostem lewej komory serca u chorych ze zwezeniem zastawki
aortalnej” wykonanej przez mgr Angelike Diugosz w Katedrze j Klinice Chordb Wewnetrznych,
Nadcisnienia Tetniczego i Angiologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkien prof.
dr hab. n. med. Zbigniew Gacionga.

Czynniki genetyczne odgrywajq zroznicowang i nie do korica Poznang role w etiopatogenezie
zaburzen strukturalnych jak i przewodnictwa miesnia Sercowego  — od wplywu na ryzyko
zachorowania | przebieg kliniczny choroby az do pelnej determinacji wystgpienia schorzenia.
Przyczyny roZwoju rézniq sie zaleznie od typu zmian, nadmierny przerost lewej komory serca u chorych
ze zwezeniem zastawki aortalnej jest wynikiem dziedziczenia Jednej lub wiely mutacji w obrebie
jednego genu i/lub wiely genéw, ktérego produkt bialkowy petni réznorodne funkcje zarowno
angazujac sie w budowe struktur serca jak i przekaznictwa sygnalowego.

Szacuje sie, ze stenoza aortalna wystepuje u okolo 12,4% populacji po 75 roku zycia. Glownymj
przyczynami stenozy aortalnej s3: stenoza degeneracyjno-zwapnieniowa, poreumatyczna wada
aortalna, wada wrodzona tj. dwuplatkowa zastawka aorty,

U pacjentéw ze zwezeniem zastawki aortalnej dlugotrwate przecigzenie cisnieniowe wymusza
odpowiedz adaptacyjna, Jaka jest przerost migsnia lewej komory serca. Hipertrofia migsnia sercowego
poczatkowo kompensuje funkcje serca. Jednak w przewleklej chorobie j duzym nasileniu moze
prowadzi¢ do kardiomiopatii rozstrzeniowej, zaburzen rytmu serca, niewydolnosci serca, a nawet naglej
Smierci. Na poziomie komérkowym zmiany obejmujg nie tylko powiekszenie j wydluzenie
kardiomiocytéw, ale réwnies aktywacje fibroblastow, patologiczne zwiekszenie ilosci substancji

mif;dzykomérkowej oraz wzrost zawartosci kolagenu typu I Skutkuje to zwldknieniem j usztywnieniem
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Scian serca. Co wiecej, liczba naczyn wiencowych, a co za tym idzie ilogé dostarczanego tleny i

substancji odzywczych dla powigkszonego serca nie zwigksza sie wraz z przyrostem masy migsniowe;j

metabolicznych, ktérych efektem jest uruchomienie ekspresji genow charakterystycznych dla fazy
rozwoju plodowego serca.
Masa lewej komory serca, oraz inne wymiary serca, zaleza w znacznej mierze od uwarunkowan
genetycznych. Wskazujg na to Badania F ramingham Heart Study przeprowadzone na osobach z
populacji ogélnej z réznym stopniem pokrewieristwa.

Odkrycie czynnikow genetycznych zwigzanych 7 przerostem serca u chorych z AS
umozliwitoby wczesng identyﬁkacjf; 0s0b 0 wysokim ryzyku nadmiernego przerostu, co mogloby

Stanowi¢ wskazanie do wczesniejszej operacji wymiany zastawki, szczegolnie Przy uzyciu metod mniej

uzasadniony.

Recenzowana praca doktorska jest dysertacjg liczacy 86 stron zawierajgcq 4 ryciny, 16 tabel j
123 pozycji literaturowych w wiekszosci pochodzacych z ostatniego okresu czasu, ktére postuzyly do
przygotowania monograficznej czesci pogladowe;j, doswiadczalnej oraz dyskusji nad wynikami badag
wlasnych. Dobér pozycji literaturowych nie budz; zastrzezen i wskazuje na to, ze tematyka badan jest
bardzo aktualna,

Pracg rozpoczyna CZgs¢ teoretyczna liczaca 17 stron; zawiera | rycing w pelni przedstawiajacg

I pozwalajacg zrozumieé charakter i skale trudnogci tematu. Osobne rozdzialy czegei teoretycznej
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stanowig zamierzone przejscie do obszernego omdwienia etiopatogenezy, podloza fizjologicznego i
molekularnego rozrostu komér serca i wad zastawek bedacych zaréwno przyczyna jak i skutkiem
zaburzen rozrostowych. Po krétkim wprowadzeniu, dotyczacym wad zastawki aortalnej oraz przerostu
lewej komory serca, Doktorantka oméwila $ciezki sygnalowe majgce istotne znaczenie w rozwoju
przerostu lewej komory serca. Jest to proces skomplikowany, do chwilj obecnej zidentyfikowano wiele
ligandow, receptorow, przekaznikow sygnalowych oraz czynnikow transkrypcyjnych zwigzanych z
przerostem lewej komory serca, Przedstawione w pracy 13 réznych punktow uchwytu tj. szlakdw
sygnatowych, czynnikéw wzrostu czy miRNA, pokazuje jak bardzo jest to skomplikowany proces a
zarazem przedstawia prace jako niezwykle ciekawg i ambitng a nasuwajgce si¢ przypuszezenia co do
narzedzi analitycznych budza ciekawosé¢ recenzenta. Pokazujac niezwykle wysoki poziom trudnosci
tematu.

Przygotowany przez mgr Angelike Dlugosz przeglad pismiennictwa stanowi oryginalnie
przemyslany, wyjatkowo interesujgcy i $wietnie zilustrowany wyklad na temat podioza molekularnego
przerostu lewej komory serca u chorych ze zwezeniem zastawki aortalnej dokumentujgc, ze szybka i
prawidlowa diagnostyka pozwoli na wiasciwe leczenie, przewidywanie i zmniejszenie powiklan
towarzyszacych stosowanej terapii, analiz¢ progresji choroby. Autorka dowiodla, Ze potrafi
wykorzystywaé dostepne dane literaturowe, twoérczo Je opracowywag, Systematyzowac i komentowag,

Przygotowana czesé teoretyczna nadaje sie na bardzo dobry artykut przegladowy do ktérego z calym

przekonaniem namawiam.

Czgs¢ doswiadcezalna pracy obejmuje 11 stron. Poswigcona jest charakterystyce grup badanych,
jakosei i normalizacji czastek materialy genetycznego na ktérym prowadzono badania oraz
przedstawieniu metod oceny rdznic genetycznych, na podstawie ktorych poszukiwano powiazania
choroby z podiozem genetycznym.  Opisaniu  procedur metodycznych zastosowanych w
prezentowanych badaniach, przedstawieniu uzyskanych wynikéw oraz ich interpretacji w kontekscie
danych opublikowanych przez innych autoréw.

Rozdzial ,,Zalozenia i cele pracy" wskazuje, iz Autorka postanowila, w ramach zalozonego nurtu
badan i w oparciu o zreferowane wezesniej przestanki teoretyczne, w praktyce wypelni¢, okreglajac
czynniki genetyczne i mechanizmy molekularne zwigzane z przerostem lewej komory serca polegajace
na identyfikacji i ocenie polimorficznych loci w obszarze locus 2p24.2 wytypowanych na podstawie

danych zawartych w bazie HapMap wskazanym przez analize¢ w programie HaploView jako jeden z
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obszarow chromosomowych potencjalnie zwigzanych z klinicznym obrazem choroby. Kolejne
rozdzialy pokazujg, jak te zamierzenia zostaly zrealizowane.

Przystepujac do oceny merytorycznej tej czesci recenzowanej rozprawy, musz¢ podkreslié, ze
prezentowane w niej badania zostaly zaplanowane bardzo wszechstronnie, z uwzglednieniem
doswiadczen analizujacych rézne uwarunkowania poszczegllnych zagadnien. Oparto je o bardzo
nowoczesne, trudne techniki eksperymentalne biologii molekularnej migdzy innymi analize
polimorficznych loci i wytypowanie polimorfizméw wiodgeych (tagging SNP). Identyfikujac je nie
tylko z danych literaturowych ale tez z wiasnych analiz z wykorzystaniem dostgpnych baz danych jak
HapMap Project i reanalizy polimorfizméw wiodacych wykorzystujge oprogramowanie HaploView,
modelujgc rézne scenariusze analiz jednoczesnie zmieniajac kryteria oceny sity powigzania i grup
opisujacych obszary chromosomowe za pomocg polimorficzny loci, W powyzszym etapie badania,
Doktorantka wykorzystata technike genotypowania przy pomocy sond TagMan. Co jest 0golnie
przyjetym modelem oceny polimorfizmow, oszczedzajacym czas i fundusze a jednoczesnie uzyskujge
W pelni wiarygodne wyniki, pokazujac dojrzatosé i wiarygodnosé prowadzonych badan.

Autorka przedstawila réwniez technike sekwencjonowania nowej generacji. Metoda ta moze
sluzy¢ do sekwencjonowania genomu, transkryptomu, badan interakcji  bialko-DNA  Iub
charakteryzowania epigenomu, W powyzszej dysertacji metoda ta wykorzystana zostala do analizy
sekwencyjnej calego obszaru 2p24.2 w celu identyfikacji zmiennosci genetycznej powigzanych z
przerostem lewej komory serca wywolanej zwezeniem zastawki aortalnej. Przedstawila réwniez
nietuzinkowe podejscie do analizy transkryptomu, obszaru genu w ktérym skupita swoje dgzenie do
identyfikacji kluczowe; zmiany genetycznej, opierajac sie zaréwno na danych literaturowych jaki i
wiasnych danych doswiadczalnych.

Powyzsze podejscie pokazuje kunszt i poziom Zaawansowania Doktorantki oraz znajomosé
komplikacji problemu z powigzaniem najnowocze$niejszych narz¢dzi genetycznych aby uzyskiwane
wyniki w pelni pomogly rozwigza¢ zadany temat, Wybér powyzszych technik i podejscia do analiz
genomowych nie jest dzielem przypadku i $wiadczy ze dobér ich byl doglebnie przemyslany i wnikliwie
weryfikowany. Swiadczy 0 tym tez wykonanie wielu precyzyjnych analiz bioinformatycznych i
statystycznych przeprowadzanych po kazdej analizie genomowej. Z jednoczesnym powigzaniem ich i

wykorzystaniem w kolejnych etapach.
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Badania po uprzednim uzyskaniu zgody Komisji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w
Warszawie (KB/106/2007, KB/74/2012, KB/86/2014) oraz Instytutu Kardiologii (959, 1169, 1448)

przeprowadzono na grupie chorych ze zZwezeniem zastawki aortalnej n=657 (270 kobiet, 387

mezezyzn). Chorzy byl pod opieka Kliniki Wad Nabytych Serca Instytutu Kardiologii w Warszawie.
U wszystkich chorych wykonano badanie elektrokardiograficzne, radiogram klatki piersiowej oraz
podstawowe badania laboratoryjne. Dobér grupy jest niezwykle precyzyjny i dokladnie
scharakteryzowany a wycezerpujgce dane Doktorantka zawarla w tabelij 1.

Doktorantka w niniejszej rozprawie odnoszac sie do badania calogenomowego GWAS i
zidentyfikowanego polimorfizmu znacznikowego w obszarze chromosomu 2 — 2p24.2, podzielila
powyzszy na haplobloki. Nastepnie zgodnie z metoda Strama wybrano polimorfizmy znacznikowe —
okreslajace zmiennogé genetyczng w obrgbie haplobloku i Wyznaczajgce czeste haplotypy.

Polimorfizmy powyzsze znajdowaly sie w obszarze genu FAM494 (Homo sapiens family with

Roéwniez analiza polimorfizmow znacznikowych genu FAM494 wykazala znamiennosci statystyczne
W badanej grupie a wyniki podsumowano w tabeli 10 j 11, przedstawiajac zréznicowane podejscie
analityczne,

W kolejnym etapie analizy regiony 2p24.2, Doktorantka zidentyfikowala 4 czeste haplotypy
wykazujgce statystyczny zwigzek z przerostem lewej komory serca w zroznicowanych modelach
analizy.  Wyniki analizy haplotypow potwierdzajg i uzupelniajg wyniki otrzymane z analizy
pojedynczych polimorfizméw, A szczegolowe wyniki Doktorantka zawarla w tabelj 12,

W celu wykrycia polimorfizmu funkcjonalnego zwigzanego z masg lewej komory serca,
Doktorantka pokusila si¢ 0 wykonanie sekwencjonowania roznicowego dla pacjentéw ze skrajnie
roznymi cechami genetycznymi i fenotypowymi. W tym celu Doktorantka wybrala siedmiu pacjentow
bedacych homozygotami pod wzgledem haplotypu h1.TGTG (chorzy oznaczeni w tabelj 12 jako S01-
S07) oraz siedem homozygot dla haplotypu h3.CACC (S08-S14). Taka réznicowa analiza poréwnawcza
dwéch haplotypow zwigksza istotnie prawdopodobieristwo odkrycia mutacji roznicujacych te dwa
haplotypy, tj. identyfikacje funkcjonalnej mutacji. Sekwencjonowanie objeto obszar genu FAM494. W
badaniu zidentyfikowano 245 polimorfizméw (tabele 13-18). Analiza funkcjonalnosei powyzszych nie

wykazala ich wplywu na sekwencje aminokwasowsa czy wstepujacych w obszarach konserwowanych
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miejsc wiazania czynnikow transkrypcyjnych ale 6 polimorfizméw jest umiejscowionych w ostatnim
eksonie genu FAML94 w czesci nieulegajgcej translacji 3°’UTR, Przeprowadzona przez Doktorantke
analiza danych literaturowych dostarcza dowodow, swiadczacych o tym, iz polimorfizmy w regionie
3’'UTR mogg zmienia¢ nie tylko sile wigzania miRNA do MRNA (a przez to stabilnogé RNA), ale takze
stabilnosé struktur III rzedowych RNA, ktéra moze wplywac na efektywnogc translacji, oraz szybkog¢
degradacji RNA. Wszystkie te procesy stanowg post-transkrypcyijne mechanizmy regulacji genu oraz
jego produktu i mogg byé Przyczyng obserwowanego zwiazku genu FAM494 5 przerostem miesnia

lewej komory serca.

Jednoczesnie Doktorantka pokusita sie o analiz¢ zwigzku Powyzszych polimorfizméw z parametrami
echokardiograﬁcznymi, uzyskujgc bardzo interesujace, znamiennje statystyczne wyniki zawarte w
tabeli 22 17.

Podsumowujgc t¢ czgs¢ pracy cheiatbym podkreslié, ze wszystkie uzyte metody charakteryzuje
wysoki stopien obiektywizacji danych, a wykorzystane analizy statystyczne nie budzg zastrzezen.
Przekonuje ona, ze wszystkie do$wiadczenia przeprowadzone zostaly ze skrupulatnos’ciq 1 obejmuje
zalozone aspekty prowadzonych badar. Sposdb ich prezentacji jest przemyslany, co pozwala sledzi¢
postepy pracy i rejestrowad realizacje jej kolejnych celéw j zadan.

W czesci Dyskusja Doktorantka przedyskutowala otrzymane wyniki, Konfrontujge je 2

oraz nie wyjasniono réwniez mechanizmow molekularnych odpowiedzialnych za zwigzek danego
polimorfizmu z przerostem migsnia serca. W wiekszosci doniesier naukowych, Doktorantka Zauwaza

podstawowy problem w liczebnosciach j czgstosci wystepowania zmijan w odniesieniu do grup
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moze prowadzi¢ do zafalszowania wynikow, zwlaszcza ze Znane sg doniesienia o zaleznosciach
genetycznych w przeroscie serca wystepujacych wylgeznie u Jednej z plei.

Przyczyng tych niepowodzen jest naj prawdopodobniej zbyt male nasilenie przerosty w populacji
ogolnej, oraz u chorych z nadcisnieniem tetniczym, Wymagajace bardzo duzych grup badanych

pozwalajgcych na uzyskanie odpowiedniej mocy - statystycznej. Innym powodem moze by¢

Doktorantki proba pokonania wyzej opisanych trudnoscj bylo zaangazowanije metody przeszukiwania
genomu przy uzyciu mikromacierzy oceniajacych 500 000 markeréw genetycznych. W polgezeniu z
walidacjg zestawami TagMan, analizg haplotypdw, genotypowaniem polimorfizméw tagujacych oraz
analizg imputacjj mielismy najwieksze szanse na odnalezienie polimorfizmu funkcjonalnego w
badanym obszarze, ktéry juz na Wstepnym etapie wykazal silny zwigzek z masg lewej komory serca,

Wyniki genotypowania weryfikacyjnego przeprowadzonego przeprowadzone przez Doktorantke z

2 z masg lewej komory serca. Jednym z nich jest gen kodujgcy Icalmoduling II, polozony w obszarze
2p21. Kalmodulina, Jest bialkiem modulatorowym stymulujgcym dzialanie wiely enzymow o
udowodnionym krytycznym znaczeniy dla $ciezek sygnalowych istotnych w przeroscie miesnia
Sercowego. Jednakze jak Doktorantka nadmienia badan tych nie potwierdzono na grupie walidacyjnej ,
pacjentow rasy bialej. Podobna Sytuacja tyczy sie kolejnego doniesienia dotyczgcego gendéw 2
chromosomu, zlokalizowanych w obszarze q24.3iql4.1.

Powstze dane literaturowe potwierdzaja unikalne Spostrzezenia Doktorantki, tak Scisle i
wielorako udokumentowane w pPowyzszych badaniach doswiadczalnych, podnoszace wartos¢ naukowsg
dysertacji.

W dalszej czgsci dyskusji, Doktorantka pokusila sie réwniez o analize i dyskusje na temat
funkcjonalnogci polimorficznych locj j zmiany miejsc Wigzania czasteczek miRNA, stabilnosc
czasteczki mRNA czy stabilnogci struktur II rzedowych, przedstawiajgc doniesienig naukowe i cytujac

badania funkcjonalne. Nje uzyskujgc oczekiwanych odpowiedzi, jednak analizujgc dane literaturowe j
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ymane dane. Ktére prawdopodobnje wplywajg na

utrudniajgcych dostep do mRNA ¢ moze by¢
wystarczajgeg Przyczyng  zmniejszenia ilosci powstajgcego  bialka. Istnije wiec duze

prawdopodobier'lstwo, ze zaobserwowany wplyw pol

imorfizméw na masg lewe;j komory serca moze

by¢ wynikiem wplywu na proces translacji, Niestety ta teoria wymaga zdawansowanych badag

funkcjonalnych, [ub wykazania zwigzky polimorfizmu ze Stezeniem bialka w tkance.
Skomplikowanos¢ POWyzszych powigzan, ic

h powiazanie genetyczno-funkcjonalne ng poziomie
komorki swiadczy o duzej wiedzy Doktorantki i d

ojrzalosci w przemysleniu tematy. A Jej rzetelnogé

Zaangazowanie znalazlo odbicje W mnogosci narzedzi biologii molekularnej i bioinformatyki uzytych

W powyzszej rozprawie doktorskiej. Wyrazem Powyzszych sg dwa precyzyjne i w pelni zasadne

wnioski Zaproponowane przez Doktorantke podsumowujgce POWYyZszq pracg. Wnioski te 59

[

samodzielne i oryginalne rozwigzanie problemu naukowego or.
ha temat zwigzku locus 2p24.2 z przerostem lew
aortalnej.

az wnosi nowe, wazne Poznawcezo dane

ej komory serca u chorych ze Zwezeniem zastawki

Przygotowana dysertacja zostata w Sposob wlasciwy, zaréwno pod wzgledem merytorycznym,

Jakie posiadam do Przedstawionej pracy sg natury edytorskiej.
Doktorantka nie ustrzegla sie kilku bledéw stylistycznych €zy natury jezykowej np. brak rozwiniecia

mi sie Zauwazy¢ nie ma istotnego znaczenia dla
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lepiej poznamy mechanizmy epigenetyczne, funkcjonalne réwniez do definiowania terapii celowanych
i prewencyjnych?

W podsumowaniu uwazam, ze praca doktorska mgr Angeliki Diugosz zatytulowana ,,Zwigzek
locus 2p24.2 z przerostem lewej komory serca u chorych ze zwezeniem zastawki aortalnej.” Rozprawa
doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztukj (Dz.U. nr 65,
Poz.595 z péin.zm.) w zwigzku z art.179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy
Wwprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018r. poz. 1669 2
poéin.zm.) dla Tozprawy na stopienn doktora, ze wzgledu na bardzo duzy walor aplikacyjny, oraz
nowatorski zwracam sie z wnioskiem do Rady Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w

Warszawie o dopuszczenie mgr Angeliki Dhugosz do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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