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pt. ,Zmienno$¢ gendw kodujgcych biatka z nadrodziny ABC (ATP-binding cassette) w

populacji polskiej w odniesieniu do innych populacji”

Transportery ABC to duza rodzina biatek btonowych, ktére sg w stanie aktywnie
przenosi¢ przez membrany réznorodne egzo- i endogenne substraty, wykorzystujac
energie z hydrolizy ATP. Gtéwne fizjologiczne funkcje transporteréw ABC obejmuija,
miedzy innymi, transport lipidow, soli kwaséw zétciowych, substancji toksycznych, a
takze peptydéw zwigzanych z prezentacjg antygenéw. W farmakologii wazna jest rola
biatek ABC w transporcie lekéw i ich metabolitéw. Ze wzgledu na‘ kluczowg role
niektérych transporterow ABC (tj. ABCB1 i ABCG2) w ograniczaniu biodostepnosci
lekéw, a takze mozliwo$é wystagpienia interakcji miedzylekowych, ocena, czy dana
substancja jest substratem lub inhibitorem tych transporteréw jest obecnie wymagana
przez FDA i EMA przed rejestracjg nowego leku. Rzadkie mutacje w genach ABC
znaczgco uposledzajgce ich funkcje, zwigzane sg z wystepowaniem licznych choréb
genetycznych, ktorych fenotyp zalezny jest od fizjologicznej roli biatka, w ktérego genie
wystepujg. Zmienno$¢ genéw ABC nie ogranicza sie jednak w sposob oczywisty do
tych mutacji, a w populacjach rozpowszechnione sg warianty o stabiej wyrazonym
wptywie na funkcje transporteréw, ktérych znaczenie kliniczne w wiekszosci
przypadkow nie zostato jeszcze zdefiniowane. Poniewaz geny ABC charakteryzujg sie

znacznym zakonserwowaniem ewolucyjnym, szczegolnie w obrebie domen wigzgcych
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nukleotydy, nie mozna wykluczyé, ze wszelkie zmiany genetyczne wptywajgce
bezposrednio bgdz posrednio na funkcje transporterow mogg mieé¢ konsekwencje w
postaci predyspozycji do choréb, loséw lekéw w organizmie iub réznic fizjologicznych,
zarbwno miedzy osobnikami jak i populacjami. Rozprawa doktorska mgr Marcina
Stomki, w ktérej Autor podjat bardzo szeroko zakrojone badania dotyczace zmiennosSci
genéw ABC w populacji polskiej, wpisuje sie zatem w bardzo istotny i wazny nurt
badawczy i moze dostarczyé cennych danych, ktére mogg byé wykorzystane w
dalszych badaniach dotyczacych funkcji transporteréw lub uzyte do projektowania

testébw genetycznych.

Praca przedstawiona do recenzji ma do$¢ nietypowy (hybrydowy) uktad,
poniewaz zawiera zaréwno dwie prace, ktérych doktcrant jest pierwszym Autorem,
opublikowane w czasopismach recenzowanych z listy JCR (tzw. ,listy filadelfijskiej”),
jak i wyniki badan wczesniej niepublikowanych. Autorowi udato sie jednak sprawnie
potgczyé prezentowane wyniki w cato$¢, opatrzy¢ wspélnym wstepem i omowié w
dyskusji, przez co rozprawa ma przejrzystg forme, w ktérej czytelnikowi tatwo jest
odnalez¢ wszelkie wymagane elementy. Zakres badan zawartych w rozprawie jest
bardzo szeroki, a wskazniki bibliometryczne i dorobek naukowy kandydata prezentujg
poziom spotykany w niektérych postepowaniach habilitacyjnych. Praca liczy tgcznie
niemal 270 stron, z czego znaczng cze$¢ stanowig przedruki wczesniej
opublikowanych prac wraz z obszernymi suplementami. Pozostata cze$¢ jest
sformatowana w sposoéb typowy dla rozpraw doktorskich, zawiera wstep, cel pracy,
opis wykorzystanych materiatdw i metod badawczych, uzyskane wyniki i dyskusje,
opatrzone dwoma streszczeniami, w jezyku polskim i angielskim. Bibliografia zostata
bardzo dobrze dobrana merytorycznie, odpowiednio zacytowana w tekscie, zawiera
gtébwnie anglojezyczne artykuty z renomowanych czasopism, opublikowane w ostatniej
dekadzie. Liczne tabele i ryciny bardzo utatwiajg czytelnikowi zrozumienie

omawianych wynikow i majg swoje odnos$niki w tekscie.

Dobrze napisany, cho¢ niezbyt obszerny wstep do pracy stanowi merytoryczne
i aktualne wprowadzenie do tematyki podejmowanych badan. Autor charakteryzuje
budowe i funkcje biatek ABC, przytacza przyktady patogennych mutacji w kodujgcych
je genach, opisuje znaczenie transporterow w przebiegu farmakoterapii, w tym
zjawisko opornosci wielolekowej, a takze przytacza nieco informacji na temat

wspotczesnych mozliwoéci prowadzenia populacyjnych badan genetycznych. Wstep

Strona2z 6



jest napisany w sposob zrozumiaty, klarowny i w petni uzasadnia podjecie

realizowanych badan.

Zgodnie z tytutem rozprawy, gtéwnym jej celem byta charakterystyka
zmiennoéci gendéw kodujgcych biatka ABC w populacji polskiej i jej porownanie z
innymi populacjami. Na potrzeby pracy Autor sformutowat trzy hipotezy, dotyczace: 1)
przewagi rzadkich wariantéw w obrebie badanych genéw, 2) istotnych réznic pomiedzy
populacjg polskg a populacjami o innym pochodzeniu etnicznym w czestosci
wystepowania wariantéw genéw ABC, 3) istotnych réznic pomiedzy populacjg polskg
a innymi populacjami europejskimi (o podobnym pochodzeniu etnicznym). Cel i
hipotezy pracy zostaly adekwatnie dobrane, sformutowane w sposéb precyzyjny i

jednoznaczny.

W rozdziale ,Materiat i metody” Autor pracy w pierwszej kolejnosci przytacza
opis préb DNA i metod wykorzystanych przy analizie genéw ABCC1 i ABCG2: HRM,
sekwencjonowania metodg Sangera (zastosowanego do weryfikacji wynikow analizy
HRM), a takze metody analizy statystycznej nierébwnowagi sprzezen oraz analizy in
silico wptywu wykrytych wariantéw niesynonimicznych na funkcje kodowanego biatka.
Opis metod w teksécie rozprawy jest skrotowy, ale ich bardziej szczegotowa, obszerna
charakterystyka jest podana we wchodzacych w jej sktad opublikowanych pracach i
suplementach do nich. Znacznie szerzej w dysertacji opisane zostaty: metodyka badan
genetycznych z wykorzystaniem mikromacierzy oraz narzedzia bioinformatyczne
wykorzystane do analizy uzyskanych danych genomowych. Metody opisane sg w
sposOb prawidtowy, chociaz uzyty jezyk miejscami nosi znamiona zargonu
laboratoryjnego (np. ,zimputowane dane”, ,zgenotypowane probki”, ,ptytki 96-
fiolkowe”, ,topiony produkt PCR”). Przy opisie analizy asocjacyjnej catego genomu
przydatoby sie zdanie na temat tego, jakie asocjacje bylty badane, a przy analizie
transkryptomu - niespecjalistyczny opis zawarto$ci uzytej bazy danych, co
umozliwitoby czytelnikowi niezwigzanemu z badaniami genomowymi lepsze
zrozumienie celowosci przeprowadzanych analiz oraz tego, w jaki sposéb
wykorzystanie tych danych umozliwito powigzanie uzyskanych wynikow badan

zmiennos$ci genetycznej z ekspresjg genéw w réznych tkankach.

Uzyskane wyniki przedstawiono w sposéb czytelny, w postaci rycin oraz tabel.
Wyniki zostaly takze odpowiednio opisane i skomentowane w tekscie pracy.

Najbardziej zaawansowane metodycznie sg niewatpliwie wyniki (i ich analiza)
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dotyczgce klastrowania, ktére dostarczyly ogromu danych do weryfikacji hipotez
badawczych postawionych w rozprawie. Niezwykle ciekawa i znaczgca klinicznie jest
ostatnia z przeprowadzonych analiz, dotyczaca zwigzku profilu genetycznego z
ryzykiem wystepowania wybranych choréb cywilizacyjnych, w ktoérej wykazano

zalezne od czynnikéw dziedzicznych ryzyko wystepowania cukrzycy.

W rozdziale ,Dyskusja” uzyskane wyniki zostaty przez Doktoranta szerzej
omoéwione na tle dostepnej literatury. Dyskusja przeprowadzona jest precyzyjnie i
rzeczowo, Autor w prawidtowy sposob przedstawia najwazniejsze osiggniecia pracy
w szerszym kontekScie, nie tylko poréwnujgc zmienno$¢ genetyczng miedzy
populacjami, ale takze analizujgc potencjalne przyczyny obserwowanego w
modelowaniu klastrowania z uwzglednieniem funkcji badanych genéw. Potencjalne
wykorzystanie praktyczne uzyskanych wynikbw moze obejmowaé, miedzy innymi,
projektowanie celowanych testéw genetycznych, dedykowanych badaniom w
populacji polskiej, ktére mogtyby by¢ uzyteczne np. w przypadku okreslenia
predyspozycji genetycznych pacjenta do eliminacji substratéw farmakologicznie
waznych transporteréw (np. ABCG2 - BCRP).

Bardzo ciekawa, cho¢ niewatpliwie wymagajgca dalszej weryfikacji jest obserwacja
dotyczgca wptywu zmienno$ci w obrebie genéw ABC na ekspresje innych genéw oraz
proba analizy konsekwencji tego zjawiska. Umiejetnosci prawidtowej interpretaciji
uzyskanych wynikéw, oceny wagi poszczegdlnych obserwacji oraz poréwnania
rezultatbw badan wtasnych z rezultatami innych badaczy $wiadczg o dojrzatosci
naukowej Autora i duzym doswiadczeniu w pracy naukowej.

Nalezy uznaé, ze przeprowadzone badania umozliwity rzetelng weryfikacje hipotez
postawionych w pracy, a wnioski zostaty przez Autora sformutowane precyzyjnie i majg

pokrycie w uzyskanych wynikach.

Najwazniejsze uwagi, wymagajgce, w mojej opinii, ustosunkowania sie do nich

Doktoranta podczas obrony pracy, sg nastepujace:

1) Liczebno$S¢ grup wykorzystanych w poszczegélnych etapach badan zostata
szczego6towo opisana w pracy, jednak nie zostata w zaden sposéb uzasadniona w
jej tekécie. Czy w badaniach zmiennosci genéw ABCC1 i ABCG2 zastosowano

jakie$ inne, poza pojemnoscig ptytek do PCR, kryteria okreslenia wielkosci grupy
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2)

4)

badanej? Czy przeprowadzono jakies wcze$niejsze analizy dotyczgce mocy
statystycznej badania?

Doktorant wskazuje w dyskusji, ze jednym z ograniczen badan byto zastosowanie
w badaniach genomowych mikromacierzy, a technologia ta nie daje petnej
informaciji na temat zmiennosci genetycznej, poniewaz umozliwia jedynie detekcje
wariantéw wczeéniej opisanych, uwzglednionych przy projektowaniu przez
producenta mikromacierzy. W konsekwencji, uniemozliwito to uwzglednienie w
analizie genomowej niektorych genow, w tym kodujacych wazne farmakologicznie
transportery, jak ABCB1, ABCC1 czy ABCG2. Dlaczego zatem przy realizacji tak
szeroko zakrojonego projektu zdecydowano o wyborze technologii mikromacierzy,
a nie sekwencjonowania NGS?

Autor pracy, klasyfikujagc obserwowane warianty genetyczne jako rzadkie lub
czeste, przyjat jako punkt odciecia czesto$¢ ich wystepowania w badanej populacii
réowng 0,05 (5%). W wielu innych badaniach stosowana jest jako kryterium
czestos$é 0,01 (1%), co utrudnito Doktorantowi w dyskusji bezposrednie
poréwnanie uzyskanych wynikbw z pracami innych autoréw. Jakie byto
uzasadnienie przyjecia wspomnianego kryterium w analizie?

W analizie wynikéw badan genomowych pod katem ryzyka wybranych chordb
cywilizacyjnych, grupa badana zostata bardzo pobieznie opisana w zakresie
danych klinicznych i demograficznych, autor nie podaje ptci ani wieku badanych,
ani kryteriéw rozpoznania analizowanych choréb. Brak informacji, czy choroby te
wystepowaty w rodzinie, czy tez byly deklarowane przez pacjenta, a np. w
przypadku cukrzycy — o jaki typ choroby chodzi. Tymczasem dla wielu z tych
chorob wiek lub pteé sg czynnikami ryzyka i powinny by¢ w jakis sposob
uwzglednione w analizie, np. poprzez przeprowadzenie dodatkowych poréwnan w

obrebie kobiet i mezczyzn oraz w podgrupach osdb w réznym wieku.

Ponadto, tekst pracy zawiera takze pewne drobne biedy o charakterze

typograficznym i gramatycznym. Btedoéw tych jednak nie przytaczam, ze wzgledu na

brak ich znaczenia dla merytorycznej oceny pracy.
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Podsumowujac, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w 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. 22017 r., poz.
1789), tj. stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazuje ogoing
wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie nauki biologiczne oraz umiejetno$é
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z powyzszym, zwracam sie
do Komisji Uniwersytetu t6dzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki
biologiczne o dopuszczenie Pana mgr Marcina Stomki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednocze$nie, biorgc pod uwage wysoki poziom merytoryczny i zastosowanie
nowoczesnych metod badawczych oraz zaawansowanych bioinformatycznych metod
analizy danych, a takze unikatowo$¢ uzyskanych wynikéw badan genetycznych,
zwracam si¢ do Komisji z wnioskiem o wyrdéznienie rozprawy doktorskiej Pana mgr
Marcina Stomki. W mojej opinii, zakres badan przeprowadzonych i przedstawionych
przez Doktoranta znacznie przekracza wymagania stawiane rozprawom doktorskim.
Dodatkowym argumentem uzasadniajgcym wyrdznienie pracy jest fakt opublikowania
czesci wynikow w formie dwéch artykutéw w czasopismach o relatywnie wysokim
wspoétczynniku impact factor, ktére na dzien sporzadzania recenzji byly 15 razy

cytowane przez innych autoréw (wg. bazy Scopus).

KIEROWNIK
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