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Pracownia Bioenergetyki
i Mechanizméw Choréb Mitochondrialnych

Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Anny Chabros
pt. ,,Patogennosé¢ mutacji w genie GDAP1", wykonanej pod kierunkiem naukowym Pana prof. dr hab. n.
med. Andrzeja Kochanskiego i Pani promotor pomocniczej dr hab. n. med. Dagmary Kabzinskiej w Instytucie
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego (IMDiK) PAN w Warszawie.

Celem pracy byta charakterystyka ,tta genetycznego” towarzyszgcego gtéwnym patogennym
wariantom sekwencji genu GDAP1 u pacjentow bedgcych pod opiekg Zespotu Choréb Nerwowo-
Miesniowych IMDIK PAN, identyfikacja zaburzen molekularnych i komérkowych wywotanych przez mutacje
genu GDAP1 w modelu in vitro choroby CMT-GDAP1 opartego na komoérkach ludzkich HeLa oraz SH-SY5Y,
a takze ocena patogennosci wariantéw sekwencji genu GDAP1.

CMT to neurodegeneracyjna choroba rzadka, jednak wystepujgca ze znaczng czestoscig szacowang na
1/7000 1/5000 urodzen. Jak wiekszosé chorob neurodegeneracyjnych mechanizm jej nie jest znany i jest to
choroba nieuleczalna. Problem podjety przez Doktorantke jest bardzo wazny ale tez ciekawy poznawczo, bo
bez watpienia podioza choréb neurodegeneracyjnych sg szerokie i dlugo nie bedziemy potrafili ich
zrozumie¢. Dodatkowo choroby neurodegeneracyjne stanowig duze obcigzenie dla pacjentéw, ich rodzin
oraz spoteczenstwa.

Ocena merytoryczna

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej opiera sie przede wszystkim na ocenie wynikéw
uzyskanych przez Doktorantke oraz sposobu ich prezentacji i interpretacji w swietle dostepnych danych
literaturowych. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska (liczaca 139 stron) ma postaé monografii o
uktadzie typowym dla opracowan przygotowywanych na podstawie badan eksperymentalnych z podziatem
na odpowiednie rozdziaty: Wstep (15 stron), Cel Pracy, Materiaty i Metody (21 stron), Wyniki (45 stron),
Dyskusja (17 stron), Whnioski, Suplement (6 stron), 5 tabel, i Spis piSmiennictwa - 118 pozycji. Rozprawe
poprzedzaja: i) informacje na temat finansowania badan oraz publikacji Doktorantki; ii) spis treéci; iii) wykaz
stosowanych w pracy skrotéw; vi) streszczenie napisane w jezyku polskim oraz angielskim, zawierajgce cel
pracy, zrealizowane zadania badawcze i wnioski. Rozprawa zawiera 30 rycin (3 ryciny w rozdziale,,Wstep",1
w rozdziale ,Materiaty i Metody", 26 rycin w rozdziale ,,Wyniki") oraz 10 tabel (1 w rozdziale,,Wstep", 8 w
rozdziale ,Materiaty i Metody" i 1 w rozdziale ,,Wyniki").

Wstep obejmuje 15 stron i wprowadza czytelnika w zagadnienie, ktérego dotyczy rozprawa

doktorska wraz z uzasadnieniem potrzeby jego podjecia. W oparciu o stosowng wzgledem tematyki
literature, Doktorantka scharakteryzowata polineuropatie, opisata typy choréb kregu Charcot-Marie-Tooth i
stan badan majacych na celu opracowanie terapii. Bardziej szczegétowo opisane zostaty choroby CMT
spowodowane mutacjami w genie GDAP1 oraz wiedza na temat funkcji tego biatka. Bardzo pomocnym
podsumowaniem informacji w pierwszym rozdziale wstepu bytaby tabela, ktéra zebrataby typy choréb CMT,
réznice fenotypowe - jesli sg - czy cechy ktére doprowadzity do ich rozréznienia i podioze genetyczne - jakie
mutacje w jakich genach sg podtozem danego typu CMT. Na stronie 23 - zabrakto informac;ji jaka jest funkcja
genu / produktu biatkowego JPH1.
Badania prowadzone przez Panig mgr Katarzyne Chabros skupity sie na patogenezie choroby CMT
spowodowanej mutacjami w genie GDAP1, w szczegodlnosci identyfikacji wariantow w innych genach u
pacjentéw oraz identyfikacji zaburzeh w komérce na skutek szesciu wariantéw genu GDAP1 na modelach
komérkowych. Cel ten uwazam za wazny poznawczo, gdyz zrozumienie mechanizmow choroby na poziomie
molekularnym jest podstawowg wiedzg pozwalajgcg na opracowanie skutecznej terapii w przysziosci. Praca
ma na celu rozwigzanie istotnego problemu naukowego, co stanowi istotne wymaganie stawiane
kandydatom do stopnia doktora.
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Rozdziat Materiaty obejmuje szczegdtowe informacje dotyczgce pacjentdw wraz z historig rodzinna,
zastosowanych linii komorkowych, szczepow bakterii, opisy konstrukcji plazmidow, ktére powstaty podczas
realizacji pracy i stanowity materiat niezbedny do realizacji zaplanowanych zadan badawczych. Znalazty sie
tu rowniez informacje dotyczace uzytych starteréw, podtozy do hodowli bakterii oraz linii komérkowych a
takze wykaz przeciwciat. W rozdziale Metody zawarty zostat opis metod zastosowanych do realizacji zadan
badawczych stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy, obejmujgcych obok rutynowych metod biologii
molekularnej w pracy z bakteriami i liniami komodrkowymi, opis technik mikroskopii elektronowe;j,
sekwencjonowania, analizy informatycznej sekwencji i podejScia zastosowanego do opracowania skali
genotypowej i fenotypowej CMT-GDAP1. Poszczegdlne metody zostaly opisane z uwzglednieniem wielu
istotnych szczegétow dotyczagcych stezen uzytych komponentéw czy tez zastosowanych warunkéw.
Warsztat metodyczny Doktorantki jest typowy dla pracy eksperymentalnej na modelach komérkowych.

Czes¢ doswiadczalna pracy zostata przez Doktorantke przedstawiona w rozdziale Wyniki, gdzie
omoéwione zostaly poszczegdlne doswiadczenia, stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej. W rozdziale
tym Doktorantka opisata kolejne etapy realizowanych badan dzielgc rozdziat Wyniki na 12 podrozdziatéw.
Rezultaty eksperymentow zostaty zaprezentowane na 26 starannie przygotowanych i dobrze opisanych
rycinach. Kazdy z rozdziatbw zostat poprzedzony krétkim wprowadzeniem uzasadniajgcym celowosc¢
podejmowanych dziatan. Wiekszos¢ podrozdziatow zawiera krotkg konkluzje, nawigzujgcg jednoczesnie do
kolejnego etapu badan, co daje odczucie dobrze zaplanowanego i logicznego ciggu badan. Wyniki zawierajg
analize wariantéw sekwencji genomu pacjentéw i ich korelacji z fenotypami pacjentéw. Nastepnie na
modelach komoérkowych dla szesciu wybranych wariantéw genu GDAP1 Doktorantka zbadata morfologie
komorek, mitochondriow i Aparatu Golgiego, poziomu biatka GDAP1 oraz zmiany w modyfikacjach i
lokalizacji biatka Aparatu Golgiego TGN46. W ostatniej czesci pracy, na dwodch liniach komérkowych,
doktorantka zbadata poziom wybranych biatek mitochondrialnych, w szczegdlnosci tych zwigzanych z
apoptozg, ich wzajemny stosunek, poziom cytochromu c we frakcji cytozolowej i mitochondrialnej oraz
kaspazy 3 i wreszcie przezywalnos$¢ linii komérkowych wyrazajgcych warianty GDAP1. Analiza ostatecznie
pozwolita stwierdzi¢, ze niektére warianty GDAP1 wptywajg w sposoéb istotny statystycznie na zywotnosé
komorek, ale ten fenotyp nie koreluje ze zmianami w poziomie czy wzajemnym stosunku markeréw
apoptozy.

Uzyskane wyniki zostaty podsumowane i skonfrontowane z aktualnymi danymi literaturowymi w
rozdziale Dyskusja. Cytowana w pracy bibliografia jest bardzo obszerna i obejmuje w wiekszosci prace z
ostatnich kilkunastu lat. Cho¢ zakres zaprezentowanych w pracy wynikow nie jest szeroki, dyskusja jest
obszerna i w moim odczuciu odnosi sie drobiazgowo do wielu zagadnieh, bedgcych aktualnie tematem
dyskusji w $rodowisku badaczy badajgcych chorobe CMT. Dyskusja pokazuje doskonatg znajomo$é
tematyki badawczej przez Doktorantke. Doktorantka wykazuje sie roéwniez umiejetnoscig krytycznego
podejscia do wiasnych wynikéw, wskazujgc niekiedy ich niejednoznacznos¢, co uwazam za przejaw
dojrzatosci naukowej. Uwaga jakg chciatabym zaznaczy¢ odnosnie tej czesci rozprawy to brak w dyskusji
odwotania sie do Tabeli 1 ze Wstepu, gdzie ujete sg warianty w genach towarzyszace giéwnym mutacjom
CMT, jakie juz byly opisane w literaturze. Wiasciwie wszystkie z nich znajdujg sie na liscie w Tabeli S5, a
zatem w grupie badanych pacjentéw, dodatkowo sg zidentyfikowane nowe geny. Warto bytoby takie
poréwnanie zamiesci¢ w pracy. Dyskusje konczy krotkie podsumowanie prezentujgce najwazniejsze wyniki
przedstawione w rozprawie. W odrebnym rozdziale Doktorantka ujeta wnioski ze swoich eksperymentéw, z
ktérymi sie zasadniczo zgadzam, ale uwazam, ze mégtby znalez¢ sie na tej liscie jeden dodatkowy wniosek,
a mianowicie zaobserwowana korelacja pomiedzy zmianami w morfologii komérek a zmianami w poziomie
GDAP1 i BCL2 oraz dojrzewaniem TGN46.

Uzupetnienie pracy stanowi suplement w ktérym w postaci pieciu tabel zaprezentowano listy genéw, w
ktorych zidentyfikowano warianty dzielgc je wedtug tego jakiej mutacji GDAP1 towarzyszyty.

Rozprawa doktorska napisana jest jasno i poprawnie pod wzgledem jezykowym z dbatoscig o
stosowanie odpowiedniej terminologii naukowej. Znalazty sie w niej jedynie pojedyncze drobne
niedociggniecia edytorskie, np.: strona 33 Tabela 2 i Rycina 4 - brak korelacji nazewnictwa pacjentéw z
rodziny 1 i rodziny 2; strona 49 - 2M - skrét nie wyjasniony; strona 54 - nowe warianty okreslono jako ,geny
CMT”, co jest mylgce gdyz z automatu czytelnik mysli o wczesniej wspomnianych we wstepie w Tabeli 1
genach, w ktérych mutacje przypisano do réznych form CMT. Tymczasem Autorka ma tu na mysli nowe
zidentyfikowane w wyniku jej pracy warianty, ktére zakwalifikowata do genéw CMT; czy wreszcie strona 62 -
drobny btad stylistyczny, ktéry utrudnia zrozumienie zdania ,Obnizenie poziomu GDAP1 nadal mozna byto
obserwowag, chociaz nizsze 48 godzin po transfekcji.”

W trakcie czytania rozprawy nasuneto mi sie kilka kwestii, wzgledem ktorych prositabym Doktorantke o
odniesienie sie podczas obrony:
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1. Czestos¢ wystepowania CMT to 1/7000 - 1/5000 urodzen. Zastanawiam sie nad grupg pacjentow - 14
to wydaje sie niewielu, ale biorgc pod uwage, ze to pacjenci cierpigcy na jeden typ CMT - GDAP1 zalezny to
taka liczba moze by¢ znaczgca. Jaka jest czestos¢ wystepowania CMT-GDAP1, ilu szacuje sie pacjentéw w
Polsce, Europie i na swiecie?

2. U zadnego z pacjentéw nie byto wariantu Gly327Asp. Dlaczego ten wariant zostat wigczony do badan?
Brak informacji (albo mi ona umkneta) i/lub referencji, z ktérej wynikatoby na jakiej podstawie ten wariant
zostat wigczony do badan.

3. Czy okreslenie ,geny CMT” nie jest przedwczesnym wnioskiem? Moze to byé tlo genetyczne
zaostrzajgce przebieg choroby, ale nie warianty, ktére ja wywoluja, tak jak nazwa ,geny CMT” sugeruje.
Pytanie wigze sie z wczesniejszg uwagg do dyskusji, gdzie zabrakto poréwnania jakie geny juz byty
wczesniej znalezione u pacjentéow CMT, jako towarzyszgce. Moja analiza pokazata, ze prawie wszystkie
geny z Tabeli 1 sg obecne w Tabeli S5, ale jest spora liczba nowych gendéw w grupie badanych pacjentéw.
4. Mam uwage do Ryciny 9. Nie widoczne sg roznice, ktére Autorka opisuje, warto bytoby dodac¢ strzafki i
powiekszenia okreslonych fragmentow zdje¢, by czytelnik mogt sam te réznice zobaczy¢ - szczegdinie na
panelu D, na ktérym autorka opisuje wyglad Aparatu Golgiego.

5. Strona 68, Rycina 13 - prositabym o objasnienie form TGN46 podczas obrony, gdyz zdjecie zelu i opis
wielkosci poszczegdlnych prgzkéw nie pokrywa sie z tekstem gdzie forma dojrzata ma ponad 110 kDA a
tymczasem wydaje sie z opisu jej obecnosci w poszczegodlnych liniach wyrazajgcych warianty GDAP1, ze
mowa jest o formie migrujgcej pomiedzy 70 a 100 kDa. Jakie formy migrujgce w okolicach 55 kDa
rozpoznaje to przeciwciato?

6. Ryciny od 11 wzwyz - czy uzyto kontrole iloSci natozonego biatka? Na zadnej rycinie pokazujgcej poziomy
biatek na zelu nie zostaty pokazane kontrolne bloty z kontrolg natozenia - biatkiem typu ,house-keeping” — z
wyjatkiem Rycina 23, gdzie pokazano barwienie ponceau, ktére nie jest najlepszym sposobem na
normalizacje ilosci biatek.

7. Bardzo wiele markerow apoptozy i cech komoérek zostato zbadanych. Wydaje sie brak pomiedzy nimi
jakichkolwiek korelacji. Tabela zbiorcza podsumowujgca wyniki bytaby tu pozgadana - tatwiej byloby takiej
korelacji szuka¢ lub jg wykluczyé.

8. W tabeli S5 sg geny MT-RYR1, MT-RYR2, MT-TM, MT-TL1. Czy to pomytka? Nie ma takich genéw w
mtDNA u cztowieka.

9. Strona 101: Fragment tekstu: "W przeciwienstwie do Rodziny 9, w Rodzinie 8, pacjentka
charakteryzujgca sie najciezszym fenotypem, oprocz ztozonej mutacji heterozygotycznej w genie GDAP1
c.715C>T, p.Leu239Phe/c.664G>A, p.Glu222Lys posiada dodatkowo pie¢ wariantow sekwencji w genach
(DST, IGHMBP2, SPG11, PRX, i PRNP) zaangazowanych w patogeneze CMT. Jeden z nich jest okreslany,
jako tagodny, trzy, jako prawdopodobnie tagodne i jeden wariant o nieokreslonej patogennosci.” Podobnie w
przypadku ,(DCTN1, SACS, CTDP1, SBF1, ARHGEF10, FBX038), z ktérych trzy sg prawdopodobnie
tagodne, dwa o nieokreslonej patogennosci, a jeden w przypadku ktérego w bazach danych opisana jest
niezgodno$¢ statusu patogennosci wariantu”. Pytanie to tego fragmentu tekstu: Na jakiej podstawie
okreslono charakter tych wariantéw - prosze o uzupetnienie tej informac;ji?

10. Mam wrazenie, ze modele komdrkowe ze wzgledu na ich neoplastyczne pochodzenie nie sg wtasciwe -
dajg sprzeczne wyniki i mogg sie one mie¢ nijak do normalnych komérek. Czy byty prowadzone jakiekolwiek
badania na komodrkach pacjentéw CMT-GDAP1 i sg opublikowane ich wyniki?

11. Wydaje mi sie, ze w przypadku dysfunkcji biatka GDAP1, jako podtoza CMT, podstawg jest poznanie
funkcji biologicznej tego biatka. Rozumiem, Ze celem pracy bylo poszukiwanie markeréw choroby, ale czy
nie myslala pani o zbadaniu bioenergetyki mitochondriéw, wiedzac, ze GDAP1 jest biatkiem
mitochondrialnym, struktura sieci jest zmieniona w réznych wariantach tego biatka a warianty w MT-ATP6 sg
powigzane z CMT. To mogtoby dac¢ idee na temat funkcji biatka GDAP1.

12. Czy przyczyng CMT sg mutacje w mtDNA lub czy fenotyp CMT zwigzany z mutacjami w okreslonych
genach jgdrowych jest zalezny od wariantéow mtDNA? Czy znane sg przypadki, kiedy u chorych wystepujg
zmiany w jgdrowym i mitochondrialnym DNA?

Podsumowujac, problem badawczy jakim zajmowata sie Doktorantka jest bardzo wazny dla spoteczenstwa
ale tez ze wzgleddéw czysto poznawczych. Wyniki badan stanowigce podstawe przedtozonej przez
Doktorantke rozprawy, stanowig istotny wktad w budowanie wiedzy na temat patogenezy choréb CMT-
GDAP1. Moja ocena rozprawy doktorskiej, z ktérg miatam przyjemnos¢ sie zapoznaé jest zdecydowanie

pozytywna.
WNIOSEK KONCOWY
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Przedstawiong mi do recenzji rozprawe doktorskg oceniam wysoko. Pani mgr Katarzyna Anna

Chabros wykazata sie duzg wiedzg z zakresu tematyki prowadzonych badan, umiejetnoscig planowania i
wykonywania doswiadczen oraz formutowania wnioskéw i ich dyskusji, co jest niezbedne u dojrzatych
naukowo badaczy.
Rozprawa doktorska spetnia wymagania okreslone w art. 3 ust. Ustawy z dnia 4 marca 2003 r, o stopniach i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz. 595) z pézniejszymi zmianami.
Dlatego tez zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego PAN o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Anny Chabros do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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