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Medycyna precyzyjna nazywana tez medycyna spersonalizowang jest definiowana jako
strategia zarzadzania zdrowiem oparta na zmiennosci genetycznej, danych $rodowiskowych
i stylu zycia danej osoby, w celu okreslenia najlepszego podejscia do zapobiegania lub leczenia
chordéb. W ostatnich kilkunastu latach to wtasnie nowe osiggniecia w genetyce warunkowane
rozwojem technik wysokoprzepustowych umozliwity ogromy postep w medycynie. W tym
przypadku postep zaleiny jest nie tylko od samej identyfikacji czesto ztozonego podtoza
genetycznego choroby, ale takie genetycznych czynnikéw prognostycznych rozwoju choroby
czy skutecznosci terapii.

Ze wzgledu na swoja fundamentalng role w procesach zwigzanych z detoksykacja
organizmu rodzina biatek ABC ma istotne znaczenie w odpowiedzi na zastosowang
farmakoterapie. OdpowiedZ osobnicza na przyjmowane leki moze by¢ bardzo zréznicowana,
jest konsekwencjg m.in. transportu i metabolizmu lekéw, punktu uchwytu leku
i patofizjologicznych cech organizmu. Kazdy etap jest bardzo zmienny i zalezny takze od profilu
genetycznego pacjenta. Stad spersonalizowana farmakoterapia opiera sie na
miedzyosobniczej zmiennosci genetycznej, a wiec i réznym rozpowszechnieniu wariantéw
genetycznych w poszczegdlnych populacjach.

Recenzowana rozprawa doktorska jest poswiecona analizie zmiennosci genéw ABC
w populacji polskiej w konteksécie innych populacji, zarbwno o odrebnym pochodzeniu
etnicznym, jak i o pochodzeniu europejskim. Praca wpisuje sie¢ w nurt badan obejmujacych



genetyczne podstawy zrdznicowania miedzypopuiacyjnego w genach kodujacych transportery
o znaczeniu farmakogenetycznym i epidemiologicznym. Ze wzgledu na kluczowe znaczenie tej
rodziny biatek w rozwoju medycyny precyzyjnej, podjety przez Doktoranta temat jest bardzo
aktualny w aspekcie naukowym i potrzebny w praktyce kliniczne;.

Przedstawiona do oceny dysertacja ma typowy dla rozpraw doktorskich ukiad
redakcyjny. Zawiera 260 stron, w tym spis tresci, 97 stron tekstu pracy, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, publikacje wchodzace w sktad rozprawy, suplementy zawierajgce
wykresy i tabele dokumentujace opublikowane wyniki, zestawienie dorobku Doktoranta
niewchodzacego w sktad rozprawy. W rozprawie zamieszczono takze informacje o Zrédtach
finansowania i wspotpracy oraz oswiadczenia wspotautoréow wskazujace na wiodacy udziat
mgr Stomki w publikacjach. Prace cechuje tradycyjny podziat na wstep, cel pracy i hipotezy
badawcze, materialy i metody, wyniki badan, dyskusje, wnioski iweryfikacje hipotez
badawczych oraz bibliografie. W zasadniczej czedci pracy umieszczono 12 tabel i 47 rycin, w
suplementach dodatkowo 87 tabel i 86 rycin. W skitad rozprawy wchodzg zaréwno dwie prace
oryginalne opublikowane w czasopismach o wysokim wspadtczynniku oddziatywania, jak i dane
jeszcze nieopublikowane.

Dysertacje otwiera ,Wstep”, w ktérym Doktorant szczegétowo scharakteryzowat
aktualny stan wiedzy nt. nadrodziny biatek ABC, w tym budowy poszczegdlnych rodzin,
charakterystycznych domen i ztozonej funkcji biatek. W dalszych podrozdziatach wstepu Autor
omowit znaczenie wariantow gendw kodujgcych biatka ABC w aspekcie zwigzku z rzadkimi
chorobami genetycznymi. Na wybranych przyktadach, jak m.in. choroba tangerska, choroba
Stargarta, rybia tuska arlekinowa czy mukowiscydoza przyblizyt patomechanizm choroby.
Kolejno z duzg starannoscia i licznymi odniesieniami do pismiennictwa scharakteryzowat
znaczenie biatek ABC w odpowiedzi na farmakoterapie, krotko omawiajac zagadnienie
zjawiska opornosci wielolekowe] MDR, z zaznaczeniem ugruntowanej pozycji biatek MDR1
oraz BCRP. Dalej opisat zatozenia farmakoterapii spersonalizowanej i przyblizyt badania nad
profilowaniem genéw zwigzanych z farmakogenetka w populacji polskiej i w populacjach
o innym pochodzeniu etnicznym. W ostatniej czesci wprowadzenia Pan mgr Marcin Stomka
odnidst sie do roli technik wysokoprzepustowych jak mikromacierze czy sekwencjonowanie
nastepnej generacji (NGS) w badaniach populacyjnych nad zmiennoscig genetyczna
farmakogendéw. Przytoczyt wyniki badarn wskazujagce na duie migdzyosobnicze
i miedzypopulacyjne zréznicowanie gendow ABC.

W mojej ocenie wprowadzenie stanowi szczegdfowe i rzetelne omowienie poruszanych
zagadnien w swietle bogatego i aktualnego pismiennictwa. Autor w przystepny sposob
pozwala czytelnikowi zapoznac sie z problematykq, ktdrej dotyczy Jego rozprawa naukowa.
Dodatkowo, starannie przygotowana na potrzeby wprowadzenia obszerna tabela porzqdkuje
informacje i utatwia zapoznanie sie z funkcjq fizjologiczng i znaczeniem w patogenezie choréb
cztowieka bqgdz farmakoterapii wszystkich 48 gendw kodujgcych biatka nadrodziny ABC. Wstep



czyta sie z duizq przyjemnoscig, a jego lektura dowodzi, ze Doktorant ma bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne do realizacji podjetych celéw badawczych.

Gtéwnym celem rozprawy doktorskiej Pana mgr Marcina Stomki byta charakterystyka
zmiennosci genéw nadrodziny ABC w populacji poliskiej w kontekscie danych z innych populac;ji
o innym pochodzeniu etnicznym, jak i pochodzeniu europejskim. Realizacje celu oparto na
postawieniu trzech hipotez hadawczych:

H1. Obserwowang zmiennos$¢ sekwencji gendw kodujgcych biatka ABC stanowi

gtéwnie zmiennos¢ o charakterze rzadkim.

H2. Populacja polska pod wzgledem zmiennosci gendw kodujacych biatka ABC istotnie

réini sie od populacji o innym pochodzeniu etnicznym.

H3. Populacja polska pod wzgledem zmiennosci genéw kodujacych biatka ABC istotnie

rézni sie od innych populacji europejskich.

Po weryfikacji i odrzuceniu hipotezy nr 3 postawiono kolejny cel badawczy, w ktérym zatozono
identyfikacje czynnikéw odpowiadajacych za wynik klastrowania w populacji polskiej
i w referencyjnych populacjach europejskich.

Cele pracy zostafy sformufowane w sposdb jasny i przejrzysty i wskazujq na ambitne
zafozenia pracy badawczej. Co warte podkreslenia, badania takie nie byly dotgd
przeprowadzone w populacji polskiej. Szeroki zakres analizy genetycznej i imponujgca wielko$¢
grupy badanej wskazuje na ogrom podjetej przez Doktoranta pracy.

W sekcji ,Materiaty i metody” Doktorant charakteryzuje grupe badang w dwdch
podrozdziatach, w pierwszym podrozdziale omawiajac grupe badang i metody wykorzystane
w dwoch publikacjach bedacych czescig rozprawy, a w drugim podrozdziale dla badania
jeszcze nieopublikowanego. We wigczonych publikacjach grupe badang stanowili
niespokrewnieni ochotnicy z populacji polskiej, ktérych materiat biologiczny w postaci $liny
zebrano w ramach projektu TESTOPLEK i zarchiwizowano w Pracowni Biobanku Uniwersytetu
tédzkiego pod akronimem POPULOUS. Do badai uzyto losowo wybrane prébki sposréd
10000 zdeponowanych. [ tak w pierwszym etapie wigczono 190 prébek do badania
zmiennosci genu ABCC1 metoda skanowania z wykorzystaniem HMR. Nastepnie w puli innych
380 probek oceniono czestosé wystepowania specyficznych wariantéw metoda celowanego
genotypowania. Nastepna pule 190 prébek wykorzystano do badania zmiennosci genu ABCG2
metoda skanowania HMR. W podrozdziale tym Doktorant szczegdtowo opisuje metody biologii
molekularnej wykorzystane w pracy badawczej, jak: metoda topnienia produktéw PCR o wysokiej
rozdzielczosci HRM wykorzystana do skanowania i celowanego genotypowania oraz
sekwencjonowanie metodg Sangera. Z duzg starannoscig opisane zostaty poszczegéine etapy
pracy eksperymentalnej, jak i analiza bioinformatyczna i statystyczna zmiennosci genetycznej oraz
nieréwnowagi sprzezen blokdw haplotypowych ABCC1 i ABCG2.

W drugim podrozdziale Doktorant opisuje grupe badang i uzyte metody do bada# jeszcze
nieopublikowanych. W tym przypadku do badan wiaczono imponujacg grupe 6481 prébek
z populacji POPULOUS oraz wyjgtkowa grupe 179 ochotnikéw z wytypowanych regiondw



geograficznych Polski reprezentujacych mniejszoéci etniczne, grupy kulturdwe: Karaimdw,
polskich Tatarow, polskich Ormian, Podhalan, Kurpiéw, $lezakéw i Hrubieszowian. Pobrane prébki
wykorzystano jako irddto DNA do badan catogenomowych metods mikromacierzy SNP. Ze
wzgledu na specyfike badanej grupy Doktorant siegnat po dwa eseje do wysokoprzepustowego
genotypowania, zestawy mikromacierzy réinity sie pulg i liczbg wariantdw, pozwalajgc na
zgenotypowanie ponad pdt miliona wariantéw w przypadku Infinium HTS Human Core Exome oraz
ponad 1,7 miliona wariantéw w przypadku Infinium Multi-Ethnic. W pracy wykorzystano dane z
populacji referencyjnych z 5 regiondw geograficznych $wiata reprezentowanych przez 26 réinych
populacji, pozyskane z bazy danych 1000 Genomes Project. W dalszej czesci podrozdziatu Autor
opisuje szczegétowo metode imputacji genotypu przy uzyciu serwera TopMed oraz wykonane
zaawansowane analizy bicinformatyczne i statystyczne, jak m. in.: analiza skalowania
wielowymiarowego, analiza 18S, analiza liczby klastréw, analiza asocjacyjna catego genomu oraz
catego transkryptomu.

Podsumowujgc te czesé rozprawy stwierdzam, ie dobdr metod analitycznych,
bioinformatycznych i statystycznych do badan jest wtasciwy. W mojej ocenie, ten rozdziaf
dysertacji dowodzi, Zze Doktorant wykonatf ogromng prace laboratoryjng, projektujgc analize
molekularng, a nastepnie wykonujgc poszczegdine oznaczenia, a takie prace naukowg,
opracowujqc i podsumowujgc wyniki badan przy zastosowaniu ztoZzonych i zaawansowanych
metod bioinformatycznych i statystycznych. Swiadczy to o naukowej dojrzatosci Autora
ijednoznacznie dowodzi Jego przygotowania do samodzielnego prowadzenio badar
naukowych.

W pierwszej czesci rozdziatu ,Wyniki” Doktorant dokonat syntetycznego omdwienia
publikacji wchodzacych w  sktad rozprawy. Manuskrypty zostaty opublikowane
w recenzowanych pismach o zasiegu miedzynarodowym i wysokim wspdtczynniku
oddziatywania. taczny IF wynosi 6,428. Publikacje sg opracowaniami zbiorowymi, w obydwu
pracach Doktorant jest pierwszym autorem. Wktad Doktoranta w przygotowanie kazdej
publikacji oryginalnej zostat okreslony jako 60%, co zostato potwierdzone w oswiadczeniach
wspotautoréw, zawartych na koncu rozprawy. Doktorant wspéttworzyt koncepcje pracy
i projektowanie eksperymentu skanowania genu metodg HRM, wykonat prace
eksperymentalng, dokonat analizy bioinformatycznej, statystycznej oraz interpretacji
wynikow, odegrat takze gtéwng role w opracowaniu manuskryptow do publikacii.

Publikacja nr 1 dokumentuje badanie zmiennosci genetycznej genu ABCC1 w populacji
polskiej. W badanej prébie metodg skanowania znaleziono tgcznie 46 wariantéw, w tym 30
wariantéw rzadkich. Siedem z nich nie zostato wczesniej odnotowanych w bazach danych.
Obserwowang zmiennos$¢ genetyczng ABCCI poréwnano z zaraportowang zmiennoscig tego
genu w innych populacjach. Dokonano takze analizy in silico wszystkich niesynonimicznych
wariantéw. Podobng strategie badania przyjeto w analizie zmiennosci genetycznej ABCG2
opisanej w publikacji nr 2. W badaniu zidentyfikowano 17 wariantow. Dwa ze
identyfikowanych wariantéw moga miec istotne znacznie kliniczne, m.in. dla odpowiedzi na



leczenie przeciwnowotworowe. Zmiennos$¢ genetyczng ABCG2 w populacji polskiej
poréwnano ze zmiennoscig tego genu w innych populacjach.

W kolejnym podrozdziale Doktorant omoéwit wyniki nieopublikowanych jeszcze badan
bedacych czesci rozprawy. Pordwnano zmiennos$é gendw ABC wszystkich populacji
referencyjnych z bazy 1000 Genomes Project z wynikami liczacej 1035 ochotnikéw kohorty
polskiej. Nastepnie przeanalizowano zrdznicowanie populacji europejskich i populacji polskiej.
Dokonano analizy klastrowania wyznaczajac dziewie¢ odrebnych klastréw i dalej analizy
wariantéw zwigzanych z klastrowaniem. Ta czes¢ rozdziatu Wyniki zostata wzbogacona
o ryciny dokumentujgce klastrowanie i analize nierownowagi sprzezen oraz obszerng tabele,
w ktorej zaraportowano 647 wariantdw istotnie zwigzane z grupowaniem probek na dziewie¢
klastréw. Dalej Autor przytacza wyniki badania potencjalnego efektu wariantéw na poziom
ekspresji gendw z bazy danych GTEx. Stwierdzono wptyw na ekspresje czterech gendw
kodujacych biatka ABC. Najwiecej wariantow oddziatywato na ekspresje genu ABCC8 w
wybranych tkankach ukfadu nerwowo-miesniowego. Obszerne dane dotyczgce efektu 647
wariantéw na poziom ekspresji gendw w 54 strukturach/narzadach zestawiono w skrupulatnie
przygotowanej, czytelnej tabeli. Kolejno Autor zamieszcza dane z grupowan prébek na
podstawie procesow biologicznych lub lokalizacji w poszczegélnych kompartmentach
komérkowych z bazy Gene Ontology. W ostatniej czesci Wynikéw Doktorant podaje dane
dotyczace zréznicowania gendw ABC w populacji polskiej na podstawie badan w grupie 6660
prébek i analizy prawie 25 tysiecy wspdtdzielonych wariantow. Przytacza dane z analizy
asocjacyjnej genomu i transkryptomu. Wyniki wienczy podrozdziat o zwigzku analizy
kiastrowania w populacji polskiej z fenotypem. Analiza ta byla mozliwa dzieki danym
ankietowym dotyczgcym chorob cywilizacyjnych zebranym od 5656 0séb z badanej kohorty.
Stwierdzono, ze dystrybucja wariantow byla istotnie zwigzana z cukrzyca.

W mojej opinii wyniki przedstawione sq w sposob uporzgdkowany i logiczny. Wielkos¢
grupy badanej jest imponujgca, a zastosowane metody analizy i umiejetnie wykorzystane
zasoby ogdinodostepnych baz danych sprawiajg, ze uzyskane wyniki sq unikalne.

Do tej czesci pracy miatabym trzy pytania:

1. Jakie czynniki wzieto pod uwage przy oszacowaniu wielkosci poszczegdlnych grup

badanych na etapie projektowania badania?

2. Nie znalaztam w pracy numeréw zgloszeri czy informacji o zamieszczeniu

w ogolnodostepnych bazach nowych wariantow SNV zidentyfikowanych w ramach
recenzowanej pracy doktorskiej. Dzielenie sie ze srodowiskiem naukowym i klinicznym
informacjami o nieodnotowanych wczesniej wariantach jest wainym aspektem
prowadzenia pracy badawczej. Rozwdj baz danych zmiennosci genetycznej czfowieka
warunkowany jest bowiem zgfoszeniami z lokainych laboratoriéw na cafym swiecie.
Prosze Doktoranta o wyjasnienie, czy takie zgtoszenia zostaly wykonane lub sg
zaplanowane.

3. Zaostosowanie macierzy catogenomowych SNP pozwolito na wygenerowanie

ogromnych zasobow danych dotyczgcych zmiennosci tysiecy gendw. Chod to absolutnie



zrozumiate (i konieczne), Zze w rozprawie wykorzystano zdefiniowanq czes$é danych, w
tym przypadku dotyczqcq rodziny gendw ABC, z czystej ciekawosci zapytam czy
zaplanowano na przysztos¢ analize takze innych gendw istotnych z punktu widzenia
rozwoju medycyny precyzyjnej?

W, Dyskusji”, obejmujacej 8 stron, Autor przystapit do interpretacji uzyskanych rezultatéw
w odniesieniu do danych z pismiennictwa. Doktorant odnidst sie do liczby wariantow czestych
i rzadkich identyfikowanych zaréwno w populacji polskiej, jak i na podstawie bazy 1000 Genom
Project. Skomentowat wzbogacenie w rzadkie warianty w genach kodujacych ABC w $wietle
dotychczas opublikowanych badan. Odnidst sie do moiliwego podtoza obserwowanego
klastrowania identyfikujac jako istotny czynnik zmienno$é genéw ABC kodujacych biatka
zaangazowane w homeostaze kwasdéw zotciowych. W dyskusji analizy fenotypowej dla
poszczegblnych klastrow w populacji polskiej podkreslit role niektérych biatek ABC w rozwoju
choréb cywilizacyjnych zwigzanych z cukrzyca i otytoécia.

Dyskutujgc wyniki wlasnych badart Doktorant zachowat stosowny krytycyzm iz duzg
ostroznosciq odnidst je do danych z pismiennictwa. Na uwage zastuguje solidne
przedyskutowanie ograniczeri badania, z jakimi mierzyt sie Autor rozprawy. Miedzy innymi
stusznie zauwaiyl, Ze zastosowana metodyka w zakresie identyfikacji wariantéw byfa
ograniczona zdefiniowang przez producenta mikromacierzy pulg specyficznych wariantéw.
Stgd identyfikowana zmiennos¢ o charakterze rzadkim moze mie¢ wartos¢ zanizong. Autor
wskazuje wiec na zasadnos¢ reanalizy petnych sekwencji wybranych gendw ABC metodg HRM.
Cafoksztatt dyskusji dowodzi, iz Doktorant wykazat sie duzq dojrzafosciq naukowq i potrafit
krytycznie | z dystansem spojrze¢ na wyniki swojej pracy. Jestem przekonana, e wyniki
zaprezentowanych w rozprawie badan, majq szanse na opublikowanie w dobrym czasopismie
o wysokim wspdfczynniku oddziatywania (IF).

Uzyskane w toku badan wyniki oraz ich analiza w oparciu o dane z ogdinodostepnych
baz danych i piSmiennictwa byly podstawa do sformutowania przez Doktoranta wnioskow
i weryfikacji hipotez badawczych. Whioski zostaly sformufowane poprawnie i w calosci
odpowiadajq powzietym do realizacji celom i postawionym hipotezom.

W dysertacji Doktorant odnidst sie do szerokiego, trafnie dobranego pismiennictwa
z uwzglednieniem najnowszych badan populacyjnych dotyczacych zmiennosci genetycznej.
Praca zostata napisana poprawng polszczyzng, z dbatoscig o szczegdty. Cechuje jg poprawnosé
stylistyczna, sktadniowa, ortograficzna i interpunkcyjna, co sprawia, ze czyta sie jg z fatwoscia
i duzym zainteresowaniem. Przed publikacja w jezyku polskim proponuje jednak uwaing
redakcje tekstu pod katem stowa ,,ilos¢” niepoprawnie uzytego w kontekscie rzeczownikéw
policzalnych jak warianty czy klastry i zastgpienie go stowem liczba, czyli ,liczba wariantow”,
a nie ,ilo$¢ wariantow”. Kolejna drobna uwaga dotyczy stosowania pojecia ,polimorfizm”,
ktérego Autor uzyt kilkukrotnie w pracy, cho¢ zdecydowanie czesciej uzywat zgodnie z obecnie



obowigzujgcymi wytycznymi nomenklaturowymi HGVS stowa ,wariant”. Powyzsze uwagi nie
wptywajq jednak na zrozumiatos$¢ przekazu i ogdlny odbidr tej bardzo dobrze napisanej pracy.
Tekst pracy uzupetniajg i wzbogacaja czytelne ryciny oraz niezwykle starannie przygotowane
tabele. Sposéb redakcji tekstu, tabel i rycin uwazam za wtasciwy, a wszelkie drobne uwagi
krytyczne pozostajg bez wptywu na catosciowg, pozytywng ocene pracy.

Na zakonczenie recenzji chciatabym wyraznie podkresli¢, ze rozprawe doktorska Pana
mgr Marcina Stomki oceniam bardzo wysoko. Uzyskane w toku realizacji pracy rezultaty maja
istotne znaczenie dla nauki, a takze potencjalnie dla praktyki klinicznej. Pragne zauwaziyé, ze
rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a wyniki rozprawy stanowig
rzeczywisty wktad w rozwdj wiedzy w reprezentowanej przez Doktoranta dziedzinie badan.
Choé praca w zatozeniu nie ma charakteru aplikacyjnego, to wyniki badan dostarczaja
istotnych danych o zmiennosci genéw ABC w populacji polskiej i moga przyczynié sie do
rozwoju medycyny spersonalizowane;j.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
Pana mgr Marcina Stfomki spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom na stopien 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 Komisji Uniwersytetu tédzkiego o dopuszczenie Pana mgr Marcina Stomki do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczes$nie wnioskuje do Komisji Uniwersytetu todzkiego do spraw stopni
naukowych o wyrdinienie pracy doktorskiej Pana mgr Marcina Stomki z uwagi na
wyrodiniajagcy sie jakos¢ badan, nowatorskie metody badawcze i szczegélne walory
poznawcze. Pragne podkresli¢, Zze badania takie nie byly dotad przeprowadzone w populacji
polskiej. Doktorant z sukcesem wykonat szeroki zakres nowoczesnej analizy genetycznej
przy imponujgcej wielkosci grupy badanej. Wyniki przeprowadzonych badan s3 istotnym
elementem charakteryzacji zmiennosci miedzyosobniczej i miedzypopulacyjnej dla
populacji polskiej i stanowig wainy krok naprzéd w rozwoju medycyny precyzyjnej. W mojej
ocenie praca Pana mgr Marcina Stomki zdecydowanie wykracza ponad wymagania stawiane
rozprawom doktorskim.
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