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RECENZIA

na stopieni doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej rozprawy
doktorskiej pt. Podloze genetyczne niezdefiniowanych monogenowych Jorm cukrzycy, mgr
Pauliny Jakiel.

Promotor: prof. dr hab. n med. Maciej Borowiec, Zaklad Genetyki Klinicznej, Katedry

Genetyki Kliniczne;j i Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Kierownik Katedry i Zakladu Genetyki Klinicznej i Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi: prof. dr hab. n. med. Agnieszka Zmystowska

Cukrzyca to grupa choréb metabolicznych charakteryzujacych sig hiperglikemia wynikajacg z
defektow wydzielania badZz dzialania insuliny, lub obu tych zjawisk wystepujacych
Jednoczednie. Przewlekla hiperglikemia moze prowadzi¢ do uszkodzenia oraz niewydolnosci
roznych narzadéw a w konsekwencji do mikro- i/lub makroangiopatii. W swietle
wspélezesnych badan przedstawiono kilka mechanizméw doprowadzajacych do rozwoju
cukrzycy, poczawszy od deficytu insuliny spowodowanego destrukcjg komoérek B trzustki na
drodze autoimmunologicznej, poprzez zaburzenia dziatania insuliny wobec braku odpowiedzi
tkankowej, konczac na zdefiniowanych molekularnie mechanizmach genetycznych.
Poszukiwanie rzadkich wariantow genetycznych predysponujacych do rozwoju zaburzen
metabolizmu glukozy, co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do ujawnienia cukrzycy jest
jednym z kierunkéw badan prowadzonych przez wiele lat w Zaktadzie Genetyki Klinicznej,
Katedry Genetyki Klinicznej i Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.
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Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska obejmuje tacznie 95 stron w tym: Wstep (str.
6-34 ), Cele pracy (str. 35), Material i Metody (str. 36-45), Wyniki (str. 46- 64), Dyskusja (str.
65- 73), Wnioski (str 74). Doktoranta zamiescila rowniez streszczenie w jezyku polskim i
angielskim ( str. 75-78), pi$miennictwo w liczbie 162 pozycje (str. 79-91), spis rycin (92-94)

oraz spis tabel na str. 95.

Na realizacje badan uzyskano zgode Komisji Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
RNN/148/13/KE.

Doktorantka, we wstepie na podstawie danych WHO i zgodnych ze stanowiskiem
Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego, omowita wszystkie typy cukrzycy w tym
cukrzyce monogenowe, ze szczegdlnym uwzglednieniem cukrzycy typu MODY.

Cukrzyca monogenowa u wielu pacjentéw jest blgdnie diagnozowana jako cukrzyca
typu 1 lub typu 2, z powodu nakladajgcych si¢ cech klinicznych. Nalezy podkresli¢, ze
prawidlowe rozpoznanie kliniczne pacjentéw i diagnostyka molekularna cukrzycy
monogenowej ma kluczowe znaczenie dla rozpoczecia odpowiedniego leczenia, okredlenia
rokowania pacjentéw oraz identyfikacji cukrzycy wérdd ich krewnych.

Pomimo wielu badafi zaréwno w Polsce, jak tez na $wiecie cukrzyca bez wzgledu na typ
weiaz pozostaje ciezka, przewleklg choroba, pelng wyzwan zarowno diagnostycznych jak tez

terapeutycznych. Dlatego tez, Doktorantka w swej dysertacji podjeta probe:

1. Identyfikacji nowych genéw kandydatéw, potencjalnie odpowiedzialnych za rozwdj
cukrzycy monogenowej, na podstawie analizy ogélnodostgpnych publikacji naukowych oraz
baz danych.

2. Poszukiwania potencjalnie sprawczych wariantéw w wybranych genach kandydatow u
pacjentéw z klinicznym rozpoznaniem cukrzycy monogenowej o niezdefiniowanym podiozu
molekularnym, u ktérych wykluczona zostanie obecnos$¢ wariantdbw w znanych i
zdefiniowanych genéw predysponujacych do rozwoju cukrzycy monogenowe;.

3. Oceny wplywu obecnosci wariantow w wybranych genach predysponujgcych do cukrzycy
MODY u badanych pacjentow.

Material i metody: Doktorantka przebadata 994 pacjentéw w wieku od 10-18 lat

skierowanych w latach 2016-2022 do Poradni Genetyki Klinicznej w Lodzi z podejrzeniem
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cukrzycy monogenowej z 12 Polskich Centréw Diabetologicznych. Pacjenci zostali wigczeni
do badania na podstawie obecnosci hiperglikemii lub cukrzycy rozpoznanej zgodnie z
definicja WHO, dodatniego wywiadu rodzinnego w kierunku cukrzycy, braku przeciwcial
charakterystycznych dla cukrzycy typu 1 oraz zachowanego wydzielania insuliny. Dla
wszystkich pacjentéw analizowano nastgpujgce parametry: warto$¢ HbAlc przy rozpoznaniu
cukrzycy, stezenie peptydu C na czczo, obecno$é przeciwcial specyficznych dla cukrzycy
typu 1 (IAA, ICA, [IA2, GADA, ZnT8A), wskaznik masy ciala (BMI), rodowod oraz
stosowany sposob leczenia.

W pierwszym etapie badan Doktorantka u wszystkich pacjentéw z grupy badanej
przeprowadzila sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) i przeanalizowata panel 15
gendw: HNF4A, GCK, HNFIA, PAX4, HNFI1B, NEURODI, APPLI, KLFll, CEL, BLK,
PDXI, ABCCS8, KCNJII, INS i WFSI, w ktorych obecnos¢ patogennych wariantow
odpowiada za rozw6j cukrzycy monogenowej. Nastgpnie wyniki uzyskane od pacjentow,
ktérzy byli negatywni pod wzgledem obecnosci patogennych zmian w 15 badanych genach,
poddano ponownej analizie i poszukiwano potencjalnie sprawczych wariantow w dziewigciu
genach, wytypowanych jako geny potencjalnie odpowiedzialne za rozwdj cukrzycy typu
MODY-X (MTOR, TBC1D4, CACNAIE, MNXI, SLC1942, KCNH6, RFX6, NKX2-2, NKX6-
1). Obecnosé¢ zidentyfikowanych wariantdbw w genach predysponujacych do rozwoju
cukrzycy zostala potwierdzona sekwencjonowaniem metodg Sangera. Do identyfikacji
wariantéw w badanych genach Doktorantka zastosowata metode NGS na platformie Illumina
NextSeq 550. Autorski panel genéw zostal zaprojektowany przy uzyciu platformy SureDesign
i obejmowal 24 geny sprawcze i kandydujace zwigzane 38 z wystgpieniem cukrzycy
monogenowej (HNF4A, GCK, HNFI1A, PAX4, HNF1B, NEURODI, APPLI, KLF1l, CEL,
BLK, PDX1, ABCC8, KCNJ11, INS, WFS1, MTOR, TBC1D4, CACNAIE, MNXI1, SLCI942,
KCNH6, RFX6, NKX2-2, NKX6-1). Biblioteke DNA do sekwencjonowania nowe] generacji
przygotowano z wykorzystaniem automatycznej stacji pipetujacej Bravo (Agilent, SantaClara,

USA), zgodnie z instrukcjg producenta.

Doktorantka w sekcji wyniki wykazata, ze sposréd 994 pacjentdéw z grupy badanej poddanych
sekwencjonowaniu NGS, u 377 (37,9%) zidentyfikowano patogenne lub prawdopodobnie
patogenne warianty w 8 réznych, znanych genach odpowiedzialnych za rozwdj cukrzycy
monogenowej. Najwigcej potencjalnie sprawczych wariantéw wykryto w genach GCK

(n=288), HNFI1A (n=37) oraz HNF1B (n=11). Najczesciej rozpoznawanymi wsrod pacjentow

o%

3



typami cukrzycy monogenowej byly cukrzyca GCK-MODY (MODY?2) (76.39%) oraz
HNFI1A-MODY (MODY?3) (9,81%). W dalszej kolejnosci byly to: cukrzyca HNFI1B-MODY
(MODY 5) (2.92%), cukrzyca noworodkowa z wariantami w genie KCNJI1I1 (2,65%),
HNF44-MODY (MODY1) (2,65%) oraz inne rzadkie formy cukrzycy MODY (z wariantami
w genach ABCCS, PDXI1, WFSI).

Nastepnie u 617 pacjentéw, u ktorych nie zidentyfikowano wariantéw patogennych w 15
badanych genach, poddano ponownej analizie pod katem obecnoéci wariantéw sprawczych w
dziewieciu wytypowanych genach: MTOR, TBC1D4, CACNAIE, MNXI, SLC1942, KCNH6,
RFX6, NKX2-2, NKX6-I. Reanaliza uzyskanych wynikéw pozwolila na identyfikacje
trzynastu  heterozygotycznych, potencjalnie  sprawczych  wariantéw w  genach
predysponujacych do rozwoju cukrzycy typu MODY. Trzy z nich wykryto w genie MTOR,
jeden w genie TBCID4, dwa w genie CACNAIE, jeden w genie MNX1, trzy w genie RFXS,
dwa w genie NKX2-2 oraz jeden w genie NKX6-I. W genach SLCI1942 i KCNH6 nie
zidentyfikowano zadnego wariantu, ktéry moglby byé odpowiedzialny za wystgpienie

cukrzycy MODY w badanej grupie pacjentow.

W kolejnym etapie badan Doktorantka przedstawila wyselekcjonowane potencjalnie sprawcze
warianty genéw w wersji graficznej oraz zinterpretowala otrzymane wyniki genetyczne z
parametrami klinicznymi. Istotnym celem prowadzonych badan bylo zapewnienie pacjentom
diagnostyki choroby na poziomie molekularnym i w okreslonych przypadkach umozliwienie
zmiany leczenia opartego z przyjmowania insuliny na terapi¢ pochodnymi sulfonylomocznika
lub dietg o niskim indeksie glikemicznym. Zastosowanie wielogenowego badania panelowego
opartego na sekwencjonowaniu nastgpnej generacji w rutynowej diagnostyce pacjentow,
umozliwilo zidentyfikowanie potencjalnie sprawczych wariantéw w nowych, wybranych
predysponujacych genach zwigzanych z metabolizmem weglowodanéw i sygnalizacja
insulinowa. Przeprowadzona diagnostyka molekularna zwigksza szanse na trafne rozpoznanie
niezwykle rzadkich typdéw cukrzycy typu MODY, a tym samym wdrozenie u pacjentow

odpowiedniego leczenia.

Rzetelnie przeprowadzona dyskusja otrzymanych wynikéw wiasnych w odniesieniu do
wynikow innych badaczy w pelni potwierdza umiejgtnosé i dojrzatosé naukowa Doktorantki.
Ponadto, Doktorantka przedstawila cztery trafne wnioski, ktére sa dowodem na zrealizowanie

w pelni celow badan. Dobér cytowanego piSmiennictwa nie budzi zastrzezeri i wskazuje na to,
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7e tematyka rozprawy doktorskiej jest aktualna i nowatorska w §wietle obecnych badan. W
streszezeniu przygotowanym w jezyku polskim i angielskim Doktorantka przedstawila jasno i

zwiezle wszystkie rozdzialy rozprawy doktorskiej.

Przeprowadzone badania sg pierwszymi badaniami analizujgcymi sekwencj¢ gendw
MTOR, TBC1D4, CACNAIE, MNXI, SLC1942, KCNHG, RFX6, NKX2-2 oraz NKX6-1 u
polskich pacjentéw z podejrzeniem cukrzycy MODY-X, przy uzyciu metody NGS. Uzyskane
wyniki stanowig niezmiernie wazng, naukowg oraz kliniczng warto$¢ wpisujgeg sig¢ w nurt
diabetologii. Poprawna diagnostyka réznicowa niesie ze sobg praktyczne korzysci w postaci

wyboru odpowiedniej formy terapii lub tez zmiany sposobu leczenia.

Pragne potwierdzi¢ wysoka jakosé naukowa oraz kliniczng ocenianej przeze mnie
pracy, co zapewne jest takze wynikiem zaangazowania, pracowitosci oraz wieloletniego
doéwiadczenia Promotora niniejszej rozprawy doktorskiej- prof. dr hab. n med. Macieja

Boroweca.

Nieliczne uchybienia edytorskie stwierdzone W dysertacji nie wplywajg na wartosc
merytoryczna rozprawy doktorskiej np. brak autoréw w poz. 5 pismiennictwa, czy wyrazenie

_geny kandydackie” — bardziej odpowiednig formg mogloby byé... geny predysponujgee do
rozwoju danego typu cukrzycy. Wazne, aby Doktorantka zwrécila uwage przy przygotowaniu

publikaciji, ktére winny ukazaé sig tak szybko jak to mozliwe.

Podsumowujac - stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa na stopieni doktora
nauk medycznych w zakresie biologii medycznej pt. Podloze genelyczne niezdefiniowanych
monogenowych form cukrzycy, mgr Pauliny Jakiel, jest pozytywna i jest oryginalnym
rozwigzaniem problemu naukowego, wykazuje bardzo dobre przygotowanie warsztatu
badaweczego jak tez umiejetnosci korzystania z dostgpnych prac badawczych innych
autoréw. Doktorantka nabyla umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej,
co odpowiada warunkom okreslonym w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa

Wyzszego art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym

ov
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oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Jednoczesnie, wnosz¢ do Szanownej Rady
Dyscypliny Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie mer
Pauliny Jakiel do dalszych etapéw rozpraw doktorskie;j.

Ze wzgledu na nowatorski charakter przeprowadzonych badan, Kkliniczne
zastosowanie uzyskanych wynikéw wnosze wniosek do Rady Nauk Medycznych
Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o wyréznienie rozprawy
doktorskiej mgr Pauliny Jakiel.
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