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Opinia na temat rozprawy na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu
mgr Kingi Salacinskiej

zatytulowanej
Badanie podloza genetycznego wrodzonej lamliwosci kosci z zastosowaniem metody
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)

Opinig niniejszg sporzadzitem w zwigzku z powolaniem mnie na recenzenta przez Przewodniczgcego
Rady Naukowej Instytutu ‘Centrum Zdrowia Matki Polki’ (ICZMP) w Lodzi — prof. Andrzeja
Lewinskiego — w przewodzie doktorskim w/w Kandydatki.

Mgr Kinga Satacinska ukonczyla Uniwersytet £.0dzki na kierunku Genetyka Wydziatu Biologii i
Ochrony Srodowiska, za$ obecnie jest pracownikiem Zakladu Genetyki ICZMP. Rozprawa zostala
zrealizowana wlasnie w Zakladzie Genetyki ICZMP pod merytorycznym kierunkiem profesora
Instytutu dr hab. Agnieszki Gach.

Wybér tematu przez Doktorantke jest bardzo ugruntowany, sensowny zaréwno z punktu widzenia
poznawczego, naukowo-badawczego, jak i praktycznego. Ta dysertacja stanowi wazny wkiad w
postep badan nad rzadka, cickawa i — wydawatoby si¢ — bardzo niszows chorobg, czyli zespot
wrodzonej lamliwosci kosci (Osteogenesis imperfecta, OI). W rozumieniu epidemiologii OI jest
klasyfikowana oczywiscie jako choroba ultrarzadka, jednakze w rzeczywistosci problem dotyka
ogromnej liczby pacjentéw i rodzin w catym $wiecie. Dlatego skupienie si¢ na wszelkich aspektach tej
choroby jest cenne, stanowi wyzwanie naukowe, a zarazem wnosi nowe koncepcje do diagnostyki i
leczenia. Kazda poparta dowodami naukowymi informacja ukierunkowana na wyjasnienie podtoza i
etiologii przyczynia si¢ do optymalizacji postepowania z dzieémi z OL Dodam, ze zagadnienie jest
wyjatkowo interdyscyplinarne, gdyz w kompleksowa opieke zaangazowane jest z reguly wiele
specjalnosci  (pediatria, neonatologia, ortopedia, medycyna regeneracyjna, rehabilitacja, terapia
zajeciowa, psychologia kliniczna), natomiast solidny warsztat genetyczny i badania molekularne sg
szczegblnym motorem postepu w tej dziedzinie. Od czasu pierwszej konwencjonalnej i
uporzadkowanej klasyfikacji OI, upowszechnionej przez Davida Sillence’a (1978), dokonal sie
ogromny progres w diagnostyce tej choroby i innych rzadkich tamliwogci szkieletowych. Przez 3
dekady do$wiadczalismy réznych zmian w podziatach i taksonomii OI (Fleure Van Dijk et al.),
bylismy $wiadkami ewolucji w nozologii, odkrywania nowych typow OL a takze réznych préb
nowych lekow i rewolucji w farmakoterapii OI (znakomite badania Francisa H Glorieux, Franka
Raucha, Nicka Bishopa i wielu innych). Ale jednocze$nie, mimo ogromnego postepu, w OI nadal
niestety istnieje ogromny nierozwigzany dylemat dotyczacy korelacji genotyp-fenotyp, co czyni te
chorobg nieprzewidywalng. Genetyka bowiem nie zawsze uzasadnia podjgcie terapii, a w decyzjach
leczniczych nadal kierujemy sie zazwyczaj kryteriami klinicznymi (np. cigzkodcia i liczba ztaman lub
niepeinosprawnoscia, bilansem korzysci do dziatan niepozadanych etc.).

Niniejsza rozprawa dowodzi, ze Autorka wnosi realny wktad w badania nad powiazaniami genotypu z
fenotypem, doskonale radzac sobie z polemiczng dyskusja w tej dziedzinie. Stwierdzam, ze
Doktorantka podjeta si¢ wyjatkowo ambitnego zadania, a wymiar praktyczny tych badan moze byé
wazny i pozyteczny dla klinicystow.

Rozprawe doktorskg stanowi zasadniczo spjny zestaw trzech anglojezycznych publikacji w dobrych
czasopismach, w ktorych mgr K. Satacifiska jest pierwszym autorem, przy czym w kazdej z nich w
roli senior author pojawia sig osoba promotora Agnieszki Gach. Podkre$lam tu dobre ulokowanie prac
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1 $wiadomy, wiasciwy dobér tych periodykow, gwarantujacy dotarcie do stosownego czytelnika.
Catos¢ obejmuje dwie prace oryginalne i jeden artykut z opisem przypadku. Na rozprawg sktadajg sie
nastgpujace publikacje: 1) Satacifiska K, Pinkier I, Rutkowska L (...) Gach A. NGS analysis of
collagen type I genes in Polish patients with Osteogenesis imperfecta: a nationwide multicenter study.
Front Endocrinol (Lausanne). 2023 2) Salacinska K et al. Novel Mutations Within Collagen
Alphal(l) and Alpha2(I) Ligand-Binding Sites, Broadening the Spectrum of Osteogenesis Imperfecta -
Current Insights Into Collagen Type I Lethal Regions. Front Genet. 2021 oraz 3) Salacinska K,
Michatus I, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Sokét D, Jakubowska-Pietkiewicz E, Kepczynski 1.,
Salachna D, Gach A. The first glycine-to-tryptophan substitution in the COLIA] gene identified in a
patient with progressively-deforming Osteogenesis imperfecta. Mol Genet Genomic Med. 2022,
Laczny Impact Factor tego cyklu wynosi 11,972, przy czym wazne jest rowniez, ze kolejnos¢ ich
zaprezentowania i oméwienia wydaje si¢ bardzo logiczna i utatwia $ledzenie wywodu i narracji
rozprawy. Prace te s3 wprawdzie wieloautorskie, ale zaznaczam, ze Doktorantka jest w kazdej z nich
nie tylko pierwszym autorem, ale réwniez autorem korespondencyjnym, ponadto odpowiedzialnym za
kluczowe aspekty badan (genetyka i warsztat molekularny), petiac w nich wiodacg role i nadajgc
koncepcje pracy i — co nie mniej istotne — deklarujac pozyskanie dofinansowania grantéw na badania.
A zatem udzial merytoryczny Doktorantki — potwierdzony oryginalnymi o$wiadczeniami i
deklaracjami ‘author contribution’ — jest znaczacy i nie pozostawia watpliwosci. Ma to nie tylko
znaczenie formalne, lecz odpowiada obecnym trendom, nowoczesnym standardom akademickim i
ambitnym kryteriom ubiegania si¢ o stopien naukowy. Takie podejScie mnie nie dziwi, jako ze praca
pochodzi z renomowanego osrodka tj. zespotu majacego doswiadczenie w zakresie badan nad
genetyka i klinikg rzadkich choréb, w szczegolnosci  genetycznie uwarunkowanych chordb
szkieletowych.

Rozprawa ma uktad logiczny, poprawny pod wzgledem formalnym i jest kompletna (tzn. zawiera
zwigzle podsumowanie, streszczenia w obydwu jezykach, zgody komisji etycznych, aneks w postaci
klarownych o§wiadczen wspotautorow i wktadu w publikacje), zostata na poczatku opatrzona spisem
treSci — niezbednym przewodnikiem do tekstu glownego oraz wykazem skrotow, ktory w tym
przypadku jest bardzo potrzebny ze wzgledu na doéé znaczny stopien skomplikowania. Rozdziaty
wstgpne zostaly zredagowane w sposob bardzo obszerny i skrupulatny, wigc wymagaja od czytelnika
duzego skupienia, ale za to logicznie prezentujg poszczegdlne elementy. Cze$¢ wstepna tj. zawarte na
60 stronach fachowe oméwienie teoretycznych podstaw OI, diagnostyki, genetyki, kliniki, leczenia tej
choroby nie budzi zastrzezen, jest poparte 27 pozycjami adekwatnego pismiennictwa, z kluczowymi
dla tematu cytacjami. Pani mgr Kinga Salacifska omawia tu w sposob ekspercki a zarazem
syntetyczny: charakterystyk¢ i opis kliniczny wrodzonej tamliwosci kosci, podioze genetyczne,
poszukiwanie korelacji genotypowo-fenotypowej w OI (co uwazam za najwazniejszy fragment
uzasadniajacy podjecie tematu) 1 wreszcie diagnostyke molekularng oraz leczenie. Jest to bardzo dobre
dydaktyczne mini-kompendium nt. OI Nastepnie, w dalszych cze$ciach Doktorantka prezentuje
szczegolowe komentarze do publikacji, ze stosownymi rozszerzeniami. Autorka wyznaczyla sobie
zadanie analizy podtoza genetycznego OI w populacji polskiej, moim zdaniem najszerszej jak dotad w
literaturze dot. naszego kraju. W tym celu zaprojektowala oryginalne narzedzie badawcze do analizy
kilkudziesigciu genéw o udokumentowanej roli w patogenezie choroby, ale rowniez gendw-
kandydatow potencjalnie zwigzanych z OL Cele pracy w liczbie 4 zostaly sformulowane bardzo
jasno: Okreslenie podtoza genetycznego w grupie polskich pacjentow z OI, poszukiwanie zmienno$ci
genetycznej w genach kolagenu typu I, ustalenie zwiazku genotypu z obserwowanym fenotypem u

0sob z diagnoza molekularng choroby, a na koniec oceng skuteczno$ci metody NGS w diagnostyce
OL

W tym miejscu chciatbym podkre$li¢, iz nie ma zadnego powodu aby poddawaé krytyce rozprawe
doktorska, skoro jej sednem sa warto§ciowe publikacje, ktére juz przeszty pozytywnie przez szereg
restrykeyjnych recenzji i opinii editorial board poszczegblnych czasopism.
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Na szczegélng uwage zashuguje czesé metodologiczna, ktéra jest imponujaca. W rozdz. , Materiat i
metody” pani Kinga Salacifiska przedstawia szczegblowo sekwencje i protokét badan, ktoéry dowodzi
Jej ogromnej wiedzy i umiejetnosci w zakresie genetyki, a takze samodzielnosci i talentu do warsztatu
laboratoryjnego. Doktorantka omawia zatem poszczegblne etapy i metody: izolacje materiatu,
sekwencjonowanie nastepne; generacji (NGS), analiz¢ bioinformatyczna, filtrowanie i klasyfikacje
wariantéw i sekwencjonowanie Sangerowskie (albowiem obecno$é wariantéw zidentyfikowanych
metoda NGS weryfikowano metoda Sangera). W analizie ‘regionéw letalnych” Autorka wykorzystata
zasoby bazy OIVD. metody statystyczne przedstawione w pracy sg perfekcyjne, co zreszta o wiele
lepiej wida¢ w wersji angielskiej w poszczegodlnych publikacjach.

Ogromnym walorem rozprawy jest szeroki zasieg badan, duza — zZwazywszy na matg czgsto$¢ choroby
— reprezentacja i uniwersalne przestanie. Grupe badana stanowito az 197 pacjentéw (180 rodzin) z
podejrzeniem OI. Za atut nalezy tez uznaé¢ zdolnosé kooperacyjng Doktorantki i o$rodka / jednostki, w
ktorej jest afiliowana, gdyz w rekrutacji i dostarczeniu materialu genetycznego uczestniczyto w
okresie 2016-2022 sze$é osrodkow badawczych i klinicznych w kraju. Koordynacja takich badan,
nawet w ramach grantu, jest niezwykle wymagajaca i trudna logistycznie. Dlatego wtasnie, zapewne
dzigki determinacji i pracowitoéci Doktorantki i Promotora, mogto si¢ uda¢ najwigksze pod wzgledem
liczebnosci i jakosci badanie w naszym kraju. Gratulacje. Praca w Front Endocrinol 2023 opisujaca
charakterystyke fenotypowa pacjentdéw z potwierdzong NGS przyczyng choroby (warianty w genach
kolagenu typu I) jest bardzo wartosciowa, jako ze zawiera wyniki pierwszego takiego badania nad
podtozem genetycznym OI w Polsce. Jeszcze wazniejszg informacja z tej publikacji sa nieraportowane
wczesniej, nowe warianty zidentyfikowane wérod 97 réznych wariantéw (z przewaga substytucji i
delecji).

Bardzo doceniam publikacj¢ Kingi Satacifiskiej z zespotem w Front Genet 2021, gdzie przedstawiono
7 0s6b z patogennymi wariantami w ,,regionach letalnych” genéw COL1A1. Te wyniki sa faktycznie
nowatorskie, nawigzujac do wspomnianej przeze mnie wczesniej rozbieznosci migdzy genotypem a
efektem fenotypowym. I przy uwaznej lekturze tej pracy oryginalnej mozna wywnioskowaé, ze
odkrycie to moze pomoc w zdefiniowaniu nowych czynnikéw warunkujacych najciezsze postaci
kliniczne OI. I wreszcie praca kazuistyczna Salacifiska et al. Mol Genet Genomic Med. 2022
przedstawia pierwsza w literaturze fachowe; substytucje¢ glicyny na tryptofan w genie COLIAI,
podczas gdy dotychczas opisano tylko 3 przypadki tej zamiany, ale dotyczace genu COLIA2. Ta
publikacja Doktorantki przekonuje mnie o dociekliwosci, rzetelnodci i pasji badawczej autorki i
zespotu.

Z satysfakcja zauwazam réwniez inny cenny efekt tego projektu i badan pani Kingi Satacinskie;j:
nieopisane dotychczas warianty wykryte u polskich pacjentow z OI zostaly wilaczone do
ogblno$wiatowej bazy wariantéw ClinVar, wzbogacajac tym samym zasoby danych nt. patogenezy
Ol To w istocie oznacza realny i praktyczny wktad w nauke migdzynarodows.

Rozdzialy ,.Discussion” w anglojezycznych pracach oryginalnych stanowiacych o§ rozprawy
doktorskiej, s3 napisane zgrabnie, polemicznie i poprawnie zorganizowane, dowodzac duzej swobody
Doktorantki w operowaniu jezykiem naukowym i literatura przedmiotu. Wprawdzie lista autor6w
poszczegolnych publikaciji jest dos¢ diuga, ale przypomne, ze pani Kinga Satacinska zadeklarowata w
o$wiadczeniach swoj przewazajacy udzial w pisaniu i redagowaniu manuskryptow. Zatem pozwalam
sobie przypisa¢ te atuty wlasnie Doktorantce i pierwszej autorce tych prac.

Rozprawg konczy 5 wnioskéw, komplementarnych do celéw pracy i podsumowujacych fakty i
powigzania molekularne i patofizjologiczne w OI. Autorka sformutowata nastepujace wnioski: 1)
Podtoze genetyczne Ol wérdd polskich pacjentow wykazuje znaczne podobiehstwa do innych
populacji europejskich w zakresie udzialu genéw kolagenowych w patogenezie choroby. 2) Mimo
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wielu lat badan nad zmiennos$cig genéw kolagenu typu I, ponad 1/3 zidentyfikowanych w populacji
polskiej zmian stanowily nowe nicopisane wezesniej warianty, co wskazuje na niezwykla
polimorficzno$é genéw COLIAI i COLIA2. 3) Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze wplyw wariantu na
zmiang liczby lub struktury czgsteczek kolagenu typu I ma zwigzek z nasileniem objawéw klinicznych
obserwowanych u pacjenta, ale utworzenie skutecznego modelu predykcyjnego, opartego o korelacje
genotypowo-fenotypows dla poszczegélnych wariantéw wymaga dalszych badaf. 4) Wyniki nie
potwierdzaja teorii modelu regionalnego, a tylko czg$¢ zidentyfikowanych wariantéw wpisuje sie w
zalozenia modelu gradientowego, dlatego zaproponowane przed wielu laty modele warto poddaé
weryfikacji na podstawie wynikéw w innych populacjach. 5) Ze wzgledu na duza zmienno$é
genetyczng i niewielkg powtarzalno$é¢ wariantow sprawczych migdzy niespokrewnionymi rodzinami
NGS jest najbardziej skutecznym narzedziem w diagnostyce wrodzonej tamliwosci kosci w populacji
polskiej.

Whioski powyzsze zostaly sformulowane jasnym, poprawnym jezykiem i sg shuszne, postulujac
nieuchronng konieczno$¢ powszechnego stosowania metody NGS w diagnostyce OI. Poza tym
doceniam duza §wiadomos¢ ograniczen i krytyczne podejscie do problemu, zwlaszcza we wniosku #3,
gdzie Doktorantka akcentuje trudno$ci w tworzeniu modelu predykeyjnego w OI, opartego o korelacje
genotypowo-fenotypows. Podzielam refleksje, ze wymaga to dalszych badan. Zgodnie ze
stwierdzeniem Autorki ,,nowoczesna, wysokoprzepustowa analiza genomowego DNA u pacjentow z
klinicznymi objawami OI” daje nadzieje dla lepszego poznania choroby. To fakt, ale nie do konca
jestem jednak przekonany, ze analiza ta moze wplynaé na decyzj¢ o farmakoterapii w codziennej
praktyce.

Nie mam zadnych powaznych uwag krytycznych. Znalaztem zaledwie jedng niescisto$¢ w wykazie
skrotéw, mianowicie angielski skrét BMD oznaczajgcy gestos¢ mineralng kosci thumaczy sie jako
,»Bone Mineral Density”, nie za$ ,,Body Mineral Density”, jak to zostato napisane. Ale to zastrzezenie
nie ma zupetie wptywu na caloksztalt pracy i formalny aspekt rozprawy.

W podsumowaniu stwierdzam z przekonaniem, ze rozprawa doktorska pani mgr Kingi Satacinskiej
stanowi bardzo ambitne i bardzo dojrzale opracowanie, wnoszace nowatorska informacje o
diagnostyce Ol Prezentowane tu wyniki badan stana si¢ — jestem przekonany — przyczynkiem do
dalszych poszukiwan i by¢ moze do praktyki klinicznej. Zaréwno wyniki zawarte w publikacjach, jak
1 przestanie catosci tego cyklu zdecydowanie przyczyniajg si¢ do postgpu w diagnostyce OI w Polsce,
a dodatkowo odzwierciedlajg umigdzynarodowienie polskiej nauki.

Rozprawa jest §wietnie napisana, oceniam ja wysoko i pozytywnie. Catoéé opracowania, wliczajagc w
to 3 publikacje w recenzowanych waznych i indeksowanych periodykach, potwierdza kompetencije,
wysoki walor naukowy, umiejetnosci, dojrzatosé naukowa 1 pasj¢c badawcza Doktorantki.
Przedstawiona mi do recenzji praca spetnia bezsprzecznie warunki prawnie okres$lone w art. 187
Ustawy z dn. 20 lipca 2018 ,, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz.U. z 2023 r. poz. 742, z
pozn. zmianami) definiujace kryteria i tryb postepowania w zwigzku ze stopniami i tytulami
naukowymi. Zwracam si¢ zatem do Rady Naukowej ICZMP w Lodzi z wnioskiem o dopuszczenie
Pani Kingi Satacinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na wysoka
jakos¢ publikacji i ich wysoki taczny IF przedktadam Radzie Naukowej wniosek o wyrdznienie pracy
doktorskiej mgr Kingi Salacinskie;.

Prof. dr hab. Jerzy Konstantynowicz
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
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