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Przystepujac do oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Anny Chabros, chciatabym
wyrazi¢ zadowolenie z powierzenia mi zaszczytnego obowigzku recenzenta - ze wzgledu na to, ze praca
dotyczy polineuropatii dziedzicznych, a miatam przyjemnos$é by¢ przy poczatkach badan nad chorobg
CMT w Polsce, kiedy Prof. Andrzej Kochanski podjat badania naukowe nad chorobg CMT1A w swojej
pracy doktorskiej, a nastepnie badania naukowe nad tg grupg chordb dziedzicznych nadzwyczajnie
rozwinat, co obserwuje z duzym zainteresowaniem i satysfakcja.

Praca zostata wykonana w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego PAN. Na przeprowadzenie badan Pani mgr Katarzyna Chabros uzyskata zgode Komisji
Bioetycznej przy Okregowe;j Izbie Lekarskiej w Warszawie, Uchwata Nr 30/17 z dnia 22 czerwca 2017
roku. Badania byty finansowane ze $srodkéw NCN (grant OPUS 2016/23/B/NZ3/02035) oraz Programu
Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdéj 2014-2020 wspotfinansowanego ze $rodkéw Europejskiego
Funduszu Spotecznego (grant POWR.03.02.00-00-1028/17-00).

Praca jest w formie obszernej monografii liczacej 139 stron. Jednak zakres badan, mnogos¢
zastosowanych metod, ilo$¢ uzyskanych wynikéw powoduje, ze - nawet przy tak wielu stronach - jest
jednak napisana syntetycznie. Zawiera kolejno: wykaz skrétéw, streszczenie w jezyku polskim,
streszczenie w jezyku angielskim, Innowacyjnosé Rozprawy (1 strona), Wstep (15 stron), Cele Pracy (1
strona), Materiaty i Metody (20 stron), Wyniki (45 stron), Omdéwienie Wynikéw i Dyskusja (17 stron),
Whioski (1 strona), Suplement (6 stron), Spis PiSmiennictwa. Praca ma uktad typowy dla rozpraw
doktorskich na stopien naukowy doktora nauk medycznych. Proporcje miedzy poszczegdlnymi
czeSciami pracy sg wtasciwe. Praca zawiera 30 rycin i 10 tabel. Jest napisana dobrym jezykiem.

Przystepujac do oceny merytorycznej rozprawy doktorskiej, chce podkresli¢ znaczenie tematu
ocenianej pracy. Choroby kregu Charcot-Marie-Tooth to heterogenna pod wzgledem fenotypu i
genotypu grupa chordéb, w ktérych wystepujg zaburzenia wtdkien ruchowych, czuciowych i
autonomicznych nerwéw obwodowych. Chociaz badania podtoza molekularnego choréb kregu CMT
trwajg od ponad 30 lat i piSmiennictwo na ten temat jest duze, to nawet przy zastosowaniu WES,
rozpoznanie przyczynowe dotyczy tylko 45% chorych, a na wiele pytan dotyczacych patomechanizmu
i korelacji genotyp-fenotyp nie znaleziono do tej pory odpowiedzi. Czesto$¢ wystepowania CMT to
1:2500 osdb, zatem cata grupa chordb kregu CMT tgcznie spetnia kryteria choroby rzadkiej (1:2000), a



poszczegdlne jednostki chorobowe sg chorobami ultrarzadkimi. Chorzy z CMT majg doswiadczenia
wspdlne prawie wszystkim chorym na choroby rzadkie, jak opdZnione rozpoznanie przyczynowe,
ograniczony (w Polsce, na razie) dostep do diagnostyki genetycznej objetej refundacjy przez NFZ,
postepujgca niepetnosprawnosc i jej konsekwencje, ryzyko genetyczne przekazania patogennego
wariantu genu potomstwu, brak skutecznego leczenia przyczynowego. CMT-GDAP1 spowodowana
mutacjami w genie GDAP1 jest jedng z najciezszych polineuropatii uwarunkowanych genetycznie, a
zarazem taka, o ktérej niewiele wiadomo, jesli chodzi o naturalny przebieg choroby i patogeneze.

To wszystko jest najlepszym uzasadnieniem dla uznania, ze badania podjete i rozwiniete w
rozprawie doktorskiej Pani mgr Katarzyny Chabros, majg znaczng wartosc¢ i stanowig krok w kierunku
nie tylko poprawy diagnostyki, okreslenia rokowania, poprawy poradnictwa genetycznego, ale takze
krok w kierunku opracowania terapii przyczynowej CMT. Taka wtasnie mysl — uzyskania informacji dla
wskazania potencjalnych celéw dla terapii CMT-GDAP1 w przysztosci - przyswiecata Doktorantce, wg
jej wtasnych stéw (Oméwienie Wynikow i Dyskusja).

W 15-stronnicowym Wstepie Doktorantka opisuje choroby kregu Charcot-Marie-Tooth (CMT),
poczawszy od historycznego opisu choroby w 1886 roku. Opisuje objawy kliniczne, sposéb
dziedziczenia, podziat na polineuropatie demielinizacyjne, posrednie oraz aksonalne, opisuje rowniez
podtoze molekularne wg wymienionych grup choréb kregu CMT. We Wstepie jest tez podrozdziat
dotyczacy perspektywy terapii eksperymentalnych w chorobach kregu CMT, przedstawiajgcy zwigzane
z tym trudnosci i nadzieje. To, ze — jak pisze Doktorantka — jest blisko 400 badan klinicznych choréb
kregu CMT, sSwiadczy o duzym zainteresowaniu tg grupg chordb na swiecie i o aktualnosci podjetych
przez Doktorantke badan. Ostatnia cze$¢ Wstepu dotyczy chordb kregu CMT spowodowanych
mutacjami w genie GDAP1. Sg tu cztery typy polineuropatii autosomalnych recesywnych o wczesnym
poczatku i ciezkim przebiegu oraz postaci autosomalne dominujgce o péZznym poczatku. Ze wzgledu na
rzadkos¢ choroby, naturalny przebieg choroby nie jest dobrze poznany. Wstep zamyka opis genu
GDAP1 i jego produktu biatkowego. Wstep swiadczy o szerokiej wiedzy Doktorantki, jest znakomitym
wprowadzeniem w zagadnienie i uzasadnieniem celéw pracy doktorskie;.

Doktorantka przedstawita trzy cele pracy, zostaty one sformutowane realistycznie i ostroznie.
Pierwszym celem pracy byta charakterystyka ,tta genetycznego” u chorych, u ktérych wykryto gtéwny
patogenny wariant sekwencji genu GDAP1 w poszukiwaniu wyjasnienia przyczyny réznego wieku
wystgpienia i rdoznego nasilenia objawdw choroby. Cel zostat osiggniety. Drugi cel to préba
opracowania modelu oceny patogennosci mutacji genu GDAP1 w oparciu o dobrane fenotypy
molekularne i komdrkowe. Chociaz ostatecznie nie byto mozliwe opracowanie takiego modelu, to
podjecie takiej proby ma duzg wartos¢ dla praktyki klinicznej. Trzeci cel pracy dotyczyt patogenezy
molekularnej CMT-GDAP1, identyfikacji proceséw komdrkowych zaburzonych w wyniku mutacji genu
GDAP1 w modelu in vitro choroby CMT-GDAP1. Cel ten zostat osiggniety.

Catos¢ badan — od czesci klinicznej po badania in vitro — zostata bardzo dobrze zaplanowana i
konsekwentnie przeprowadzona. Doktorantka objeta badaniami 14 pacjentow z 9 rodzin ze
zidentyfikowanymi wariantami patogennymi genu GDAP1. Jest to bardzo duza grupa jak na tak rzadka
chorobe, mozliwa do zebrania dzieki temu, ze do renomowanego Zespotu Choréb Nerwowo-
Miesniowych IMDiK PAN kierowani byli (i sg nadal) pacjenci z catej Polski. Doktorantka przedstawita
spos6b dziedziczenia i wiek wystgpienia pierwszych objawéw choroby (Tabela 2) oraz rodowody
pacjentéw (Rycina 4). Na potrzeby badan Doktorantka stworzyta skale genotypows, okreslajac ,,site”
poszczegdlnych wariantdéw, postugujgc sie zaproponowang przez siebie punktacja. Opracowata
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rowniez skale fenotypows, uwzgledniajgcg wiek wystgpienia pierwszych objawdw, wyniki badan
elektrofizjologicznych i neurologicznych oraz obecnos$¢ dodatkowych objawdw.

Na podkreslenie zastuguje réznorodnos¢ metod zastosowanych w pracy. Sg to: praca na
komdrkach bakteryjnych i liniach komdrkowych (Hela i SH-SY5Y), transfekcja komodrek ssaczych,
wyciszanie ekspresji za pomocg siRNA, Western-blot, podstawowe metody badain molekularnych,
WES, barwienie immunofluorescencyjne i mikroskopia konfokalna, transmisyjna mikroskopia
elektronowa. Sposéb przedstawienia metod wskazuje na dobrg ich znajomos¢ przez Doktorantke i
Swiadczy o jej wszechstronnosci. Praca jest praco- i czasochtonna, robi naprawde duze wrazenie.

Wyniki pracy sg bardzo interesujgce. Z perspektywy genetyka klinicznego doceniam
przeprowadzenie sekwencjonowania catego eksomu (WES) u wszystkich pacjentdw z badanej grupy i
przeanalizowanie az 154 gendw zwigzanych z CMT, co doprowadzito do odkrycia przez Doktorantke,
ze chorzy z CMT-GDAP1 majg liczne dodatkowe rzadkie warianty w innych genach zaangazowanych w
patogeneze chordb kregu CMT. Wczesniej badan takich w CMT-GDAP1 nie prowadzono, Doktorantka
jako pierwsza podijeta ten temat. W grupie badanych pacjentéw Doktorantka wykryta srednio 3,6
dodatkowych rzadkich wariantéw w ,genach CMT”. Dwukrotnie wiecej dodatkowych wariantéw
wykryta u pacjentdw z mutacjami patogennymi w genie GDAP1 dziedziczacymi sie w sposdb
autosomalny dominujacy niz u pacjentéw z mutacjami dziedziczacymi sie w sposdb autosomalny
recesywny. Z duzym zainteresowaniem zapoznatam sie ze skalg fenotypows i z korelacjg genotyp-
fenotyp w CMT-GDAP1. Doktorantka wykazata, ze dodatkowe mutacje w innych ,genach CMT”
wptywajg na fenotyp i ze pacjenci, u ktérych takich mutacji jest wiecej, maja ciezszy przebieg choroby.
Zbadanie , tta genetycznego” ma zatem duzg wartosc dla praktyki klinicznej, ttumaczy niekiedy znaczne
wewnatrzrodzinne rdznice w przebiegu choroby i jest wazne dla poradnictwa genetycznego. Odkrycie
Doktorantki dotyczace znaczenia tta genetycznego dla ostatecznego uksztattowania sie fenotypu jest
tez wazne dla ogdlnego zrozumienia korelacji genotyp-fenotyp w genetycznych chorobach cztowieka,
potwierdza obserwacje dotyczace innych choréb, ze w genetyce klinicznej nie jest to zero-jedynkowa
zalezno$¢ miedzy ewidentnie patogenng mutacja a fenotypem, ale wiele zalezy takie od
wspomnianego tta genetycznego.

Niezwykle wazne byto podjecie przez Doktorantke badan, jaki jest skutek mutacji w genie
GDAP1 na poziomie komadrki. Badania byty prowadzone na dobrze dobranych liniach komdrkowych
Hela oraz SH-SY5Y. Oryginalnym odkryciem Doktorantki jest wykazanie, ze mutacje w genie GDAP1
kodujacym biatko mitochondrialne, wywotujg zmiany w obrebie czesci trans aparatu Golgiego (TGH).

W Dyskusji Doktorantka umiejetnie omawia wyniki wtasnych badan w odniesieniu do danych
z piSmiennictwa. Nie unika przedstawienia watpliwosci w odniesieniu do wynikédw badan witasnych.
Jednoczesnie wskazuje przy tym kierunki dalszych badan nad CMT-GDAP1. Podobnie jak we Wstepie,
zwraca uwage bardzo dobra i wszechstronna znajomos¢ tematu.

Prace konczg 4 wnioski, odpowiadajgce celom pracy.

Pismiennictwo liczy 118 pozycji, jest dobrze dobrane i aktualne, blisko 30 pozycji
pismiennictwa jest z lat 2020-2022. Praca zawiera liczne wartoSciowe tabele i ryciny, o czym
wspomniatam wczesniej. Dobrym uzupetnieniem pracy jest Suplement. Zawiera tabele dotyczace
poszczegdlnych pacjentdéw z podziatem wg obecnosci gtéwnej mutacji w genie GDAP1, informacji o
wariantach w ,genach CMT” oraz przypisang przez Doktorantke punktacjg. Jest tez lista 154 gendow



analizowanych przez Doktorantke w badaniu ,tta genetycznego” CMT-GDAP1. Wiekszos¢ z
analizowanych gendw jest o plejotropowym dziataniu, wiele jest mi znanych z innych fenotypdw.

Praca nie ma stabych punktdw, a drobne rzeczy wymagajace korekty, na ktére z obowigzku
recenzenta zwracam ponizej uwage, nie umniejszajg jej wartosci:

e Doktorantka uzywa najczesciej terminu ,egzom”, miejscami ,,eksom”. Poprawny termin to
,eksom”,

e Aktualnie unika sie terminu ,uposledzenie umystowe”, zastepujagc go terminem
,hiepetnosprawnosc intelektualna”.

e  Opisy tabel sg pod tabelg, powinny by¢ nad tabela.

e Miejscami wystepuja btedy interpunkcji.

e Do korekty jest Spis PiSmiennictwa: czes¢ cytowan jest niekompletnych (np. 4, 13, 50 i in.).,
nazwa choroby ,,Charcot-Marie-Tooth” jest miejscami pisana cze$ciowo z matej litery (np. 2, 7)
lub jeszcze inaczej znieksztatcona (np. 18).

e Do korekty jest nazwa czasopisma w pracy autorstwa Doktorantki, wymienionej na str. 4.

Praca zostata czesciowo opublikowana w dobrych miedzynarodowych genetycznych
czasopismach naukowych, zostata zatem juz wczesniej oceniona i doceniona przez wymagajacych
recenzentéw miedzynarodowych. Prace te to:

1. Binieda K, Rzepnikowska W, Kotakowski D, Kaminiska J, Szczepankiewicz A, Nieznanska H,

Kochanski A, & Kabziriska D (2021) International Journal of Molecular Sciences 22(2), 914
(IF=6,208)
2. Kabzinska D, Chabros K, Kaminska J, & Kochanski A (2022), Genes 13(9), 1546 (IF=4,141)

Reasumujac stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Katarzyny Chabros dotyczy oryginalnego
i waznego zagadnienia i nie tylko spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim na stopien
naukowy doktora nauk medycznych, ale je przewyisza. Zwracam sie zatem do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN w
Warszawie o dopuszczenie mgr Katarzyny Chabros do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie z catym przekonaniem wnosze o wyrdinienie pracy — ze wzgledu na oryginalng
koncepcje pracy, konsekwentne i logiczne poprowadzenie catosci badan, umiejetnie potgczenie danych
klinicznych i badan o charakterze podstawowym, wniesienie nowych informacji do nauki swiatowej,
duze znaczenie dla diagnostyki i poradnictwa genetycznego w CMT-GDAP1 oraz opublikowanie
wynikéw w dobrych (IF > 6 i >4) czasopismach z Listy Filadelfijskiej.
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