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rozprawy doktorskiej lek. tukasza Milanowskiego pt. Poszukiwanie nowych zmiennocsci genetycznych u
pacjentdw z rodzinnymi parkinsonizmami w populacji polskie]® wykonanej pod kierunkiem promatora dr
hab. n. med. Dariusza Kozlorowskiego w Klinice Meurologii, Warszawskiego Uniwersytetu Medycinego,
creéé pracy doktorskie) wykonano w ramach Stypendium im. Wilhelminy Iwanowskle], Narodowe] Agenc)l
Wymiany Akademickie PPN/IWA/2018/1/00006/U/00001/01 (pobyt doktoranta w Mayo Clinic,
Jacksonville, FL USA) oraz grantu Narodowego Centrum Mauki MINIATURA 2017/01/%/NZ4/01450.

Choroba Parkinsona (ChP) jest prrewlekly chorobq ukladu nerwowego, ralicrang do schorzen
neurozwyrodnieniowych. Pierwotnie, patogener¢ objawdw klinicznych choroby Parkinsona wigzano 1
wybldrezrym uszkodzeniem neurondw dopaminowych, lokalizujacych sig gidwnie w obrebie czesci rhitej
stoty czarne] mézgu, w chwili obecnej wiadomo, te proces patologiczny jest rdecydowanie bardrziej
rozlegly. Istoty procesu neurodegenerac)i [est utrata okredlone| populacji neurondw, cresto prreblegajjca 2
nagromadzeniem patologicznych form biatek. Powstawanie wewngtrz- lub rewngtrzkomdrkowych wtrgtdw
mote byé wynikiem nieprawidiowe] interakeji typu biatko - biatko, raburzonego procesu potranslacyjne
modyfikacji biatka lub dysregulacjii systemu ubikwityno-protecsomainego (UPS). Pojecle proteinopatii,
ktdre 7 caty pewnoécig odnosi sig réwniei do ChP, wskazuje na kiuczows role nieprawidtowych form biatel
W powstawaniu i szerzeniu sie procesu uszkadrajgcego neurony. Opisane ogniwo patogenetycine jest
ednak wspdine dia wielu chordb neurodegeneracyjnych, co skfania do poszukiwania crynnika Inicjujacege
nieprawidiowodci opisywane w zakresie odrodkowego uktadu nerwowego oraz w thankach obwodowych.
Patofizjologiczne mechanizmy letgce u podiota choroby Parkinsona sq fotone | mimo osiggnigd genetykl |
biochemil dotychczas nie w petnl poznane, Obecnie prryimuje sig, e za patogenezg ChP mode odpowladad
rlofona interakcja crynnikéw genetycznych | Srodowiskowych, opisywana hipotezrq trw. podwajnego
trafienia. Zaktada ona, te do rozwoju ChP dochodzi u pacienta bedgcego nosicielem wratliwego genu |
jednoczesnie naratonego na dilatanie specyficzne] toksyny Srodowiskowe| Znaczenie cxynnikdw
genetycinych w rozwoju choroby Parkinsona jest cbecnie niepodwatalne. Prieprowadzone badania
epidemiologiczne oraz obserwacje blifnigt jedno- | dwujajowych wskazujy, te oproc: wieku, dodatni
wywiad rodrinny jest obecnie najwainiejszym crynnikiem potwierdzajgcym awigkszone ryryko
rachorowania na ChP. Wigkszoi¢ przypadkdw ChP jest sporadycena, a jedynie 15% to postacie rodzinne, w
powstawaniu ktérych uwzgigdnia sie rardwno te potwierdzono, jak | dotychczas jeszcze nieopisane
predyspozycie genetycine. W przypadku pacjentdw, u ktdrych objawy choroby ujawniajy sig przed 50



rokiem fycia, istotnie credcie) udaje sig potwierdric rnaczenie crynnikdow genetycinych, obecnie w bazie
danych OMIM znajdujqy sig 23 geny, powigzane @ monogenicznymi postaclami choroby, choclat na
podstawie wynikow badania GWAS opublikowanego w 2020 roku ryzyko ChP powiazano at r 90 loc
genowymi. Czestodé wystepowania choroby Parkinsona rdini sig w rainych grupach etnicznych, co mole
stwarzat pewne trudnodci w ocenie predyspozycii genetycznych w krajach zrodnicowanych etnicznie. fe
wrgledu na jednorodnodcl etniczng Polski, populacja polska moie byl uznana za dobre miejsce do
poszukiwania predysporyc|l genetycznych w choroby Parkinsona.

W oparciu o powyisze prrestanki Doktorant sformulowal cel pracy doktorskie], kiéry dotyczyl oceny
rmiennodcl genetycrnych rwigranych @ parkinsonizmem w populac polskie). O macreniu podjgte)
tematyki badawcre| éwiadcry fakt przyznania fundusty rewngtrznych na realizacjg niektdrych radan
badawcrych tzn. Stypendium im. Wilthelminy Iwanowskiej, Narodowe] Agencji Wymiany Akademickiej
PPN/IWA/2018/1/00006/U/00001/01 orazr grantu MNarodowego Centrum Nauki  MINIATURA
2017/01/%/NZ4/01450. Realizacja powyiszych zadad badawcrych umoiliwita publikacie wynikow w
renomowanych crasopismach takich jak Palish Journal of Neurology and Neurosurgery, Journal of Clinical
Meuroscience | Parkinsonism and Related Disorders.

Praca jest naplsana w sposdb priejrzysty. Je| podstawe stanowq criery artykuly opublikowane w
renamowanych czasopismach: 1. Genetics of Parkinson's disease in the Polish population. (Milanowski t
M, Ross OA, Eriedman A, Hoffman-Zacharska D, Gorka-Skocrylas P, Jurek M, et al.), Neurol Meurochir Pol.
2021. Vol 55. 2 (IF=1,025). 2. The matter of significance—Has the p.[Glu121Lys) variant of TOR1A gene a
pathogenic role in dystonia or Parkinson disease? | Milanowski t, Hoffman-Zacharska D, Geremek M,
Friedman A, Figura M, Koziorowski D.) Journal of Clinical Meurcsclence; 2020;72:501-3 (IF=1,76). 3.
Cognitive and behavioral. profile of Perry syndrome in two families (Milanowski ¢, Sitek E), Dulski J,
Cerguera-Cleves C, Gomez JD, Brockhuis B, et al. ), Parkinsonism & Related Disorders. 2020;77:114-20
(IF=3,926). 4. Frequency of Mutations in PRKN, PINK1, and DJ1 in Patients With Early-Onset Parkinson
Disease From Neighboring Countries in Central Europe [Milanowski LM, Lindemann JA, Hoffman-Zacharska
D, Soto-Beasley Al, Barclkowska M, Boczarsks-Jedynak M, et al. ) Parkinsonism & Related Disorders.
2021:86:48-51 (IF=3,926). Sumaryczny wspéiczynnik oddziatywania powyiszych publikacii na dzief zotenia
pracy doktorskle] wynosit 10,637 | przekraczal wymagania stawiane w postgpowaniu o nadanie stopnia
doktora. Na uwage rastuguje fakt, fe we wsrystkich publikacjach Doktorant jest plerwszym autorem, co
wskazuje na jego wiodgcy rolg w ich powstaniu, potwierdzone w ofwiadczenlach pozostabych
wapdtautordw publikacii.

Do oceny Doktorant preedstawil cykl publikaci oraz ich omdwienie, obejmujace nastepujjce podrozdziaty:
wstep, cele pracy, dyskusia, podsumowanie | wnioski jak rdwniez pismiennictwo, oswiadczenia



wipdtautordw, streszcrenia w jeryku polskim | angielskim oraz wykar skrotow.

We wsteple omdwienia, Doktorant prerentuje bardio ogdine Informacie na temat choroby Parkinsona, |e)
patogenezy, rmian neuropatologicznych, diagnostyki, objawdw klinicznych jak rdwnied rdinic w czgstosc
wystepowania choroby Parkinsona w rdinych grupach etnicznych. Szkoda, ie w tej czesci pracy problem
raczenia predysporycii genetycznych ChP potraktowany jest skrotowo, bardziej wnikliwe przedstawienie
tak interesujgcego | szerokiego ragadnienia byloby dobrym wstepem dla lektury kolejrych artykuldw
opublikowanych przer Doktoranta. Plerwsza praca @ priedstawionego cykdu w pewnym stopniu
rekompensuje skrdtowo potraktowane ragadnienie genetyki w credcl omdwienia artykuldw, Praca
Genetics of Parkinson's disease in the Polish population™ jest bowiem prregladem literatury dotyczgcym
dotychczas wykonanych badari genetycznych wirdd pacjentéw : ChP w populacii polskiej. Artykul w sposab
systematyczny prredstawia dotychczas prieprowadzone analizy réinych zmiennodci genetycznych, w tym
wariantow odpowiedzialne za monogenowsa postacie ChP, coynniki genetycine dotyczgee crynnikdw ryzyke
choroby Parkinsona w tym APOE, GBA, MMP12, czy tei polimorfizméw gendw kodujgoych aktywnosé
enrymow raangatowanych w katabolizm dopaminy (COMT, MAD-8).

Celem pierwste] pracy oryginalne], to jest “The matter of significance-Has the p.(Glul21Lys) variant of
TORIA gene a pathogenic role in dystonia or Parkinson disease?™ byla ocena patogennosc mutacji genu
TOR1A oraz jej potencjalne powigzanie : rodzinng postacly choroby Parkinsona. Mutacja w genie TORIA
odpowiada 72 ekspresje biatka torsyny A, nalelgce] do rodriny ATPaz. Opisywana mutacja jest rwigzana z
wystepowaniem dystonii torsyjnej typu 1 (DYT1). Oceniany w pracy Doktoranta wariant p.Glul21lys byt do
chwill cbecne] opisany tylko u jednego pacjenta spodrdd 162 serbskich pacjentdw 2 plerwotna dystoniy. Do
badania rakwalifikowano dwdch crionkdw rodziny, to jest pacjentke r razpoznang chorobg Parkinsona oraz
|e] ojca. Wykonane badanie polegajgce na sekwencjonowaniu catego genomu (WES) wykazato obecnodd
mutacii p.(Glul2ilys) w genie TOR1A, przy braku obecnofci innych 23 mutacji powigranych 1 ChP,
opisywanych w bazie OMIM. Doktorant prreanalizowal dodatkowo dostepne bary danych ( np. NHLBI
gnom AD, bara WES Zaktadu Genetyki Medycznej Instytutu Matki | Dziecka, PolyPhen2, HumDiv/HumVar
algorytms, MutationTaster oraz CADD), co ostatecznie porwolifo na sformulowanie wniosku o braku
wphywu wariantu p.Glul21lys w genle TORIA w patogenezie rodzinne] postaci choroby Parkinsona,
Kolejna praca z cyklu dotyczryla problemu ragadnien neurcpsychologicznych wystgpujacych u crionkdw
dwich rodzin 2 rozpornanym zespotem Perry'ego (pacjenci z populacii polskiej | kolumbijskiej). Autor w
pocigtkowej czeici pracy priedstawia charakterystyczne cechy kliniczne oraz sposdb driedziczenia
schorzenia, a nastepnie prreprowadza wnikliwg analize kliniczng dwach rodzin, zrekrutowanych do
badania. Zespdt Perry'ego jest chorobg o driedziczeniu autosomalnie dominujgcym, z typowymi objawami
klinicznym| takimi jak parkinsonizm niewratliwy na leczenie lewodopa, utrata masy ciata, niewydolnosc



oddechowa o typle odrodkowym oraz raburzenia psychiczne. Zespdl Perry’ego nalety do schorzen rzadkich

do chwili obecnej opisano jedynie 23 rodriny 2 ty formg parkinsonizmu. Bezspriecinym walorem pracy
opublikowane] przez Doktoranta jest przeprowadrenie dokladne] oceny objawdw psychicanych
wystepujacych u pacjentdw, ze rwroceniem uwagi na profil zaburzen rachowania oraz problem nasilonych
objawdw zaburzed nastroju o charakterze depresji oraz apati.

Nastepna praca oryginalna analizuje wystepowanie 3 najcrestszych gendw rwigzanych 1 rozwojem choroby
Parkinsona o wcresnym pocrgtku @ 4 sasiadujgcoych krajdw w Europie Centraine| to jest Crech, Niemiec,
Ukrainny oraz Polski. W preeprowadzone| przez Doktoranta analizie uwzglgdniono pacjentdw 2 rodzinng
(17.2%; n=93) oraz sporadycing postaciy ChP. Do badar rakwalifikowano 541 pacjentow @ EOPD,
odpowiednio ¢ Republiki Creskiej n=11, Niemiec n=38, Polski n=476 oraz Ukrainy n=16. U wszystkich
pacjentdw przeprowadzono sekwencjonowanie metodg Sangera w celu oceny obecnodci mutac)i w genach
PREN, PINKI oraz DJ1. Wybdr gendw miat rwigrek 1 faktem, 2 w wymienionych penach %3 najergiciel
identyfikowang przyczyng choroby Parkinson o dziedzicreniu autosomainie recesywnym.

W gruple zakwalifikowane] do badar obecnodd mutacji homozygotyczne| lub ziotone| heterozygotyczne| w
genie PRKN wykazano odpowiednio u 17 pacjentdw, w tym 1 Czecha (9.1%), 1 Niemca (2.6%), 14 Polakdw
(2.9%), oraz 1 Ukraifica (6.3%). Przeprowadzona analiza w grupie pacjentdw naletacych do populac
polskiej wykazata rodwniei obeenoéé 3 homorygotycznych mutaci w genie PINKI, co istotne w
prreprowadronej analizie nie potwierdzono nosicielstwa mutaci DJ1.

Cele, ktdre zostaty preedstawione przez Doktoranta dotyezyly oceny charakterystycznej dla badanej kohorty
rmiennodel genetyczne] rwigzanej @ parkinsonizmem. Nalety stwierdzid, te badania raplanowanc
adekwatnie do sformulowanych celdw pracy, choclat w opinil recenzenta, w opisie celdw pracy warto bylo
uwzglgdnlé preeprowadzone prrez Doktoranta badanla dotycrgce obratu klinicznego respotu Perry’ego. W
czasie realizacji badar Doktorant opanowal umiejgtnodd prreprowadzania wielu testéw molekularnych, co
umodliwilo mu nastgpnie oceng uzyskanych wynikdw. Umiejetnosd prrieprowadienia ww. badan oraz
nterpretacji uzyskanych wynikow swiadcza o bardzo dobrym merytorycznym prrygotowaniu Doktoranta.
N podsumowaniu te] czesci recenzji naledy stwierdzid, te metodyka badania jest bardro nowocresna, nplan
padan dobrze skonstruowany, metody statystyczne prawidiowo dobrane.

Doktorant wykazaf m. in. brak btotnego nacrenia mutac)i p.(Glul2llys) w genie TORLA W rodonme)
postaci choroby Parkinsona w populac)l polskie|, Ponadto Doktorant po raz plerwsry dokonat oceny obratu
dinicznego, 1e szcregdingm uwiglednieniem objawdw psychicznych, pacjentdw 1 respolem Perry'ego, oraz
na podstawie diugoletnich, 11-Jetnich obserwacjl ustalit wariant behawioralny otgpienia czolowo-
skronlowego jako dominujcy fenotyp neuropsychologiczny wystgpujacy w polskie] rodzinie 1 respotem
Perry’ego. W kolejnej pracy wykazal obecnodé dotychczas nieraportowanych mutacji w polskiej populacii



oraz dosteprych bazach danych w genle PREN p.Glu79Ter oraz p.CysdBEP. Ponadio w ostatniej 2
prezentowanych prac Autor wykaral, be badane rmiennodc genetycrne to jest mutacje w genach PREN,
PINK1, | DI1 nie nalety do czesto wystgpujgcych zmiennodci genetycznych warunkujgcych wystgpienie

autosomalnie recesywnych postaci ChP, w badanych populacjach 4 sgsiadujgcych krajdw w Europie
Centraine].

Na podstawie prreprowadronych badan Autor prredstawit dwa wnioski: w populacji polskiej] mogq
wystepowad charakterystyczne dla rodzinnych parkinsonizmdw zmiennoéci genetyczne oraz |dentyfikacja
specyficznych wariantow w znanych genach jest pierwszym krokiem do prrysztego odkrycia nowych gendw
w chorobie Parkinsona.

fAeasumujac nalely stwierdzic, te cel pracy mostat w peinl mrealizowany, a uryskane wyniki 53 oryginalmym
ssiggnieciem Autora, ktdry perfekcyjnle opanowal trudny warsitat badawcry | wykars! bardro dobre
nerytoryczne priygotowanie do badanh. Uwatam, le praca stanowl rnaczacy dorobek | w peini adpowiada
wymaganiom stawianym pracom doktorskim. Fakt opublikowania wszystkich prac w renomowanych
czasopismach fwiadczy o aktualnoici podjete] tematyki badawczej, jak réwniei o umiejgtnosci Doktoranta,
kthry co warto podkreshic, byt plerwszym autorem wszystkich publikacji. Pomimo niezaprzeczalne] wartosc
opublikowanych przez Doktoranta prac, wydaje sig, ie omdwienie prac jest byt skrotowe, szcregdinie w
odniesieniu do genetycenych predysponye]l do wystaplenla choroby Parkinsona. Poza tym wydaje sie, ie
Autor powinden bardriej staranne podejil do prredstawlonego do recenzji omowienia, np. w kontekicle
jednolitego sposoby raplsywania narw gendw. Nieraleinie od prredstawionych uwag uwalam, le
priedstawiony do oceny cykl prac stanowi duty wartodé w nauce, a rozprawa doktorska lek. tukasza
Milanowskiego pt. Postukiwanie nowych zmiennodci genetycznych u pacjentdéw 2z  rodzinnymi
parkinsonizmami w populacii polskiej” spetnia warunki okredlone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkoinictwie wyiszym | nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Diatego zwracam sig do Rady Dyscypliny
MNauk Medycznych WUM o dopusiczenie lek: tukasza Milanowskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednocrednie re wegledu na duty wartodd pornawcty wynlkdw oraz opublikowanie ich w
renomowanych crasopismach (Doktorant we wszystkich jest pierwszym autorem) wnioskujg o wyrdinienle
pracy Summa cum laude”,

Frof. dr hab. n. med. Monika Bialecks
prod, dr hab. n. med. Monika Bigtecks



