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pt. "Analysis of new genes involved in Primary Ciliary Dyskinesia”

Zespol pierwotnej dyskinezy rzesek (Primary Ciliary Dyskinesia, PCD) to grupa
uwarunkowanych genetycznie schorzen, w ktorych stwierdza si¢ niesprawny klirens sluzowo
rzgskowy, prowadzacy do nawrotowych, a podzniej przewlektych zakazen bakteryjnych
uktadu oddechowego. Wystepuje prawdopodobnie co najmniej dwukrotnie rzadziej niz
mukowiscydoza (~1: 10 000 — Lucas SC et al. 2014). W okresie noworodkowym czeste jest
pojawienie si¢ zaburzen oddychania (o niejasnej przyczynie) oraz obecny od urodzenia niezyt
nosa. U polowy dzieci stwierdza si¢ odwrdcenie trzew, a czestosé wystgpowania wad
rozwojowych (serca, CUN) jest wyzsza niz w populacji. Typowe jest wspolistnienie
przewleklych dolegliwodci ze strony dolnych i gornych drog oddechowych, w tym
przewlekajgce si¢ stany zapalne ucha Srodkowego. Wczesnie pojawia si¢ produktywny
kaszel, a okresowo wystepujg zapalenia oskrzeli / ptuc. Z czasem dochodzi do rozwoju
rozstrzeni oskrzeli. U dzieci w wieku powyzej 4 lat badaniem przesiewowym jest pomiar
stezenia tlenku azotu w powietrzu wydychanym przez nos. Stwierdzenie niskich wartosci
(<200 ppb, zwlaszcza <100 ppb) wymaga wykonania decydujacych dla ustalenia rozpoznania
badan, nie ma jednak pojedynczego, dostgpnego i prostego Ww interpretacji testu
diagnostycznego w kierunku PCD. Ustalenie rozpoznania ma miejsce w oparciu 0 badania
ruchomosci rzgsek (ocena czestotliwosci oraz poprawnosci ruchu - high frequency video
microscopy, HFVM) i ich ultrastruktury (mikroskopia elektronowa). W potwierdzeniu
rozpoznania PCD rosngce znaczenie ma wykrywanie mutacji genow odpowiedzialnych za
strukture i funkcjonowanie rzesek.

W tym kontekscie wybor tematu pracy doktorskiej przez Panig Matgorzate

Kurkowiak nalezy oceni¢ pozytywnie, jako bardzo trafny w aspekcie zaréwno poznawczym



jak i praktycznym. Podjecie tematu przez mgr Matgorzate Kurkowiak, dokonane w pracy
doktorskiej, stwarza szanse na istotne poglebienie wiedzy tym w zakresie.

Tytul pracy precyzyjnie oddaje jej tresc.

I. Ocena formy pracy

Skrypt pracy mgr Malgorzaty Kurkowiak na stopient doktora nauk medycznych sktada
sie z 76 stron tekstu zasadniczego, podzielonego na rozdzialy w sposob obowigzujgcy w
opracowaniach naukowych, tj.: Introduction (Wprowadzenie) — Aims of PhD thesis (Cel
pracy) — Material and methods (Material i metody) — Results (Wyniki) - Discussion
(Dyskusja) — Conclusions (Wnioski), co jest przejrzyscie zestawione w Table of contents
(Spisie tresci). Dodatkowo znajdujemy umieszczony na poczatku Wykaz stosowanych
skrotow (Abbreviations), ktory jest znacznym utatwieniem dla 0sob nie obznajomionych z
mianownictwem biologicznym. Wykaz Pismiennictwa (Literature) stanowiacy zestawienie
uwzglednionych niemal 200 publikacji (wylacznie anglojezycznych), ulozony jest w
kolejnosci alfabetycznej. Ponadto w pracy znajduja si¢ 8 tabel i 18 kolorowych rycin,
umieszczonych w tekscie pracy w sposob ciagly. Nietypowo, bo na poczatku opracowania
umieszczone Streszczenie stanowi uzupelnienie tekstu dysertacji, reasumujgc najistotniejsze
elementy opracowania (nieco obszerniej niz Abstract w jezyku angielskim). Ponadto w osmiu
Tabelach dodatkowych (Supplementary tables) znajdujemy wyszczegolnienie technicznych
detali zastosowanych metod oraz niektérych danych klinicznych badanych chorych.

Streszczenie 1 Abstract ulatwiajg szybkie zapoznanie si¢ z najistotniejszymi
fragmentami tresci pracy, przed przystapieniem do uwaznego jej studiowania. Nic co wazne
w pracy nie zostalo w tych streszczeniach pominigte.

Obszerny Wstep (Introduction) sprawnie wprowadza w przedstawiane zagadnienie i
daje sposobnos$¢ do racjonalnego wywodu celu badania. Jego dtugos¢ wynosi 41% calej
pracy.

Cel badania (Aims of the PhD thesis) jest przedstawiony w formie uogdlnionego
wiodacego zamierzenia i dwu zadan szczegétowych, wymienionych w punktach.

Przyktadnie tresciwy a zarazem dostatecznie szczegdtowy jest opis Metodyki badan
(Material and methods), zajmujacy 11% pracy. Prezentacja Wynikow (Results) zajmuje 34%
pracy, a nastepujaca po nich Dyskusja (Discussion) jest przeprowadzona w sposob logiczny i
dojrzaty, choé jest nieco krotsza (12%) od wynikow, ale nie w stopniu budzgcym formalne
zastrzezenia. Najszersze czesci pracy (Wstep, opis Materiatu i metod badan, Wyniki oraz

Dyskusja) sg podzielone na podrozdzialy, co zwigksza przejrzystos¢ prezentacji.



Wnioski (Conclusions) stanowia odpowiedZ na szczegélowe pytania wymienione w
celu pracy, przy czym odpowiedZ na zagadnienie nr 2 zostala rozdzielone na 3 wnikliwe
konkluzje.

Zestawione w Pismiennictwie (Literature) pozycje sa cytowane w stosownych
fragmentach tekstu, co $wiadczy o ich rzeczywistym wykorzystaniu.

W zewnetrznej ocenie formy skryptu doktorskiego z przyjemno$ciag mozna pochwali¢
jego przejrzysty uklad oraz staranne wydanie pracy. Tabele i kolorowe ryciny sa

umieszczone w strumieniu tekstu, co utatwia zapoznawanie si¢ z praca.

I1. Ocena merytoryczna pracy.

Wickszos¢ skrotow uzytych w tekscie pracy jest opisana przy uzyciu po raz pierwszy,
a zastosowane w skroty sa zgodne z obowigzujaca terminologia.

Rozwazania we wstepie przedstawiaja omowienie ultrastuktury rzesek, ze
szezegdlowym opisem aktualnego stanu wiedzy na temat budowy i funkcji gtownych bialek
rzgsek. Przedstawiona jest rowniez zwigzta charakterystyka PCD oraz gtownych metod
diagnostyki wrodzonych zaburzen ruchomosci rzgsek, ze szczegolnym podkresleniem
miejsca i roli badan genetycznych.

Na tym tle uzasadniony jest Cel badania, z wyrdznieniem przez Autorke 2 pytan
szczegblowych, opisujacych gruntownie wszystkie zaplanowane analizy.

Pani Malgorzata Kurkowiak podjela si¢ proby rozwigzania zawartego w tytule pracy
problemu w oparciu o analiz¢ wynikow zaprojektowanego i zrealizowanego przez siebie
badania. Praca wykonywana byla w ramach projektu Miedzynarodowe Projekty
Doktoranckie, a badania prowadzone byly w Zakladzie Genetyki Molekularnej i Klinicznej
Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu oraz w Laboratorium Kliniki i Polikliniki
Chordb Dzieci i Mtodziezy w Munster (Niemcy). Autorka badata material genetyczny oraz
probki nablonka, zgromadzone w wymienionych osrodkach.

Opis zastosowanych metod jest zwigzly, ale wydaje si¢ by¢ precyzyjny. Zastosowana
metodologia badan jest swoista dla biologii molekularnej i jest trudna do oceny przez
klinicyste. Po wytypowaniu regionéw, w ktorych mozna bylto si¢ spodziewa¢ sprawczych
mutacji w genach istotnych w patogenezie PCD, Autorka przeprowadzita analizg
wylonionych genéw — kandydatow. Polaczone to bylo z analizg ultrastruktury rzesek,
ocenianej z uzyciem mikroskopu elektronowego.

Szczegolowe przedstawienie wynikdéw analizy oraz ich omowienie stanowia
zasadniczg cze$é dysertacji. Przedstawione przez autorke wyniki analiz sg przedstawione
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czytelnie. Autorka dokonata identyfikacji 10 nowych mutacji w obrebie trzech genow
(LRRC6, ZMYNDI10 i CCDCI151). Analiza ultrastruktury rzesek nabtonka pochodzacego od
chorych ze zidentyfikowanymi mutacjami potwierdzita brak zewnetrznych i wewngtrznych
ramion dyneinowych. Te dane wraz z wynikami uprzednich badan na organizmach
medelowych wskazuja na rolg biatek kodowanych przez te geny jako bialek
cytoplazmatycznych, uczestniczacych w procesie sktadania ramion dyneinowych.

Zwiezla dyskusja stanowi omowienie wlasnych spostrzezen, w porownaniu z
dostepnymi danymi z literatury medycznej przedmiotu. Autorka zwraca uwage na liczne
przyczyny rozbieznosci wynikéw uzyskiwanych przez roznych autordw, a takze przedstawia
mozliwe  aplikacje uzyskanych — wynikow. Przeprowadzone  rozumowanie  jest
przekonywujace, a dyskusja z innymi badaczami dokonywana logicznie i z duza swoboda, co
swiadezy o doglebnej znajomosci naukowych podstaw zagadnienia i nabyciu umiej¢tnosci
krytycznego rozumowania.

Sposrod cytowanych ponad 190 pozycji pismiennictwa, zdecydowana wigkszosc
zostala opublikowana w latach 2005 — 2014. Cytowane zrodlo internetowe jest rowniez
poprawnie przywolane.

Zwiezle wnioski maja duze znaczenie poznawcze i praktyczne. Szczegdlnie wazne
jest poszerzanie obszarow, w ktorych mozliwe jest potwierdzenie obecnosci mutacji. Z jedne;j
strony, pozwala to zmniejszy¢ odsetek chorych o niepotwierdzonym genetycznym podlozu
PCD, z drugiej strony, otwiera mozliwosci przysztych interwencji terapeutycznych.
Rownoczeénie uzasadnia to celowosé dalszych badan zmierzajacych do mozliwie petnego
ustalenia genetycznych przyczyn PCD. W kontekscie niezbyt licznych danych na temat
czestosci wystepowania poszcezegdlnych mutacji w Polsce, wazne sa obserwacje Pani
Krakowiak dotyczace czestosci wystgpowania badanych mutacji w Polsce.

Najistotniejsze dla mnie zdecydowanie jest jednak wykrycie przez Panig Malgorzatg
Kurkowiak nowych mutacji w zakresie genow kodujacych procesy niezbgdne dla
prawidlowego formowania struktury rzgsek. Wyniki te potwierdzaja niewatpliwa przydatnosé
diagnostyki genetycznej PCD, ale z drugiej strony zwracajg uwagg na jej trudnosci (czutos¢
~65%) oraz otwierajgce si¢ perspektywy dalszych badan.

Wysoko nalezy doceni¢ ograniczenie si¢ przez Malgorzatg Kurkowiak do
przedstawienia tylko wnioskéw dotyczacych spostrzezen w zakresie okreslonym w tytule
pracy. Wnioski pani Malgorzaty Kurkowiak majq duze znaczenie poznawcze i praktyczne, a

w przysztosci byé moze przetoza si¢ na nowe terapie. Rzetelnie wykonane opracowanie



przyniosto wazne spostrzezenia na temat wystgpowania mutacji w polskij populacji chorych
na PCD.

Przedstawione szczegotowo wyniki badan, moga by¢ niewatpliwie wykorzystane w
praktyce, na co Autorka zwraca uwage w koncowym rozdziale pracy doktorskie;j.

7 obowigzku recenzenta chcialbym zwrdci¢ uwage na to, ze mimo widocznej
najwyzszej starannosci przy opracowaniu edycji tekstu, zdarzaja si¢ nieliczne bledy
redakcyjne:

Na liscie przygotowanych przez Autorkg prezentacji posterowych znajduje si¢ udziat
w konferencji — bez prezentacji plakatu. Na str. 9 (Streszczenie) wsréd objawow PCD
wymienione jest sformulowanie “randomizacja narzgdow wewngtrznych”, zamiast ,,Josowy
uktad symetrii narzagdow wewnetrznych”. Nie wszystkie skroty maja petne rozwinigcie przy
pierwszym pojawieniu si¢ w tekscie (np. IFT — str.18), co moze zmusza¢ do si¢gania do ich
wykazu na poczatku opracowania. Swego rodzaju petla logiczna pojawia si¢ na str. 30 w
stwierdzeniu ,.Central pair (CP) of microtubules is present only in cilia and flagella with the
9+2 pattern”. Jako Kklinicysta musz¢ tez podkreslic, ze w opisie objawow RDS
obserwowanych u noworodkéw z PCD (str.35) konieczne jest podkreslenie, ze nie sa one
zwigzane z ich wiekiem plodowym. Ponadto przy opisie czestosci ruchu rzesek jako
obnizonej przy wartosci ponizej 11 Hz (str. 37), konieczne jest zaznaczenie, ze jest to wartos¢
odcigcia istotna przy ocenie dokonywanej w temp. 37° C. Na tej samej stronie znajdujemy
stwierdzeni, ze ,,a high speed camera attached to microscope enables to record more than
500 frames per second’, co jest prawdziwe tylko w odniesieniu do czg¢s$ci modeli.
Przyktadowo, Autorka korzystala z kamery rejestujacej zapis z czgstoscig 125 lub 250 klatek
na sekunde (str. 56).

Nie jest jasne, jaka liczb¢ genow — kandydatow Autorka badata: 20 (str. 57) czy 24
(str. 10).

Przytaczane na str. 38 — 39 wartosci odcigcia dla przyptywu (wydatku) nNO sg
zgodne z sugestiami z pisSmiennictwa, ale nadal w praktyce powszechnie stosuje sie oceng
stezenia nNO.

Cho¢ stwierdzenie ,,ciliary motility assessed as normal in the fresh biopsy, turned out
to be abnormal afier ciliogenesis in culture” (str. 38) jest zgodne z publikacjg Boon i wsp.
(2014), ale musi by¢ traktowane z rezerwa. Nie ulega watpliwosci, ze hodowla pozwala na
wykluczenie wtérnych zmian ultrastruktury rzgsek, powstatych u o0séb zdrowych wskutek
infekcji lub narazenia na wdychane substancje szkodliwe. O ile niekwestionowana wydaje sie

prawdziwos¢ stwierdzenia, zawartego w cytowanej w tym miejscu przez Autorke pracy
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Pifferi et al.2013b: ,affer ciliogenesis in culture, ciliary cells obtained by PCD patients will
maintain an abnormal ciliary motion, while those obtained by subjects with secondary
dyskinesia will gain a normal ciliary function”, to trudno si¢ zgodzi¢ bez zastrzezen z
prawdziwoscia powyzszego stwierdzenia, pochodzacego z pracy Boon i wsp., poniewaz nie
mozna wykluczyé wtornych zmian ruchomoscei rzgsek powstalych w hodowli, a zwiazanych z
jej warunkami (np. niedobor pewnych skladnikow lub obecnos¢ substancji o potencjalnym
dzialaniu toksycznym jak np. antybiotyKki).

Wspomniane niewielkie usterki redakcyjne w zaden sposéb nie umniejszaja
merytorycznej wartosci pracy doktorskiej Pani Matgorzaty Kurkowiak. Uwazam, ze Pani
Malgorzata Kurkowiak w przedstawionej dysertacji doktorskiej wykazala bardzo dobre
przygotowanie do pracy naukowej i dowiodta posiadania umicj¢tnosci samodzielnego
rozwigzywania zagadnien. Nieliczne zastrzezenia dotyczg szczegdtow redakeji pracy tatwych
do skorygowania, lub ktére moga by¢ wyjasnione w trakcie obrony pracy. Praca Malgorzaty
Kurkowiak zatytutowana ..Analysis of new genes involved in Primary Ciliary Dyskinesia”
jest przeze mnie oceniona pozytywnie, poniewaz spetnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim i wnosi informacje wazne dla nauki oraz praktyki klinicznej. Poszerza to naszg
znajomos$é proceséow dziedziczenia oraz epidemiologii mutacji u chorych z PCD. Ma to
robwniez ogromny aspekt praktyczny, poniewaz przybliza nas do etapu, kiedy
prawdopodobnie diagnostyka genetyczna stanie si¢ szerzej dostgpnym narzedziem
diagnostycznym, podobnie jak ma to miejsce w przypadku mukowiscydozy. Ponadto biatka
cytoplazmatyczne, ktérych geny badata autorka, moga sta¢ si¢ potencjalnym celem nowych
terapii.

O znakomitym przygotowaniu doktorantki $wiadczy jej dotychczasowy dorobek,
uwzgledniajacy prace opublikowane w pismach umieszczonych na tzw. liscie filadelfijskiej, a
0 jej dalszej aktywnosci przedstawione dotychczas publikacje posterowe z lat 2011 — 2013.

Wspomniane zalety pracy sprawiaja ze niewgtpliwie praca zasluguje na
wyréznienie (o ile regulamin Wysokiej Rady dopuszcza takowg procedure).

7 poczuciem przekonania przedkladam Wysokiej Radzie Instytutu Genetyki

Czlowieka w Poznaniu wniosek 0. dopuszczenie magister Malgorzaty Kurkowiak do

dalszych etapow przewodu oktorskiego.
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