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Ocena

Rozprawy na stopier doktora w dziedzinie nauk medycznych
i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne Pani mgr Kingi Safacinskiej

»Badanie podfoza genetycznego wrodzonej tamliwosci kosci z zastosowaniem metody
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)”

Wrodzona famliwo$¢ kosci jest rzadka, genetycznie uwarunkowang choroba, wynikajaca najczesciej z
nieprawidtowosci ilosciowych lub jakosciowych w obrebie czgsteczek kolagenu typu |. Schorzenie to Zwigzane jest
Z niskg masg kostng skutkujaca wystepowaniem licznych ztaman niskoenergetycznych lub ztaman w nietypowych
miejscach. W obrazie klinicznym tej choroby znajduje sie réwnie: niedobdr wzrostu, cechy dysmorficzne
twarzoczaszki, tukowate wygiecia kosci dugich, deformacje klatki piersiowej oraz kregostupa. Ponadto pacjenci z
wrodzong famliwoscig koéci moga prezentowac objawy pozaszkieletowe obejmujgce niebieskie zabarwienie
twarddwek, utrate stuchu, zaburzenia rozwoju zebow, wiotkosé stawdw, zmniejszong pojemnos¢ ptuc oraz
niedomykalno$é zastawek serca. Ze wzgledu na szerokie spektrum objawdw klinicznych charakteryzujacych to
schorzenie oraz zréznicowane ich nasilenie, fenotyp pacjentéw z wrodzong tamliwosdcig koéci jest bardzo
heterogenny. Choroba moze mie¢ przebieg niemal bezobjawowy lub skapoobjawowy, ale i bardzo ciezki,
skutkujgcy $miercig w okresie prenatalnym. Probg systematyzacji tego zréznicowanego przebiegu klinicznego
wrodzonej tamliwosci kosci byto wyodrebnienie pigciu gfdwnych fenotypéw tego schorzenia w oparciu o cechy
kliniczne i radiologiczne, bez uwzglednienia podioza genetycznego. Uwarunkowanie molekularne tej choroby jest
bowiem réwniez heterogenne, co pocigga za sobg trudnodci w interpretacji zwigzkdw genotypowo-
fenotypowych. Wprawdzie najczestsza przyczyng wrodzonej tamliwosci kosci s3 heterozygotyczne warianty
zlokalizowane w genach COL1A1 i COL1A2, ktdre kodujg biatka kolagenu typu I, to jednak zwykle s3 to warianty
niepowtarzajgce sie u osob niespokrewnionych. Ponadto obraz kliniczny choroby u nosicieli nawet tego samego
patogennego wariantu moze sie wyraznie rézni¢. Dodatkowo, wrodzona tamliwosé kosci bywa uwarunkowana
defektami zlokalizowanymi w tzw. ,genach niekolagenowych”. Z tego powodu badanie zwigzku genotypu z
przebiegiem klinicznym tej choroby jest wymagajace i powinno odbywa¢ sie na odpowiednio reprezentatywne;j
grupie pacjentéw, u ktérych precyzyjnie zdefiniowano fenotyp i wykonano analize catej sekwencji kodujacej

genow powigzanych z patogeneza choroby. Nastepnie zastosowano odpowiednie narzedzia bicinformatyczne w
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celu wiasciwej interpretacji zidentyfikowanych wariantéw. Wiadomo bowiem 7 wczesniejszych badan nad
wrodzong tamliwoécia koéci, iz istniejg pewne zaleznosci miedzy wystepujgcym wariantem w genie COL1A1 lub
COL1A2, a obrazem klinicznym pacjenta. Ekspresja cech klinicznych moze zalezeé od: rodzaju wariantu i jego
efektu na czgsteczki kolagenu, genu objetego defektem, lokalizagji zZmiany oraz aminokwasu ulegajacego
substytucji w miejsce glicyny w tancuchu polipeptydowym kolagenu. Niemniej jednak, zaden z dotychczas
proponowanych modeli predykujacych fenotyp pacjenta 2 wrodzong tamliwoscia kosci na podstawie
zidentyfikowanego u niego sprawczego defektu genetycznego, nie okazat sig w petni skuteczny. W tym $wietle,
poszukiwanie zwigzku pomiedzy fenotypem a genotypem pacjentéw z rozpoznaniem wrodzonej tamliwoéci koéci
wydaje sie bardzo interesujace z naukowego i klinicznego punktu widzenia. | wiaénie badaniu takiej zaleznosci
poswigcona jest niniejsza rozprawa doktorska.

Rada Naukowa Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi powierzyta mi role recenzentki rozprawy
doktorskiej Pani mgr Kingi Sataciriskiej.

Rozprawe Pani mgr Kingi Safaciriskiej otrzymatem w postaci cyklu trzech publikacji dotyczacych
poszukiwania genetycznego podifoza wrodzone] famliwosci kosci, ze szczegélnym uwzglednieniem zwigzku
genotypu z fenotypem pacjenta. Te publikacje uzupetnione zostaty wstepem i celami pracy, opisem metodyki i
wynikow oraz podsumowane wnioskami, streszczeniem w jezyku polskim i angielskim. Dodatkowo, opisano
szczegotowo udziat Doktorantki w kazdej z publikacj.

We wstgpie Autorka przedstawia aktualng klasyfikacje kliniczng wrodzonej tamliwoéci kosci, krotko
charakteryzujac poszczegdline jej podtypy. Nastepnie opisuje podtoze genetyczne tej choroby oraz odwotuje sie
do aktualnego wgladu w zaleznodci genotypowo — fenotypowe. Kolejny rozdziat jest poswiecony aspektom
diagnostycznym osteogenesis imperfecta, z uwzglednieniem ograniczen interpretacyjnych wynikdw uzyskanych
w toku analizy poszczegdlnymi metodami molekularnymi. Na koniec doktorantka opisuje mozliwosci
nowoczesnego leczenia tej choroby. Tak przygotowane wprowadzenie powala czytelnikowi zrozumieé zatozenia i

cele rozprawy, ktére zostaty umieszczone na kolejnych stronach pracy.

Doktorantka zatozyta sobie bardzo ambitne cele pracy, ktorymi byfo: okreslenie podfoza genetycznego w
grupie polskich pacjentéw z wrodzong tamliwoscia kosci, poszukiwanie zmiennosci genetycznej w genach
kolagenu typu |, ustalenie zwigzku genotypu z obserwowanym efektem fenotypowym u pacjentéw z
potwierdzeniem molekularnym choroby oraz ocena skutecznodci metody sekwencjonowania nastepnej generacji
w diagnostyce wrodzonej tamliwoéci kosci.

Grupe badang stanowito 197 pacjentéw (180 rodzin) z podejrzeniem wrodzonej tamliwosci koéci,
rekrutowanych przez sze$¢ jednostek medycznych w latach 2016-2022.

Badania uzyskaty zgode Komisji Bioetycznej przy Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi numer

108/2015.
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Dokumentacje realizacji zatozonych celéw rozprawy doktorskiej stanowi cykl prac (o tacznym wskazniku

Impact Factor: 11,972 oraz tacznej punktacji MNiSW- 270), na ktory sktadaty sie nastepujgce publikacje:

® Satacifiska K, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Sokét D, Jakubowska-Pietkiewicz E, Michatus |, Kepczyriski t,
Salachna D, Wieczorek-Cichecka N, Piotrowicz M, Chilarska T, Jamsheer A, Matusik P, Wilk M, Petriczko E,
Gizewska M, Stecewicz |, Walczak M, Rybak-Krzyszkowska M, Lewinski A, Gach A NGS analysis of
collagen type | genes in Polish patients with Osteogenesis imperfecta: a nationwide multicenter study.

Front Endocrinol (Lausanne). 2023 Sep 22;14:1149982. PMID: 37810882. (IF=5.2, MNiSW=100)

® Satacifiska K, Pinkier |, Rutkowska L, Chlebna-Sokét D, Jakubowska-Pietkiewicz E, Michatus I, Kepczyriski t,
Salachna D, Jamsheer A, Bukowska-Olech E, Jaszczuk 1, Jakubowski L, Gach A. Novel Mutations Within
Collagen Alphal(l) and Alpha2(l) Ligand-Binding Sites, Broadening the Spectrum of Osteogenesis

Imperfecta - Current Insights Into Collagen Type | Lethal Regions. Front Genet. 2021 Jul 9;12:692978.
PMID: 34306033. (IF=4.772, MNiSW=100)

® Satacifska K, Michatus |, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Sokét D, Jakubowska-Pietkiewicz E, Kepczyniski t,
Salachna D, Gach A. The first glycine-to-tryptophan substitution in the COL1A1 gene identified in a
patient with progressively-deforming Osteogenesis imperfecta. Mol Genet Genomic Med. 2022

Aug;10(8):€1996. PMID: 35748117. (IF=2.0, MNiSW=70)

W cyklu prac, dwie pierwsze to publikacje o charakterze oryginalnych doniesiet naukowych publikowane w
Czasopismach anglojezycznym, trzecia publikacja to opis przypadku, réwniez opublikowany w czasopismie

anglojezycznym. We wszystkich trzech publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem.

Pierwsza z publikacji ma charakter publikacji oryginalnej. W pracy tej przedstawiono wyniki analizy
wariantow w genach kolagenu typu | w grupie 197 polskich pacjentéw z wrodzong tamliwoécig kosci z
zastosowaniem metody NGS i MLPA. Jest to praca podsumowujgca projekt naukowy 2016/IV/57-MN pt.
"Genetyczne uwarunkowania wrodzonej tamliwosci kosci”, realizowany w latach 2016-2021. Na uwage zastuguje
fakt, iz badana kohorta stanowi druga najliczniejszg grupe poddang tego typu testowaniu wsrdd populacji
europejskich. W wyniku przeprowadzonych badas udato si¢ badaczom zidentyfikowaé warianty sprawcze u
znacznej wigkszosci 108 badanych rodzin (119 pacjentow): metodg NGS w 106, metodg MLPA w dwéch
przypadkach. Ponadto az 38 wariantéw stanowity nowe, nieraportowane wczedniej zmiany: 24 w genie COL1AL,
14 w genie COL1A2. Niezwykle interesujaca obserwacja dotyczyta réwniez wykrycia siedmiu rdéznych zmian
zlokalizowanych w tzw. ,regionach letalnych” gendw kolagenu typu | u chorych, ktérzy nie prezentowali
najcigzszej - letalnej formy wrodzonej tamliwoéci kodci. W publikacji przeprowadzono réwniez analize

genotypowo-fenotypowg u 55 pacjentéw z typem 1, 23 z typem 4, 38 z typem 3 oraz trzech z typem 2 choroby.
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Analiza ta doprowadzita do wnioskdw, iz wybrane cechy kliniczne tj. deformacje obecne w okresie prenatalnym,
ztamania kregdw, trojkatny ksztatt twarzy, dentinogenesis imperfecta, ograniczenia mobilnosci, deformacje klatki
piersiowej oraz kosci dtugich mogg byé uznane za chara kterystyczne dla poszczegdinych typéw choroby. W opinii
recenzenta, wyniki tego badania mogg stanowi¢ podstawe do kolejnych dociekar naukowych nad zwigzkiem
genotypu z fenotypem u pacjentéw z rozpoznaniem wrodzonej tamliwosci kosci, poniewaz nie tylko poszerzaja
baze zidentyfikowanych wariantéw patogennych u pacjentéw, ale réwniez pozycjonujg je w okreélonym
kontekscie klinicznym. Badania doktoranta wpisujg sie w tym aspekcie w aktualnie prowadzone prace
publikowane przez inne grupy badawcze na ¢wiecie.

W kolejnej oryginalnej publikacji, Autorka kontynuowata i pogtebiata zrozumienie klinicznego efektu
nosicielstwa patogennych wariantéw zlokalizowanych w ,regionach letalnych” gendw kolagenu typu | u chorych
prezentujacych nieletalne formy choroby. W tym celu Doktorantka oparta sie nie tylko o wiasne wyniki
pochodzace z analiz we wczesnie] opublikowanej kohorcie chorych z wrodzong tamliwoscia koéci, ale réwnies
wtaczyta do analizy dane genotypowo-fenotypowe pochodzace z réznych populacji dostepne w bazie OIVD. Ta
druga czes¢ pracy wymagata analizy ponad trzech tysiecy wariantéw zgtoszonych do bazy OIVD do stycznia 2020
roku. Badanie to doprowadzito doktorantke do wniosku, iz istniejg roZnice w czestoici wystepowania oraz
nasileniu postaci choroby dla poszczegdlnych aminokwaséw zlokalizowanych w »regionach letalnych” zaréwno
genu COL1AT jak i COL1A2. Poszczegdlne substytucje, ich umiejscowienie, wptyw na sterycznoéé czasteczki, a co
za tym idzie interakcje z innymi biatkami oraz konsekwencje fenotypowe zostaty szczegolowo przeanalizowane i
podsumowane. Na uznanie zastuguje wielokierunkowe podejscie do tematu predykcji patogennosci wariantéw w
genach kolagenu typu | i wykorzystanie mozliwie bogatego Zrodfa danych i narzedzi ogolnie dostepnych, aby
weryfikowa¢ hipotezy, ktdrych punktem wyjscia byty mniej liczne grupy chorych. Id entyfikacja wariantow o silnym
zwigzku z postacia letalna choroby ma ogromne znaczenie dla poradnictwa genetycznego, dlatego doceniam
kierunek i jako$¢ opisanych analiz. Szczegdlnie, ze Doktorantka bardzo dojrzale i wnikliwie omawia ten problem
we fragmencie dyskusji dotyczacym praktycznego zastosowania wnioskéw wynikajgcych z przeprowadzonych
badar w prenatalnym poradnictwie genetycznym i wskazuje na istotng warto$¢ interpretowania wynikow NGS
genow COLIAL i COLIA2 w kontekécie konkretnych cech fenotypu ptodu ujawnionych w badaniu obrazowym.

Ten aspekt pracy doktorskiej rozbudowuje ostatnia publikacja z cyklu przedstawionego do rozprawy,
bedaca pierwszym opisem fenotypu postepujaco-deformujacej postaci wrodzonej tamliwosci koéci u nosicielki
wariantu powodujacego substytucje glicyny na tryptofan w genie COLIAI. Zidentyfikowany wariant jest
unikatowy ze wzgledu na swoje umiejscowienie i konsekwencje dla struktury przestrzennej biatka kolagenu, jakie
powoduje. Wariant ten nie byt wczesniej odnotowany w populacyjnych bazach danych. Bardzo ciekawym
elementem tej pracy ujawniajacym wszechstronne podejscie Doktorantki do interpretacji wariantéw genowych

byto wykonanie poréwnawcze] analiza wielosekwencyjnej, ktéra potwierdzita konserwatywnos¢ ewolucyjna
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wykrytego defektu. Przedstawiony przypadek przemawia za stusznodcig przedstawianego wczesniej zatozenia, iz
nasilenie objawoéw wrodzonej famliwosci kodci uwarunkowanej defektami w genach dla kolagenu typu | zalezy od
podobieristwa miedzy Czgsteczka glicyny a podstawiajacym ja aminockwasem.

Ogolnie, tak pod wzgledem merytorycznej zawarto$ci, poprawnodci zaplanowania badan, ich
przeprowadzenia, jak rowniez pod wzgledem ogdlnej formy i organizacji tresci cykl prac oceniam bardzo wysoko.

Chociaz w catosci rozprawa nie budzi watpliwosci w zakresie oryginalnogci tematyki badawczej,
zastosowane] metodyki badar czy interpretacji wynikéw tych badan, pragne - z obowiazku recenzenta -
przedstawic¢ Doktorantce moje sugestie i pytania:

* We wstepie dotyczgcym metod diagnostycznych wrodzonej famliwosci kodci wartosciowe mogtoby by¢
omowienie réznicy w jakosci wyniku sekwencjonowania NGS, zwigzane] z gtebokoscig odczytu, w ramach
dedykowanego chorobie panelu gendw wzgledem standardowej jakosci badania WES. To moze mie¢ istotne
znaczenie kliniczne w przypadkach poszukiwania mozaikowej formy nosicielstwa defektéw w genie COLIAI lub
COL1A2 u zdrowego rodzica chorego potomstwa. W tym miejscu mozna by réwniez krétko omdwid stan wiedzy
dotyczacy mozaicyzmu w zakresie patogennych wariantéw w genach dla kolagenu typu | i jego znaczenie.

® W publikacji 1, n=107 pacjentéw z 96 rodzin miato rozpoznany typ 1 wrodzonej tamliwosci kosci i u 42% z
nich zidentyfikowano wariant patogenny. W tej sytuacji bardzo przydatna bytaby analiza cech klinicznych, jakie
prezentowali pacjenci ze zidentyfikowanym wariantem w stosunku do tych, u ktérych nie ujawniono zmiany
sprawcze]. W tabeli 4 w manuskrypcie cechy kliniczne sg przedstawione wytgcznie dla chorych z rozpoznaniem
molekularnym typu I. W przysziosci taka analiza mogtaby by¢ pomocna w definiowaniu wskazan do badania NGS
przy podejrzeniu najczestszego w populagji, tagodnego typu wrodzonej famliwoéci koéci. Mam Swiadomosé, 7e ta
czgs¢ badania w mniejszym stopniu odpowiada gtéwnym kompetencjom doktorantki i zalezy od wspotpracy z
lekarzami genetykami, dlatego moja uwaga nie jest zarzutem, a jedynie sugestig jednej z mozliwych $ciezek
dalszego rozwoju tematu.

* W publikacji 2 Autorka pisze, ze prawdopodobnie efekt fenotypowy poszczegdlnych wariantéw w
regionach letalnych gendéw COL1A1 i COL1A2 moze réwnies wynikac z ich wplywu na interakcje kolagenu z innymi
biatkami macierzy pozakomorkowej. Zastanawiam sie czy to stwierdzenie jest oparte o wyniki badan
funkcjonalnych, jeéli tak, to interesujace bytoby opisanie w jakich modelach byty przeprowadzane, jakie s3 zalety i
ograniczenia interpretacji wynikéw takich badan funkcjonalnych. Wartoéciowe bytoby réwniez przedstawienie
roli badant molekularnych w dalszej perspektywie eksploracji zwigzkéw genotypowo - fenotypowych u pacjentéw
z wrodzong tamliwoscia kosci.

Przytoczone powyzej uwagi nie umniejszajg w zadnym stopniu wartoéci merytorycznej rozprawy i mojej

bardzo pozytywnej opinii o wyrozniajacej sie pracy Pani Kingi Sataciriskiej.
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W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona rozprawa jest swiadectwem, iz Doktorantka wykazata
umiejgtnos¢ samodzielnego rozwiazywania problemow naukowych i badawczych, wykazujgc potrzebng do tego
wiedze, jak i przygotowanie teoretyczne w zakresie zagadnienr, ktérych rozprawa dotyczy. Praca ta zawiera bez
watpienia elementy nowosci naukowej, a przedstawione wyniki wskazuja, ze cele badawcze stawiane przez
Doktorantke zostaty zrealizowane nawet 7 nadwyzka. Praca stanowi dowdd, iz Autorka w kompetentny sposdb
zgromadzita wyniki swoich obserwacji oraz w dojrzaty sposéb je zweryfikowata. Wymiernym rezultatem badar sa
publikacje, z pewnoscig poddane juz wezesniejszej wnikliwej ocenie przez recenzentéw.

Uwzgledniajac warsztat badawczy, wartosci poznawcze i znaczenie praktyczne dociekar naukowych z
prawdziwg przyjemnoscig przedktadam Radzie Naukowej Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi wniosek
0 dopuszczenie Pani mgr Kingi Satacinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz publicznej obrony
pracy doktorskie].

Przedfozona rozprawa spetnia w petni warunki ustawy. Jednoczesnie, ze wzgledu na nowatorskie
obserwacje i koncepcje badawcze, lezace u Zrédet ocenianej pracy, ktére pozwolity na publikacje wynikéw w

czasopismach z listy filadelfijskiej wnioskuje o wyréznienie pracy.
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