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Choroba Charcot-Marie-Tooth jest silnie zwigzana z poczatkami catogenomowego
sekwencjonowania w celu diagnostyki molekularnej — stynna praca Whole-genome
sequencing in a patient with Charcot-Marie-Tooth neuropathy ukazata si¢ w 2010, i jej 1
autorem i zarazem obiektem badan byt James Lupski; wowczas znano 39 genéw, w ktorych
mutacje powodowaly t¢ chorobe, obecnie jest ich sporo wigcej. Doktorantka skupila si¢ na
jednym z nich — genie GDAPI. Celem pracy byto okreslenie czy i jakie mutacje w innych
genach towarzysza mutacjom w GDAPI u pacjentéw i czy istniejg korelacje genotyp-fenotyp
— czy ciezko$¢ objawow u pacjentow jest zwigzana z dodatkowymi mutacjami. Drugi cel byl
bardziej molekularny — okreslenie jakie zaburzenia wystgpuja w komorkach, do ktorych
wprowadzane sg niezmody fikowane { zmutowane wersje badanego genu. Praca miala tez
trzeci cel — probe opracowania modelu oceny patogennosci mutacji w badanym genie. Dwa
wymienione cele zostaly zrealizowane, trzeci ze wzgledu na kompleksowe efekty badanych
mutacji nie zostal osiggnigty.

Praca ma klasyczny uklad, jest dobrze napisana, jedyna og6lna uwaga, ze mate
czarno-biate zdjecia jako dokumentacja barwien fluorescencyjnych nie sa zbyt dogodne,
moglam oczywiscie poprosi¢ o wersje elektroniczna i oglada¢ je na ekranie, ale ze wzgledu na
naprawde obszerng dokumentacjg to by nie bylo realne.

Mam troche réznych uwag, od czegos, co uwazam za bardzo istotne, ekson, nigdy

egzon, stowo to zostato wprowadzone jako cos, co jest zwigzane z ekspresjg — jest to



dokladnie opisane w Wikipedii “The term exon derives from the expressed region and was

coined by American biochemist Walter Gilbert in 1978: "The notion of the cistron... must be

replaced by that of a transcription unit containing regions which will be lost from the mature
messenger — which I suggest we call introns (for intragenic regions) — alternating with regions
which will be expressed — exons." Autorka stosuje zresztg prawidtowg pisownig w stowniczku
ale potem przerzuca si¢ na egzon. Podobnie, eksomu, nie egzomu na str. 12.

Zeby zakonczy¢ drobne uwagi — postranslacyjny (str. 19) nie istnieje (potranslacyjny
albo posttranslacyjny); na str. 30 ,,Wykazano, ze brak GDAP1 bierze udziat w regulacji
procesow zwigzanych z zapaleniem” jest niefortunnym skrétem mys$lowym.

W tabeli na str. .35 autorka nazywa wektorami to co standardowo jest nazywane
konstruktami, na og6t wektor to co$ do czego wprowadza sig badany gen.

Po polsku méwi si¢ adnotacja, nie annotacja (str. 40). No i (str. 109) wariantéw, nie
wariatow.

Jedna jeszcze uwaga — akapity nie powinny by¢ kilkustronicowe, to utrudnia czytanie,
ale my$le, ze pani mgr Chabros raczej juz nie bedzie pisaé tak dlugiej pracy (z tak diugimi
akapitami) po polsku.

W literaturze cze$¢ pozycji ma niekompletne cytowania — nie ma stron ani tomu (np.
50, 70, 83, 84, 106, 118); no i nie jest jasne czym jest pozycja 4.

Przechodzac do uwag merytorycznych, brakuje mi informacji o obecnym wieku
pacjentéw — na ogot choroby tego typu maja objawy, ktére pogarszaja si¢ z uplywem czasu,
tabela podaje tylko w jakim wieku pojawily si¢ objawy.

Ze wzgledu na brak podanego wieku pacjentow nie wiem czy $wiadome zgody nie
byly tez uzyskiwane od opiekunéw/rodzicéw — podane jest na str. 37, ze od pacjentéw, no ale
ja nie wiem w jakim oni sg wieku.

Rycina 4 — nie jest wyjasnione, co oznaczaja zaczernione ¢wiartki (w rodzinie R1),
standardowo to oznacza jakie$ konkretne objawy, ale to nie jest podane.

Nie do korica mi si¢ podoba $rednia liczba mutacji u poszczegdlnych grup pacjentow z
dana mutacja, wydaje mi sig, ze grupy byly stosunkowo niewielkie, i wolatabym oprocz
éredniej zakres od ilu do ilu mutacji wystgpuje.

Oceniajac uzyskane przez doktorantke wyniki, uwazam, ze s bardzo interesujace. To,
ze wiele chor6b nie jesf stricte monogenowych, ale ze na fenotyp wplywajg takze inne
mutacje nie jest czyms nowym, jest efektem coraz czgstszego sekwencjonowania czy to
eksoméw czy genoméw pacjentow, ale takie badania nie byly przeprowadzone wczesniej dla

pacjentéw z mutacjami w genie GDAPI. 1 tu takze widaé, ze im wigcej dodatkowych mutacji




tym gorzej, co zresztg jest intelektualnie zadawalajace, bo je$li te mutacje co$ wnosza —a
dokladniej co$ psuja/jakos$ przeszkadzajg w normalnym funkcjonowaniu organizmu — to
takich efektow nalezato si¢ spodziewac.

Praca ma spora czes¢ dotyczaca biologii komérkowej, z bardzo dobrze przemys$lanym
i uzasadnionym stosowaniem dwu réznych linii komérkowych — jednej neuronalnej, a drugiej
wprawdzie nie neuronalnej ale o niskiej endogennej ekspresji badanego genu.

To czego mi troche brakuje to jest proby okreslenia co si¢ dzieje w komoérce pod
katem poziomu biatka GDAP1 — czy jest go wiecej/mniej bo nie zachodzi/zachodzi wydajna
translacja/transkrypcja? To znaczy bym chetnie widziala trochg badan poziomu mRNA dla
GDAPI, bo nie mam jasnosci co si¢ dzieje w komorkach. Takze bym wolata omowienie
choéby w paru zdaniach co wiadomo o tych mutacjach, ktére sg badane. Jednak te uwagi sa
naprawde drobne w odniesieniu do szeroko zakrojonych badan eksperymentalnych
wykonanych przez panig mgr Chabros. To co jest istotne, jest przebadanie siedmiu ré6znych
mutacji w genie GDAPI, i ciekawy wniosek dotyczacy efektow mutacji w tym genie na czgse
trans aparatu Golgiego. Bardzo mi si¢ podoba dyskusja, szczeg6lnie wnikliwy opis istotnosci
nie tylko znajdowania mutacji, ale takze ustalania ich realnej patogennosci.

Autorka wykazala si¢ umiejetnoscia planowania i przeprowadzania oraz analizy
wynikéw skomplikowanych doswiadczen. Z lektury wstepu i dyskusji wynika tez jej $wietna
znajomo$¢ obszernej literatury dotyczacej prowadzonych badan — spora cze$é cytowanej
literatury (118 pozycji) jest z kilku ostatnich lat, a takze wida¢ glebokie zrozumienie
uzyskanych wynikow w $wietle danych literaturowych.

Zwracam si¢ wigc do Komisji ds. Przewodow i Postepowan Doktorskich Rady
Naukowej Instytutu Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej PAN o dopuszczenie pani mgr
Katarzyny Anny Chabros do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Wnoszg tez 0
wyrdznienie pracy odpowiednia nagroda. Praca jest obszerna, i obejmuje zardwno
zagadnienia powigzania genotyp-fenotyp u pacjentéw jak i szeroko zakrojone badania
molekularne. Doktorantka jest wspétautorka 4 publikacji z listy filadelfijskiej, 2
przegladowych i 2 eksperymentalnych, po jednej z obu kategorii opublikowanych w
International Journal of Molecular Sciences (IF2021 6,2), jedna eksperymentalna ukazala si¢ w
Genes (IF okoto 4) a jedna w Postepach Biochemii, prace sa $cisle zwigzane z prowadzonymi
w ramach doktoratu badaniami, z wyjatkiem jednej z prac przegladowych, ktéra dotyczy
modelu drozdzy S. cerevisiae stosowanego do badania pewnych neuropatii. Sama rozprawa
doktorska jest wnikliwg analiza mutacji w genie GDAPI i ich efektow na poziomie komorki.

Warto podkresli¢, ze praca ma wiele clementéw nowatorskich — jak choéby wykrycie wptywu



badanych mutacji na aparat Golgiego czy bardzo interesujgca opracowana skala dla
genotypéw i fenotypéw pacjentow. Wazny jest tez wniosek, ze zagadnienie patogennosci
mutacji w genie GDAPI, pozostaje nadal problemem, ktory wymaga badan dla kazdej nowej

znalezionej mutacji, nie ma schematu, ktory by umozliwil tatwe okredlenie patogennosci.
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