Recenzja rozprawy doktorskiej
magistra biotechnologii Jakuba Fichny
pt.: ,Identyfikacja i kompleksowa charakterystyka podtoza genetycznego rzadkich miopatii i dystrofii
miesniowych w populacji polskiej”

Promotor pracy: prof. dr hab. Cezary Zekanowski

Dystrofie obreczowo-koriczynowe (LGMD) oraz miopatie miofibrylarne (MFM) stanowia
niejednorodne klinicznie i genetycznie grupy rzadkich schorzeri migéni o naktadajacych sie fenotypach.
Pomimo trwajacych od blisko dwudziestu lat badar podtoze genetyczne tych choréb jest tylko w czesci
poznane. Heterogennos$¢ molekularna jak i kliniczna sa powodem ogromnych trudnosci diagnostycznych
tych schorzer gdyz te same objawy kliniczne mogg by¢ efektem mutacji w réinych genach, z drugiej
strony mutacje w tym samym genie moga spowodowa¢ wystgpienie réznych objawéw klinicznych w
zaleznoéci od typu czy lokalizacji mutacji. Przyktady takiej réznorodnosci fenotypowej moga dodatkowo
sugerowaé oddziatywanie innych modyfikujacych czynnikéw, wptywajacych na ekspresje mutacji w
niektérych genach odpowiedzialnych za LGMD czy MFM.

Brak objawdéw patognomonicznych lub specyficznych markeréw biochemicznych oraz czeste
nakfadanie sie fenotypéw z innymi postaciami miopatii czesto powodujg, ze rozpoznanie kliniczne LGMD i
MFM oraz ich réznicowanie jest trudne, a potwierdzenie molekularne kosztowne. Czgsto badania
genetyczne sa poprzedzone badaniem biatek w celu zawezenia zakresu badar molekularnych. W praktyce
klinicznej, konwencjonalne sekwencjonowanie duzej liczby genéw krok po kroku to proces czasochfonny i
kosztowny. W zwigzku z tym klinicysci i pacjenci czesto zaprzestajq dalszych badan bez uzyskania diagnozy.

Pojawienie sie wielkoskalowych metod wysokoprzepustowych wraz z zaawansowang analizg
bioinformatyczng, umozliwiajacych wykrywanie wariantéw genetycznych w skali catego eksomu lub
genomu, spowodowato wzrost skutecznosci diagnostyki molekularnej wielu chordb. Zastosowanie
sekwencjonowania nowej generacji w diagnostyce miopatii umozliwia zaréwno okreslenie mutacji
sprawczych w znanych genach, jak i zapewnia dodatkowa mozliwoé¢ identyfikacji nowych gendw
zwigzanych z chorobg. Nalezy podkresli¢, ze wraz z wprowadzeniem metod sekwencjonowania nowej
generacji skutecznoéé identyfikacji mutacji sprawczej u pacjentéw z miopatiami wzrosta niemal
dwukrotnie, z 20-40% do 40-60%.

W Polsce nie przeprowadzano dotychczas badarn zmierzajgcych do poznania podtfoza
genetycznego u pacjentéw z klinicznym rozpoznaniem rzadkich miopatii LGMD | MFM. Podjete, zatem
przez Doktoranta badania wydajg sig by¢ w petni uzasadnione, zaréwno ze wzgledéw poznawczych jak i z
punktu widzenia praktyki klinicznej.

Uktad przedstawionej do recenzji rozprawy jest typowy i sktada sie ze wstepu wprowadzajacego
w problematyke pracy, celéw pracy, opisu grup badanych i zastosowanych metod, przedstawienia
wynikéw oraz ich oméwienia, podsumowania, wnioskdw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spisu
tabel i rycin, oraz wykazu pi$miennictwa. Na poczatku pracy przed rozdziatem Wstep umieszczono wykaz
stosowanych skrétéw, a na koricu pracy w rozdziale Uzupetnienie przedstawiono klasyfikacje dystrofii
obreczowo-koriczynowych oraz miopatii miofibrylarnych wraz z krétka charakterystykg kliniczng
poszczegdinych podtypéw. Rozprawa obejmuje 74 strony wydruku, zawiera 6 rycin oraz 9 tabel. Cytowane
pi$miennictwo, zawierajgce takze najnowsze prace dotyczace tematu rozprawy, obejmuje 161 pozycji.
Uktad pracy jest czytelny z podziatem na podrozdziaty utatwiajace zrozumienie trudnych i szczegétowych
zagadnien bioinformatycznych i molekularnych.

W krétkim siedmiostronicowym Wstepie Autor w sposdb syntetyczny przedstawia aktualny stan
wiedzy na temat dystrofii obreczowo-koriczynowych oraz miopatii miofibrylarnych — skupiajac sig¢ na
klasyfikacji, podtozu genetycznym oraz diagnostyce réznicowej obu choréb. Doktorant podkresla trudnosci
diagnostyczne spowodowane heterogennoscia molekularna i kliniczng oraz nakfadaniem sig fenotypow
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opisywanych miopatii. W koricowe] czeéci Wstepu omawia mozliwosci nowoczesnych wielkoskalowych
technik wysokoprzepustowych w poprawie skutecznosci identyfikacji podtoza genetycznego wyzej
wymienionych chordéb, szczegélnie w przypadkach tagodnych i o niejednoznacznym obrazie klinicznym.

W kolejnym rozdziale Doktorant w oparciu o przestanki zawarte we Wstepie formutuje cele
pracy. Podstawowym celem jest préba okreslenia podtoza genetycznego, a w szczegdlnosci mutacji
sprawczych i ich czestosci wystgpowania u chorych z rozpoznaniem MFM, LGMD i klinicznych fenotypow
pokrewnych w populacji polskiej. Kolejnymi celami pracy jest okreslenie funkcjonalnego znaczenia
zidentyfikowanych wariantéw genomowych oraz okreslenie korelacji miedzy genotypem a fenotypem
klinicznym, a takze wytypowanie prawdopodobnych nowych gendw, ktérych mutacje mogg mie¢ wptyw
na wystapienie i stopieri objawéw choroby tj. geny sprawcze, wspotsprawcze i modyfikujgce fenotyp.
Ostatni cel pracy ,Zaproponowanie podstaw nowego podziatu MFM i LGMD, opartego na wskazaniu
nowych elementéw biochemicznych i strukturalnych, mogacych leze¢ u podtoza tych choréb” zawiera
sugestie dotyczacg mozliwych zastosowan wynikéw pracy.

Grupy 0s6b, w ktérych prowadzono badania zostaty dobrze scharakteryzowane. Grupa badana
chorych z klinicznym rozpoznaniem LGMD i MFM, bez wczesniej wykrytych mutacji sprawczych
obejmowata 85 pacjentéw z 84 rodzin z klinicznym rozpoznaniem dystrofii mie$niowej, oraz 20 pacjentéw
z 11 rodzin z kliniczng diagnozg desminopatii (podtyp MFM). W grupie tej znalazto sie takze 12
przypadkéw z nieklasyczng manifestacja choroby miesni, gdzie LGMD byto jednym z rozwazanych
rozpoznan. Dodatkowo zebrano 16 prébek od zdrowych cztonkéw rodzin ryzyka LGMD, oraz 8 probek od
zdrowych cztonkéw rodzin ryzyka MFM. Jako grupe kontrolng przy ocenie wynikow sekwencjonowania
eksomowego wykorzystano wykonane uprzednio wyniki sekwencjonowania eksomowego i genomowego
16 pacjentébw bez objawéw migéniowych. Nalezatoby sie zastanowi¢ czy 16 oséb kontrolnych
pochodzacych z populacji polskiej jest grupa wystarczajaca do weryfikacji patogennosci nowo wykrytych
mutacji. Cho¢ nalezy podkresli¢, ze mozliwa patogennos¢ nowo wykrytych wariantéw byta sprawdzana
przez Doktoranta rowniez innymi metodami.

W rozdziale Metody szczegétowo i starannie przedstawiono metodyke analiz molekularnych
(technike sekwencjonowania metoda Sangera, genotypowanie z wykorzystaniem starteréw znakowanych
fluorescencyjnie) i bioinformatycznych. Sekwencjonowanie catego eksomu (WES) wykonano w ramach
ustugi obcej uzyskujac surowe dane do dalszej analizy. Bardzo szczegétowo zostata przedstawiona
wieloetapowa procedura analizowania wynikéw WES 1z zastosowaniem wielu programow
bionformatycznych, majaca na celu wyszukiwanie wariantéw genéw potencjalnie zwigzanych z fenotypem
klinicznym konkretnych pacjentéw. Opisano zastosowane trzy strategie wyszukiwania wariantow
potencjalnie zwigzanych z choroba (w genach powigzanych z fenotypem migsniowym, w genach
ulegajacych ekspresji w migéniach, ale niewigzanych dotychczas z fenotypem migéniowym oraz rzadkie
warianty zmiany liczby kopii). Szczegbtowo opisane zostaty procedury oceny patogennosci
zidentyfikowanych mutacji obejmujgce m.in. przeprowadzenie analizy znaczenia fenotypowego
poszczegblnych mutacji za pomoca programéw predykcyjnych, sprawdzenie ich obecnoéci w wynikach
sekwencjonowania eksomowego pacjentéw grupy kontrolnej, a takze poréwnujgc z danymi w
ogélnodostepnych populacyjnych bazach danych oraz w wybranych przypadkach kosegregacje mutacji z
fenotypem klinicznym w badaniu cztonkéw rodzin. Patogennos¢ wybranych mutacji sprawdzano rowniez
we wspétpracy z innymi os$rodkami za pomocg analiz funkcjonalnych in silico i analiz
immunohistochemicznych in vitro, oceniajac wptyw mutacji na strukture produktu biatkowego i jego
rozmieszczenie w tkance miesniowej. Autor wykazuje bardzo dobre opanowanie narzedzi
bioinformatycznych. Na szczegélne uznanie zastuguje duza réznorodnos¢ analiz przeprowadzona w trakcie
wykonywania badan.



Rozdziat Wyniki liczy 15 stron. W tej czesci Doktorant prezentuje w sposdb szczegétowy wyniki
wielostronnej analizy bioinformatycznej sekwencjonowania eksomowego wykonanego u badanych
pacjentéw, a takie przyktadowe wyniki analiz funkcjonalnych in silico i in vitro wybranych mutacji
sprawczych. W bardzo obszernej tabeli 4 przedstawione sa m.in. zidentyfikowane mutacje sprawcze w
grupie pacjentéw z klinicznym rozpoznaniem LGMD. Mam pytania odnosénie prezentacji wynikow
genotypu pacjentéw. Z zapisu nie wynika jednoznacznie czy zidentyfikowane u pacjenta mutacje s3a
zlokalizowane w dwdch réznych allelach tego samego locus (w pozycji trans) czy obie mutacje znajdujg sie
w jednym allelu (w pozycji cis). Mysle, ze nalezatoby dostosowac zapis zidentyfikowanych mutacji do
miedzynarodowych wytycznych HGVS (np. www.hgvs.org/mutnomen).

W rezultacie przeprowadzonych przez Doktoranta analiz bioinformatycznych w 63,5%
przypadkéw LGMD oraz 83% przypadkédw MFM zidentyfikowano mutacje, ktére mozna uznac za mutacje
sprawcze. Mutacje te wystepowaty gtéwnie w genach powigzanych dotychczas z tymi chorobami, ale
takze w innych genach niewfgczonych dotychczas do klasyfikacji tych choréb. U czterech pacjentow za
przyczyne choroby uznano mutacje w dwéch réznych genach. Ponadto u wszystkich badanych chorych
stwierdzano liczne warianty w genach powigzanych z réznymi objawami choréb migsniowych, a takze
rzadkie warianty w obrebie gendéw niewigzanych wczesniej z chorobami mieéni, ale ulegajgcych ekspresji
w miesniach i ktérych produkty sg partnerami produktéw biatkowych genéw juz wigzanych z LGMD i
MFM. Mutacje te mozna uznaé za mutacje modyfikujace fenotyp. Autor zwraca uwage na czg$ciowo
wspdlne podtoze genetyczne przypadkéw LGMD i MFM.

Na kolejnych stronach w Dyskusji Doktorant w sposéb rzetelny konfrontuje wtasne wyniki z
rezultatami badari innych autoréw, dotyczacymi podfoza genetycznego LGMD i MFM w innych
populacjach oraz analizuje znaczenie fenotypowe zidentyfikowanych rzadkich wariantéw, wystepujacych
zar6wno w genach zwigzanych z fenotypem mie$niowym jak i innych genach ulegajgcych ekspresji w
mie$niach. Doktorant podkresla, geny te mozna pogrupowac ze wzgledu na funkcjonalne lub strukturaine
powiazania kodowanych przez nie produktéw, co moze stanowi¢ poczatek nowej klasyfikacji podtypow
klinicznych LGMD. Wydaije sie, ze cze$¢ informacji zawartych w Dyskusji dotyczaca czestosci wystgpowania
mutacji poszczegdlnych genéw w grupach badanej (np.ryc.5 i 6) mogtaby znalei¢ sie w rozdziale Wyniki.

Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorant wycigga wniosek, ze LGMD i MFM lepiej
definiowaé jako zaburzenia oligogenowe lub poligenowe, w ktérych zmienna prezentacja fenotypowa
moze wynikaé z potgczonych efektéw mutacji w wielu genach. Ponadto wnioskuje, ze sekwencjonowanie
catego eksomu moze byé skutecznie stosowane w miopatiach, a w potaczeniu z zaawansowana analiza
bioinformatyczna umozliwia petniejsze przedstawienie podtoza genetycznego tych choréb. Sformutowane
przez Doktoranta wnioski odpowiadajg ustalonym celom pracy w sposéb do$¢ ogdiny. Brakuje wnioskow
odnoszacych sie do niektérych szczegétowych celéw pracy.

Uwagi odnoszace sie do redakcji rozprawy:

1. Brak numeracji strony 25;

2. Podwadjna strona 26;

3. Na stronie 26 — w legendzie do tabeli 3 brak wyjasnienia wszystkich skrétéw (np. OM i HGMD w
nagtowku tabeli);

4. Na stronach 26-32 w tabeli 4 w kolumnie ,historia rodzinna”, moje watpliwosci budzi okreslenie
przypadek sporadyczny. Wiele ,przypadkéw sporadycznych”, tj. bez dodatniego wywiadu rodzinnego
wystepuje w np. w chorobach o dziedziczeniu autosomalnym recesywnym. Moze lepszym okresleniem
bytoby ujemny wywiad rodzinny. Ponadto dla lepszej czytelnosci tabela 4 (oraz tabela 7) powinna miec
powtdrzony wiersz nagtéwkowy na kazdej kolejnej stronie.

5. Zauwaiytam réwniez niespdjnosci np. w podawanej w réznych miejscach liczebnoéci grupy pacjentéw z
MFM (na stronie 15 grupa ta liczy 20 pacjentéw z 11 rodzin, na stronie 24 - 24 pacjentéw z 7 rodzin),
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czy liczebnosci grupy kontrolnej (str. 15 — 16 pacjentdw, a na str. 40 - 15 eksomow). Dostrzegtam braki
w wykazie skrétéw np. dotyczace opisywanych w tekscie choréb (np. DM2 czy OPMD).
Powyzsze uwagi redakcyjne nie maja wptywu na catoksztatt i warto$¢ merytoryczng pracy.

W podsumowaniu chce podkresli¢, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
biotechnologii Jakuba Fichny pt. ,Identyfikacja i kompleksowa charakterystyka podtoia genetycznego
rzadkich miopatii i dystrofii miesniowych w populacji polskiej” jest pierwsza kompleksowg analiza
genetyczng pacjentéw z polskiej populacji z rzadkimi miopatiami i dystrofiami. Doktorant wykazat sig
umiejetnoscia postugiwania sie zaawansowanymi analizami bioinformatycznymi, co zastuguje na
szczegblne uznanie. Osiggniecie celéw, ktére sobie postawit, wymagato bardzo duzego nakfadu pracy i
doskonatego przygotowania metodycznego. Zidentyfikowanie obok mutacji sprawczych, mutacji
wspétsprawczych oraz wielu potencjalnych wariantéw modyfikujacych sugerujacych oligogenowe lub
poligenowe podfoze LGMD i MFM stanowi istotny naukowo, oryginalny autorski wkfad Doktoranta do
problematyki badan nad podtozem genetycznym tych choréb w populacji polskiej. Nalezy podkreslic, ze
zidentyfikowane mutacje sprawcze odpowiadajg za znaczny procent przypadkoéw dystrofii obreczowo-
koriczynowych i miopatii miofobrylarnych w polskiej populacji, co potwierdza skutecznos$¢ diagnostyczng
badan z zastosowaniem metod sekwencjonowania nowej generacji w grupach pacjentéw z chorobami
miesniowymi.

Przeprowadzone przez Doktoranta badania majg znaczenie poznawcze, ale posiadaja rowniez
aspekt praktyczny. Niewatpliwie proba ustalenia uwarunkowarn genetycznych lezacych u podstaw obu
choréb umoiliwi lepsze poznanie ich patogenezy, co moze w przysztosci pozwoli¢ na opracowanie
przyczynowych sposob6éw leczenia. Poznanie podfoza genetycznego LGMD i MFM w populacji polskich
pacjentéw moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych algorytméw diagnostycznych tych chorob w
naszej populacji oraz do wykorzystania wynikdw diagnostyki w poradnictwie genetycznym rodzin ryzyka.

Na koniec nalezy podkredlic, ze wyniki umieszczone w rozprawie zostaly czgsSciowo
opublikowane w dwdch artykutach w recenzowanych anglojezycznych czasopismach naukowych o
wysokim IF, co potwierdza ich warto$¢ merytoryczng i wysoki poziom naukowy pracy doktorskiej mgr
Jakuba Fichny.

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa na stopieri doktora nauk pt. ,ldentyfikacja i
kompleksowa charakterystyka podtoza genetycznego rzadkich miopatii i dystrofii migsniowych w populacji
polskiej” jest oryginalnym dorobkiem Doktoranta i spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom
doktorskim. Z przyjemnoscig zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Medycyny
Doséwiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa J. Mossakowskiego PAN w Warszawie o dopuszczenie magistra
biotechnologii Jakuba Fichny do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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