KATEDRA IZAKEAD GENETYKI MEDY CZNEJ

Poznan, dn. 25.03.2024r.

dr hab. n. med. Ewelina Bukowska-Olech
Uniwersytet Medyczny

im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

ul. Fredry 10

61-704 Poznan

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Leny Rutkowskiej pt.:

Analiza podtoza molekularnego wybranych dyslipidemii pierwotnych
z zastosowaniem technologii sekwencjonowania nastepnej generacji”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy interesujacego zagadnienia
dyslipidemii pierwotnych, ktdre stanowia heterogenng grupe wrodzonych zaburzer
gospodarki lipidowej cztowieka. Pani mgr Lena Rutkowska podjeta sie diagnostyki tych
choréb metodami genetyki medycznej, co nie jest w Polsce rutynowo wykonywane
i wskazuje na oryginalno$¢ przeprowadzonych przez nig prac badawczych.

Analiza przebiegu edukacji i kariery zawodowej Doktorantki wskazuje na jej petne
przygotowanie merytoryczne i warsztatowe do poprawnego rozwigzania podjetego
problemu badawczego. Pani mgr Lena Rutkowska jest absolwentka analityki medycznej
Uniwersytetu Medycznego w todzi, od roku 2016 pracuje w Zakfadzie Genetyki Instytutu
~Centrum Zdrowia Matki Polki” w todzi — w latach 2016-2022 na stanowisku miodszego
asystenta, a od roku 2022 na stanowisku asystenta. Byta réwniez zaangazowana w dwa
projekty naukowe, jeden finansowany ze érodkdw Instytutu ,Centrum Zdrowia Matki Polki”,
drugi przez Narodowe Centrum Nauki (NCN). W 2022 roku dotgczyta do miedzynarodowego,
wieloosrodkowego zespotu badawczego pod przewodnictwem Pani dr Magdy Rybak-
Krzyszkowskiej i prowadzi badania w zakresie diagnostyki prenatalnej z wykorzystaniem
technik biologii cytomolekularnej. Obecnie jest w trakcie realizacji szkolenia
specjalizacyjnego z laboratoryjnej genetyki medycznej (rozpoczetego w 2022 roku).
Doktorantka wykazuje sie réwniez dodatkowa aktywnoécia naukowa — brata czynny udziat

w konferencjach naukowych o zasiegu krajowym lub migdzynarodowym.
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OCENA FORMALNA ROZPRAWY

Recenzowana praca doktorska pt.: ,Analiza podfoza molekularnego wybranych
dyslipidemii pierwotnych z zastosowaniem technologii sekwencjonowania nastepnej
generacji” stanowi cykl trzech powiazanych tematycznie prac oryginalnych o fgcznych
punktach oddziatywania (ang. impact factor; IF) 10,600 oraz punktach Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) wynoszacych 270. We wszystkich tych pracach
Doktorantka jest pierwszym autorem, a w dwdch z nich dzieli autorstwo korespondencyjne.
Wktad Doktorantki w powstanie publikacji zostat oszacowany na 70% (Publikacja 1 i 2) lub
75% (Publikacja 3), co wskazuje na znaczny udziat w powstanie ww. artykutow naukowych.
Szczegdtowy udziat Doktorantki w powstanie prac naukowych polegat na pozyskaniu
finasowania, zaplanowaniu badan, wykonaniu badan, optymalizacji i analizie wynikow
przeprowadzonych analiz biologii molekularnej oraz napisaniu manuskryptéw wraz
z przygotowaniem tabel i rycin. Opublikowane wyniki badan zostaty zrealizowane w ramach
projektéw naukowych, finansowanych przez Instytut ,Centrum Zdrowia Matki Polki”
(kierownik projektu: mgr Lena Rutkowska) i NCN — Opus (kierownik projektu: dr hab. n. med.
Agnieszka Gach, Prof. Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi).

Uktad przedstawionej pracy doktorskiej jest prawidtowy — zawiera Strone tytutowq, Spis
treci, Wykaz stosowanych skrétéw, Wykaz publikacji, Cele badari, Metodyke, Omdwienie
wynikéw przedstawionych w cyklu publikacji, Podsumowanie, Whioski, PisSmiennictwo,
Streszczenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim, Opublikowane prace oraz
Zgode Komisji Bioetycznej. Pod wzgledem edytorskim praca zostata wykonana starannie
i przejrzyécie, jedynym minusem jest brak spisu tabel 1-3, ktére znajdujg sie w czesci
teoretycznej pracy. Praca zawiera kilka btedoéw jezykowych, opisanych w czgsci Uwagi
i komentarze. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2023.742 t.j.).

OCENA WARTOSCI MERYTORYCZNEJ ROZPRAWY

Pani mgr Lena Rutkowska w cyklu trzech publikacji, bedacych wynikiem dwdch
projektéw naukowych przedstawita wyniki badan genetycznych, ktére byty przeprowadzone
w grupie 139 pacjentéw z podejrzeniem wystepowania dyslipidemii pierwotne;. Publikacje te
stanowig jednolity tematycznie cykl, w ktorych Doktorantka przedstawita zwiezle
zagadnienie dyslipidemii pierwotnych, opis prowadzonych badan, rezultaty wraz z ich

wyczerpujaca dyskusja odnoszacg sie do aktualnej i prawidtowo dobranej bibliografii.
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W opublikowanych artykutach naukowych zawarto liczne tabele | ryciny, ktdre zostaty
przygotowane bardzo starannie.

W czesci teoretycznej pracy doktorskiej przedstawiono wyczerpujaco informacje
dotyczace dyslipidemii pierwotnych, w kolejnych czesciach scharakteryzowano grupe
badang, uwzgledniajac kryterium wiaczenia do badan, przedstawiono zastosowane metody
diagnostyczne oraz opisano analize bioinformatyczng uzyskanych wynikéw. Okreélono
rowniez szczegdtowe cztery cele badawcze, a nastegpnie sformutowano wnioski. Rozprawa
doktorska potwierdza 0gdIng wiedze teoretyczng Doktorantki i wskazuje na jej opanowanie
warsztatu metodologicznego. Podjety przez Doktorantke temat badawczy jest oryginalny,
a uzyskane przez nig wyniki wskazuja na zasadnoéé przeprowadzania diagnostyki
genetycznej w grupie pacjentéw z podejrzeniem dyslipidemii pierwotnej. Powyzsze moze
mie¢ zastosowanie praktycznie, poniewaz diagnostyka genetyczna umozliwitaby
identyfikacjg bezobjawowych pacjentéw, ktérzy nastepnie mogliby by¢ objeci odpowiednimi
poradnictwem i opiekg medyczng, jeszcze przed pojawieniem sie niekorzystnych zmian
lipidogramu czy nieprawidtowego fenotypu.

Doktorantka wskazata cztery cele szczegdétowe prowadzonych badan, a ich realizagji
podjeta sie w Publikacjach 1-3:

1. Analiza podtoza genetycznego hipercholesterolemii rodzinnej w populacji polskiej wiréd

pacjentow pediatrycznych

2. Ocena przydatnosci metody sekwencjonowania nastepnej generacji w diagnostyce

dyslipidemii pierwotnych

3. Ocena skutecznosci narzedzia bioinformatycznego DECoN do identyfikacji zmian liczby

kopii (CNV) z danych uzyskanych po NGS

4. Charakterystyka poréwnawcza dwdch najczestszych typéw wrodzonej lipodystrofii

czesciowej (FPLD2 oraz FPLD3) z uwzglednieniem podtoza genetycznego oraz nastepst
metabolicznych. Poszukiwanie nowych wariantéw patogennych w genach LMNA oraz
PPARG.

W Publikacji 1 zatytutowanej ,Identification of new genetic determinants in pediatric
patients with hypercholesterolemia using a custom NGS panel” Doktorantka opisuje wyniki
analiz sekwencjonowania nastepnej generacji (ang. next generation sequencing; NGS)
unikalnego panelu genowego (Truseq; lllumina) zaprojektowanego na potrzeby

prowadzonych badan. Panel genowy obejmowat 21 genéw zwigzanych z wystepowaniem



dyslipidemii pierwotnych i innych pierwotnych nieprawidtowosci gospodarki lipidowej
cztowieka. Badania potwierdzajace wykonano sekwencjonowaniem Sangera. Grupe badang
stanowito 57 pacjentdw pediatrycznych z podejrzeniem hipercholesterolemii rodzinnej.
Punktowe warianty sprawcze zidentyfikowano u 58% pacjentéw w czterech genach—-ABCGg,
APOB5, LDLR oraz LPL. Najwiecej heterozygotycznych wa riantdw patogennych lokowato sie
w genie LDLR, z ktérych najczgstszym byt wariant NM_000527.4 ¢.1775G>A NP_000518.1
p.Gly592Glu, w tym genie zidentyfikowano rowniez nieraportowany wczesniej wariant
patogenny zmieniajacy ramke odczytu kodowanego biatka — NM_000527.4 ¢.373_379del
NP_000518.1 Gln125SerfsTer7g. Na uwage zastuguje réwniez wysoce prawdopodobne
digeniczne uwarunkowanie choroby u jednego z pacjentéw pitci zenskiej, u ktérego
Doktorantka zidentyfikowata dwa heterozygotyczne warianty w genach LDLR
(NM_000527.4 c.2416dup NP_000518.1 p.Val80o6GlyfsTeri1) i APOB (NM_000384.2
¢.10708C>T NP_000375.2 p.His3570Tyr). Oba warianty segregowaty w rodzinie badanej
pacjentki (Figure 4 w Publikacji 1). Opublikowane wyniki zostaty omoéwione wobec aktualnej
wiedzy, a takze skorelowane z wynikami lipidograméw badanych pacjentow.

W Publikacji 2 zatytutowanej ,ldentification of new copy number variation and the
evaluation of CNV detection tool for NGS panel data in Polish familial hypercholesterolemia
patients” Doktorantka podjeta sie identyfikacji wariantow typu zmian liczby kopii (ang. copy
number variation; CNV) w grupie 103 pacjentdw (w Pracy doktorskiej i publikacji wskazano,
7e grupa badana wynosita 136 pacjentéw, ale wliczono do niej rowniez 33 pacjentow,
u ktdrych opisano warianty sprawcze w Publikacji 1). Do badarn MLPA obejmujacego
w zakresie swojej analizy eksony genu LDLR (SALSA MLPA Probemix 062; MRC-Holland)
zostato wiaczonych 30 pacjentdw, u ktérych nie zidentyfikowano wariantow typu
pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide variant; SNV) metody NGS panelu
genowego, a ktérzy mieli najwyzsze z zaraportowanych stezen frakcji LDL. Doktorantka
zidentyfikowata 10 wariantéw typu CNV w obrebie badanego genu LDLR, z ktérych
najczeéciej wystepujacym wariantem byta heterozygotyczna duplikacja eksondw 4-8.
W drugiej czeséci badan Doktorantka podjeta sig oceny obecnosci CNV w plikach bam
pochodzacych z analizy NGS unikalnego panelu genowego dla dyslipidemii pierwotnych.
W tym celu uzyta narzedzia bioinformatycznego DECoN (ang. Detection of Exon Copy
Number). W tej czeéci analizy wytypowano dwaéch kolejnych pacjentéw, u ktdrych program

wykazat prawdopodobng obecno$¢ heterozygotycznej duplikacji eksonow 4-8 w obrebie
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genu LDLR. Wytypowane CNVs zostaty potwierdzone w badaniu MLPA. Uzyskane wyniki
wskazujg na zasadno$¢ poszukiwania zmian typu CNV w grupie pacjentéw z dyslipidemia
pierwotng, a takze potwierdzajg skuteczno$¢ narzedzia DECoN w ich identyfikacji, co
niewatpliwie jest bardzo cennym wnioskiem, uzyskanym na podstawie przeprowadzonych
przez Doktorantke analiz.

W Publikacji 3 zatytutowanej ,Familial partial lipodystrophy - literature review and report
of a novel variant in PPARG expanding the spectrum of disease-causing alterations in FPLD3”
Doktorantka podjeta sie podsumowania danych literaturowych dotyczacych lipodystrofii
wrodzonych ze szczegdlnym uwzglednieniem rodzinnej lipodystrofii czesciowej (ang.
Familial partial lipodystrophy; FPLD) typu 2 i 3. W drugiej czesci publikacji Doktorantka
opisata jeden rodzinny przypadek kliniczny — pacjentki prezentujacej cechy kliniczne
lipodystrofii czesciowej (ztogi tluszczowe na twarzy, szyi | tutowiu, hirsutyzm, zanik tkanki
tluszczowej wraz z przerostem mieéni  koriczyn dolnych). Przeprowadzone przez
Doktorantke badanie NGS unikalnego panelu genowego (opisanego w Publikacji 1) pozwolito
na identyfikacje nieopisywanego wczeéniej w literaturze heterozygotycznego wariantu typu
missense w genie PPARG NM_015869.4 €.443G>A NP_056953.2 p.Gly148Glu. Badania
segregacji rodzinnej wykazaty obecnos¢ ww. wariantu u kolejnych objawowych cztonkéw
rodziny pacjentki, co wraz z analiza bioinformatyczna in silico pozwolito uznaé go za wariant
patogenny i rozpozna¢ w rodzinie FPLD3. W dyskusji Doktorantka umiejetnie opisata
uzyskane wyniki i skorelowata je z danymi literaturowymi. Ciekawym elementem dyskusji
jest poréwnanie kliniczne dwdch bardzo rzadkich i podobnych do siebie jednostek
chorobowych — FPLD2 oraz FPLD3. Jednak jak wskazata Doktorantka, dopiero badania
genetyczne pozwalaja na definitywne postawienie diagnozy klinicznej.

UWAGI | KOMENTARZE

Nie znajduje istotnych, merytorycznych Iub formalnych nieprawidtowoéci
w przeprowadzonych przez Doktorantke badaniach. Jednak zatgczam kilka drobnych uwag
dotyczacych poprawnosci jezykowej pracy i kilka komentarzy, ktére moga stanowi¢ temat
dyskusji naukowej:

1. Wydaje sig, ze niepoprawnie uzyto w pracy stéw — indykator (s. 9), transparentnie
(s. 24, s. 28), specyficznego (s. 25), gdzie (s. 26), dystrybucja (s. 27); dodatkowo
ultra-rzadkie (s. 26) powinno pisac sie tacznie.

2. Rekomenduje sie uzywanie okreslenia wariant zamiast mutacja.
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Btednie uzyto okreslenia mikrodelecja (s. 31); mikrodelecjg nie mozna nazwad
delecji siedmiu nukleotydéw oraz aberracja (s.26); aberracja to zmiana
strukturalna lub liczbowa w obrebie chromosomow.

. Wymieniane w tekscie warianty typu SNV powinny by¢ réwniez opisane wg
pozycji biatkowej.

Liczba Whioskéw pracy nie jest réwna liczbie Celéw pracy, w mojej ocenie Wniosek
5 powinien zosta¢ wigczony do Wniosku 2 lub 4.

. W jaki sposdb okreslenie ,czynnik ryzyka” (s. 23 Pracy doktorskiej) odnosi sig do
klasyfikacji wariantow wg Amerykarskiego Kolegium ds. Genetyki Medycznej
i Genomiki (ACMG)?

W Publikacji 2 Doktorantka zastosowata bioinformatyczne narzedzie DECoN do
analizy CNVs w wynikach badan NGS panelu genowego, jednak nie znalaztam
informacji czy byty poszukiwane CNVs réwniez w innych genach niz LDLR?
Zgodnie z Tabela 1 pracy doktorskiej lipodystrofie wrodzone sa warunkowane
przez geny LMNA, PPARG oraz PLIN1, jednak w zaprojektowanym panelu
genowym nie znalazt si¢ gen PLIN1.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Leny Rutkowskiej pt.: ,Analiza

podtoza molekularnego wybranych dyslipidemii pierwotnych z zastosowaniem technologii

sekwencjonowania nastepnej generacji” stanowi wartoéciowe dzieto naukowe, ktdre

wskazuje na mozliwoé¢ wdrozenia badan genetycznych w dyslipidemiach pierwotnych,

zanim pojawig sie zmiany w profilu lipidowym cztowieka. Uwagi zawarte w niniejszej recenz;ji

nie umniejszaja wartoéci merytorycznej pracy, a recenzowana rozprawa doktorska spetnia

warunki okredlone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym

i nauce (Dz.U.2023.742 t.j.). W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Rady Naukowej

Instytutu ,Centrum Zdrowia Matki Polki” z wnioskiem o dopuszczenie mgr Leny

Rutkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego i jednoczesnie gratuluje

Doktorantce i Promotorowi przedstawionego osiggniecia naukowego.
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