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Diagnostyka genetyczna cukrzycy monogenowej ma kluczowe znaczenie dla pacjentéw
i jest modelowym przyktadem przetozenia wynikéw badari na praktyke kliniczng. Modyfikacja
lub optymalizacja leczenia, poprawa opieki klinicznej, diagnostyka genetyczna u cztonkéw
rodziny, zdefiniowanie ryzyka przekazania choroby potomstwu i w efekcie udzielenie petnej
porady genetycznej to niektdre z elementéw znaczaco wptywajacych na jakoéé 2ycia pacjenta.
W przypadku cukrzyc monogenowych innych niz cukrzyca noworodkowa, ze wzgledu na
poiniejszy wiek zachorowania i kliniczne podobieristwo do cukrzycy insulinozaleznej,
wysuniecie podejrzenia choroby genetycznej i skierowanie pacjenta na badania jest
trudniejsze, jednak rosngca swiadomosé¢ srodowiska medycznego przektada sie na wzrost
rozpoznan i liczby wykonywanych badan genetycznych. Wprowadzenie do rutynowej praktyki
diagnostycznej bada’i opartych o sekwencjonowanie nowej generacji  (NGS)
zrewolucjonizowato diagnostyke wielu choréb, szczegélnie tych o heterogennym podfozu
genetycznym. Cho¢ znanych jest juz ponad 40 gendw zwigzanych z wystgpieniem cukrzycy
monogenowej, nadal w okofo jednej trzeciej przypadkéw nie udaje sie ustali¢ przyczyny
genetycznej. Co wigcej, nawet w przypadku wariantéw w genach o udokumentowanym
zwigzku z chorobg, nierzadko mierzymy sie z trudnoéciami interpretacyjnymi i decyzjami co do
zakresu przekazywanej pacjentom informacji. Byé moze kategoryzacje wariantéw uda sie



w nieodlegtej przysztosci zoptymalizowac dzieki algorytmom opartym o sztuczng inteligencje.
lednak punktem wyjsciowym interpretacji zawsze s3 i bedg zasoby baz danych zmiennosci
genetycznej, dlatego dzielenie sie ze srodowiskiem naukowym i klinicznym informacjami
o nieodnotowanych wczesniej wariantach i ich zwigzku genotypowo-fenotypowym jest
podstawg do rozwoju coraz doskonalszych narzedzi bioinformatycznych i powinno byc
praktykowane w kazdym laboratorium genetycznym.

Recenzowana rozprawa doktorska jest poswiecona poszukiwaniu nowych gendw i ich
wariantéw potencjalnie zwigzanych z genetyczng przyczyng cukrzyc monogenowych.
Ogromne znaczenie kliniczne poprawnie zdefiniowanego podioza cukrzycy, przy
raportowanym w literaturze duzym niedoszacowaniu rozpoznan cukrzycy MODY, sprawiajg ze
podjety przez Doktorantke temat jest bardzo aktualny i potrzebny w praktyce klinicznej.

Przedstawiona do oceny dysertacja ma typowy dla rozpraw doktorskich uktad
redakcyjny. Zawiera 95 stron maszynopisu (w tym spis tresci, wykaz skrotow, 68 stron tekstu
pracy, streszczenia w jezyku polskim i angielskim). Prace cechuje tradycyjny podziat na wstep,
cele pracy, materiat i metody, wyniki badan, dyskusje, wnioski, pismiennictwo, oraz spis tabel
i rycin. W pracy umieszczono 13 tabel i 47 rycin oraz 162 pozycji pismiennictwa.

Dysertacje otwiera ,Wstep”, w ktorym Doktorantka szczegétowo scharakteryzowata
aktualny stan wiedzy nt. cukrzycy, w tym epidemiologii, zasad rozpoznawania oraz klasyfikacji
choroby. W dalszych podrozdziatach wstepu Autorka omowita zagadnienia cukrzyc
monogenowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem MODY-X o jeszcze nieustalonym podtozu
genetycznym. W ostatniej czesci wprowadzenia Pani mgr Paulina Jakiel przedstawita z duig
starannoscig i licznymi odniesieniami do pismiennictwa wytypowane geny kandydackie,
potencjalnie odpowiedzialne za rozwdj cukrzycy MODY-X w aspekcie ich udokumentowanego
zaangazowania w metabolizm weglowodanow i sekrecje insuliny z komorek beta trzustki.

W mojej ocenie wprowadzenie stanowi szczegofowe | rzetelne omowienie poruszanych
zagadnieri w swietle bogatego i aktualnego pismiennictwa. Autorka w przystepny sposob
pozwala czytelnikowi zapoznac sie z problematykq, ktdrej dotyczy Jej rozprawa naukowa.
Dodatkowo, starannie przygotowane na potrzeby wprowadzenia ryciny szlakow sygnafowych,
utatwiajq zaznajomienie sie z obszernym znaczeniem i plejotropowym dziataniem kinazy
mTOR. Wstep czyta sie z duzqg przyjemnoscig, a jego lektura dowodzi, ze Doktorantka ma
bardzo dobre przygotowanie teoretyczne do realizacji podjetych celdow badawczych.

Gtownymi celami rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Jakiel byta identyfikacja
gendw kandydackich i ich zmiennosci genetycznej, jako potencjalnych czynnikow
odpowiedzialnych za wystapienie cukrzycy monogenowej. Na podstawie pismiennictwa oraz
baz danych, do badan wytypowano 9 gendw kandydackich: MTOR, TBC1D4, CACNAIE, MINX1,
SLC19A2, KCNH6, RFX6, NKX2-2, NKX6-1. Po przeprowadzeniu szczegotowej i krytycznej
analizy danych z pismiennictwa medycznego, ktdre opisane zostaty w czeéci ,Wstep”, Autorka
zatozyta, ze warianty genéw kandydackich zidentyfikowane w grupie badanej z klinicznym
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rozpoznaniem cukrzycy monogenowej, moga wplywac na wystapienie fenotypu cukrzycy
MODY.

Cele pracy zostaty sformutowane w sposéb jasny i przejrzysty. Co warte podkreslenia, badania
takie nie byty dotgd przeprowadzone w populacji polskiej. Szeroki zakres analizy genetycznej
iimponujgca wielkos¢ grupy badanej, wyselekcjonowanej sposréd pacjentéw, u ktdrych
wykluczono obecnos¢ wariantéw w znanych genach MODY, wskazuje na ogrom podjetej przez
Doktorantke pracy.

W rozdziatach ,Materiat i metody” Doktorantka charakteryzuje grupe badang, opisuje
wykorzystany w badaniach materiat biologiczny, a takze uzyte do eksperymentéw odczynniki
i sprzgt oraz wykorzystane metody analizy bioinformatycznej i statystycznej. Do badania
wigczono 994 pacjentdw z podejrzeniem cukrzycy monogenowej. Na pierwszym etapie analizy
u wszystkich pacjentow z grupy badanej przeprowadzono sekWEncjonowaﬁie nowej generacji
(NGS) i przeanalizowano panel 15 gendw: HNF4A, GCK, HNF1A, PAX4, HNF1B, NEUROD1,
APPL1, KLF11, CEL, BLK, PDX1, ABCC8, KCNJ11, INS i WFS1, o udokumentowanym znaczeniu
w rozwoju cukrzycy monogenowe]. Nastepnie dane uzyskane od pacjentéw, ktérzy byli
negatywni pod wzgledem obecnosci wariantéw patogennych w znanych genach, poddano
ponownej analizie i poszukiwano potencjalnie sprawczych wariantéw w dziewieciu genach,
wytypowanych jako geny kandydackie. Kolejno, obecnosé¢ zidentyfikowanych wariantéw
w genach kandydackich zostata potwierdzona sekwencjonowaniem metodg Sangera.
W podrozdziale tym Doktorantka szczegétowo opisuje metody biologii molekularnej wykorzystane
w pracy badawczej, jak: automatyczna izolacja DNA, sekwencjonowanie nowej generacji NGS,
sekwencjonowanie metoda Sangera. Z duzg starannoécia opisane zostaty poszczegélne etapy
pracy eksperymentalnej, jak i analiza bioinformatyczna z uwzglednieniem filtrowania wariantéw.

Podsumowujqc te czes¢ rozprawy stwierdzam, e dobdr metod analitycznych,
bioinformatycznych i statystycznych do badari jest wtasciwy. Na podkreslenie zastuguje takze
fakt zgromadzenia bardzo duzej grupy badanej, co byto zapewne moiliwe dzieki
wieloosrodkowej rekrutacji, ale przede wszystkim znakomitemu doswiadczeniu w badaniach
genetycznych nad cukrzycq monogenowq Promotora Pracy Profesora Macieja Borowca
i wysokiej renomie Zakladu Genetyki Klinicznej CKD. W mojej ocenie, ten rozdziat dysertacji
dowodzi, Ze Doktorantka wykonata ogromng prace laboratoryjng, projektujgc testy
molekularne, a nastepnie wykonujgc poszczegdlne oznaczania, a takie prace naukowg,
opracowujqc i podsumowujgc wyniki badan przy zastosowaniu ztozonych | zaawansowanych
metod bioinformatycznych i statystycznych. Swiadczy to o naukowej dojrzatosci Autorki
I jednoznacznie dowod?zi Jej przygotowania do samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

W pierwszej czgsci rozdziatu , Wyniki” Doktorantka dokonata analizy panelu 15 genéw
zwigzanych z rozwojem cukrzycy monogenowej. Sposréd 994 pacjentéw u 377 (37,9%)
zidentyfikowano patogenne lub prawdopodobnie patogenne warianty w znanych genach
odpowiedzialnych za rozwdj cukrzycy monogenowej. Kolejno Doktorantka opisuje wyniki
reanalizy danych pod kgtem obecnoéci wariantdw sprawczych w dziewieciu wytypowanych



genach kandydackich z sekwencjonowania 617 pacjentéw, u ktérych nie zidentyfikowano
wariantéw patogennych w 15 badanych genach. Przyjeta strategia pozwaolita na identyfikacje
trzynastu heterozygotycznych, potencjalnie sprawczych wariantow w genach kandydackich.
W dalszej czesci sekcji ,Wynikéw”, Autorka charakteryzuje zidentyfikowane warianty
z uwzglednieniem obrazu fenotypowego probanta, segregacji wariantu w rodzinie, czestoéci
w populacyjnych bazach danych, a takze opisuje wyniki analizy bieinformatycznej i wskazuje
klase wariantu zgodnie z wytycznymi ACMG. Dla kazdego wariantu zostaty starannie
przygotowane ryciny wskazujgce lokalizacje zmiany w obrebie genu oraz dokumentujgce
wynik sekwencjonowania NGS w formacie IGV i chromatogram z sekwencjonowania metoda
Sangera Rozdziat zakoriczony jest zbiorcza charakterystyka kliniczna pacjentéw, u ktérych
zidentyfikowano warianty w genach kandydackich.

W mojej opinii wyniki przedstawione sq w sposob uporzgdkowany i logiczny, a dane
kliniczne | rodowodowe sq wystarczajgce do interpretacji znaczenia wariantéw. Do tej czesdci
pracy miatabym dwie uwagi:

1. Cho¢ tytutowym zakresem pracy jest badanie niezidentyfikowanych wczesniej
uwarunkowac genetycznych cukrzycy, a podrozdziat dotyczqcy wariantéw w 15
znanych genach powigzanych z cukrzycg monogenowq jest dodatkowym elementem
rozprawy dokumentujgcym strategie rekrutacji zasadniczej grupy badanej, zabrakfo mi
odniesienia do opublikowanej juz na ten temat pracy zespofu Zaktadu Genetyki
Klinicznej CKD.

2. Nie znalaztam w pracy numerow zgloszen czy informacji o zamieszczeniu
w ogdlnodostepnych bazach typu ClinVar nowych wariantéw SNV zidentyfikowanych
w ramach recenzowanej pracy doktorskiej. Dzielenie sie ze srodowiskiem naukowym
i klinicznym informacjami o nieodnotowanych wczesniej wariantach jest waZnym
aspektem prowadzenia pracy badawczej. Rozwdj baz danych zmiennosci genetycznej
cztowieka warunkowany jest bowiem zgloszeniami z lokalnych laboratoriow na cafym
Swiecie. Kazde zgloszenie nowego wariantu ma szanse wplyngé na interpretacje
wynikdw u kolejnych pacjentdw, czy na coraz bardziej doceniang reanalize wczeséniej
wygenerowanych danych. Co wiecej, obecnie zamieszczenie danych genetycznych
w dedykowanych ogdlnodostepnych domenach jest wymogiem formalnym przed
opublikowaniem manuskryptu w praktycznie kazdym czasopismie o zasiegu
miedzynarodowym. Prasze Doktorantke o wyjasnienie, czy takie zgtoszenia zostafy
wykonane lub sqg zaplanowane.

W ,Dyskusji”, obejmujacej 9 stron, Autorka przystgpita do interpretacji uzyskanych
rezultatéw w odniesieniu do danych z piémiennictwa. Doktorantka poddata dyskusji wyniki
badan dotyczace wariantéw w 15 analizowanych znanych genach zwigzanych z cukrzycami
monogenowymi i w genach kandydackich. Co ciekawe wysoka czestos¢ wystepowania
monogenowych form cukrzycy wynoszaca 37,9% w populacji polskiej poréwnaé moina do
czestosci raportowanej przez badaczy z USA i Kanady, podczas gdy dane z innych populaciji
europejskich wskazujg na znacznie nizszg czestos¢. W dalszej czesci warianty w genach



kandydackich zostaty oméwione w aspekcie roli kodowanych przez nie biafek, ich znaczenia
w biologii komorek beta i potencjalnym ryzyku rozwoju cukrzycy typu 2.

Dyskutujgc wyniki wfasnych badar Doktorantka zachowata stosowny krytycyzm
i z duzq ostroznoscig odniosta je do danych z pismiennictwa. Autorka m. in. stusznie zauwazyta,
se badania dotyczqce wariantow w genach kandydackich warto powtdrzy¢ u wigkszej grupy
pacjentow, a w przypadku pacjentow niezdiagnozowanych panelowym NGS warto poszerzy¢
analize o cafoeksonowq czy nawet catogenomowgq. Cafq dyskusje koriczy cenne
podsumowanie, w ktérym syntetycznie ujeto najwazniejsze osiggniecia pracy. Na uwagg
zastuguje tez solidne przedyskutowanie ograniczeri badania, z jakimi mierzyta sie Autorka
rozprawy. Cafoksztaft dyskusji dowodzi, iz Doktorantka wykazafa sig duzg dojrzafoscig
naukowg i potrafita krytycznie i z dystansem spojrze¢ na wyniki swojej pracy. Jestem
przekonana, ze wyniki zaprezentowanych w rozprawie badari, majg szanse na opublikowanie
w dobrym czasopismie o wysokim wspdtczynniku oddziatywania (IF).

Uzyskane w toku badan wyniki oraz ich analiza w oparciu o dane z ogélnodostepnych
baz danych i pimiennictwa byty podstawg do sformufowania przez Doktorantke czterech
wnioskow.

Whioski zostaly sformufowane poprawnie i W catoéci odpowiadajg powzigtym do
realizacji celom. Co prawda sposob przedstawienia dwdch pierwszych wnioskow bardziej
przypomina  krétkg rekapitulacje wynikow  niz prébe wyprowadzenia uogdlnieri ze
szczegdtowych wynikow  pracy, jednak zdaje sobie sprawe, ze przy tak precyzyjnie
zdefiniowanych celach, swiaszcza wobec uzyskanych wynikow, wyprowadzenie uogdlnien nie
jest fatwe.

Uzyskane wyniki Doktorantka oméwita w odniesieniu do szerokiego, trafnie dobranego
piémiennictwa, obejmujacego tacznie 162 pozycje. Praca zostata napisana poprawng
polszczyzng, 2 dbatoécia o szczegoly. Cechuje ja poprawnosc stylistyczna, skfadniowa,
ortograficzna i interpunkcyjna, co sprawia, e czyta sie ja z fatwoscig i duzym
sainteresowaniem. W cafej pracy znalaztam jedynie kilka bfedow interpunkeyjnych czy btedow
literowych (np. w opisie metody sekwencjonowania Sangera to chromatogramy, a nie
chromatografy sa graficznym zapisem rozdziatu czasteczek), co jest nie do uniknigcia przy
redakcji tego rodzaju dysertacji. Tekst pracy uzupefniajg i wzbogacaja czytelne ryciny, wykresy
oraz starannie przygotowane tabele. Sposdb redakcji tekstu, tabel i rycin uwazam za whasciwy,
a wszelkie drobne uwagi krytyczne pozostaja bez wplywu na catoéciowg, pozytywng oceng
pracy.

Na zakorczenie recenzji cheiatabym wyranie podkreéli¢, ze rozprawg doktorska Pani
mgr Pauliny Jakiel oceniam bardzo wysoko. Uzyskane w toku realizacji pracy rezultaty maja
istotne znaczenie dla nauki, a takze dla praktyki klinicznej. Pragng zauwazy¢, ze wyniki
rozprawy stanowig rzeczywisty wkiad w rozwéj wiedzy w reprezentowanej przez Doktorantke
dziedzinie badan. Wymiar utylitarny przedstawionych w rozprawie badan jest nie do
przecenienia, bowiem Autorka pracy na zawsze juz zmienita 2ycie ponad 370 osob dotknigtych



cukrzyca, ktdre czgsto po latach niepewnosci i nieoptymalnego leczenia otrzymaty diagnoze
molekularna, a tym samym szanse na spersonalizowang opieke medyczna i lepsze #ycie.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani
mgr Pauliny Jakiel spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom na stopieri naukowy doktora
okreslone art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 poz.1789) i zwracam sie do
Wysokiej Rady Uniwersytetu Medycznego w todzi o dopuszczenie Pani mgr Pauliny Jakiel do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskuje do Rady Naukowej Uniwersytetu Medycznego w todzi
o wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr Pauliny Jakiel, z uwagi na wysoka wartosé
poznawcza wynikéw badan oraz ich duze znaczenie praktyczne.
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