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Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny Swierkowskiej podejmuje aktualne i wazne ze
wzgleddw spotecznych i medycznych, ale jednoczesnie bardzo trudne zagadnienie okreslenia udziatu
uwarunkowan genetycznych i epigenetycznych w rozwoju wysokiej krétkowzrocznosci. Dane
epidemiologiczne wskazuja na alarmujacy wzrost liczby 0sdb z krétkowzrocznoscig. W Polsce okoto
jedna czwarta populacji 0sob dorostych dotknieta jest tg wada wzroku. Wyniki badar naukowych
dowodza udziatu réiznych czynnikéw $rodowiskowych zwigkszajgcych  ryzyko  rozwoju
krétkowzrocznosci, jak réwniez udziatu uwarunkowan genetycznych w patogenezie tej choroby.
Procesy epigenetyczne stanowig istotny facznik pomiedzy indywidulng konstytucja genetyczng i
oddziatywaniem $rodowiska, wptywajac na regulacje ekspresji gendw. Badania nad rolg czynnikow
genetycznych w rozwoju wysokiej krétkowzroczno$ci w populacji polskiej pochodza przede wszystkim
z zespotu kierowanego przez Panig Prof. Marzene Gajecka, promotora niniejszej pracy. Zadania
badawcze podjete w tej rozprawie doktorskiej stanowia zatem kontynuacje obszaru zainteresowar i
osiggnie¢ promotora, jak réwniez promotora pomocniczego Pani Dr Justyny Karolak. Z uznaniem

nalezy przyja¢ wybdr aktualnego tematu pracy doktorskie;.




Praca doktorska p. mgr inz. Joanny Swierkowskiej ma charakter i uktad typowy dla rozpraw
doktorskich. Liczy 154 strony i zawiera 12 rycin, 62 tabele, 7 tabel zamieszczonych jako zatgczniki oraz
starannie dobrane, aktualne i wtasciwe zacytowane piSmiennictwo.

Wstep pracy doktorskiej zostat podzielony na 7 gtéwnych czesci, w ktérych Doktorantka
krétko przedstawia zasade tworzenia obrazu widzianych przedmiotéw, charakterystyke kliniczng i
typy klasyfikacji krétkowzrocznosci. Nastepnie przechodzi do omodwienia epidemiologii
krétkowzrocznosci i czynnikéw $Srodowiskowych warunkujgcych jej powstawanie. Najwiecej miejsca
we Wstepie poswieconego jest aktualnemu stanowi wiedzy na temat roli czynnikéw genetycznych w
etiologii krotkowzrocznosci. Te czes¢ rozprawy Doktorantka konczy przedstawieniem zwieztego
uzasadnienia podjecia tematu pracy badawczej. Wstep pracy zostat przygotowany starannie i
oceniam go jako niezwykle wartosciowy. Stanowi on przeglad aktualnej wiedzy na temat
uwarunkowan genetycznych i epigenetycznych w powstawaniu krétkowzrocznosci. Pewien niedosyt
pozostawia jednak pominiecie we Wstepie chocby krétkiego przedstawienia parametréow
okulistycznych, ktére w dalszej czesci pracy sg szeroko poréwnywane. Ich analiza jest jednym z
czterech celdw szczegbétowych pracy.

Cele pracy, zaréwno cel ogdlny przedstawiony jako ,..identyfikacja nowych czynnikow (epi)-
genetycznych zaangazowanych w etiologie wysokiej krotkowzrocznosci u polskich pacjentéw”, jak i cele
szczegbtowe zawarte w 4 punktach zostaty jasno i logicznie sprecyzowane, i wynikajg z przestanek
opisanych we Wstepie. Przechodzac do tej czesci pracy staje sie jasne, dlaczego przedrostek ,epi-” w
tytule pracy doktorskiej zostat umieszczony w nawiasie. Celem badari p. mgr inz. Joanny Swierkowskiej
byta nie tylko analiza catogenomowej metylacji DNA jako jednego z elementéw proceséw
epigenetycznych u dzieci z wysokg krétkowzrocznoscia, ale réwniez poszukiwanie zwigzku wariantow
sekwencji DNA z wystepowaniem wysokiej krétkowzrocznosci i z réznymi parametrami okulistycznymi.

Materiaty i metody zawierajg szczegdétowe informacje o badanych pacjentach i charakterystyke
badanych grup, wzbogacong graficznym przedstawieniem rodowoddw, uczestniczacych w badaniu,
rodzin. Ta czes$¢ pracy zawiera réwniez doktadny spis stosowanych odczynnikdéw, aparatury oraz liste baz
danych i narzedzi bioinformatycznych, ktére byty wykorzystane przez Doktorantke. W tej czesci pracy
wymienione sg rdwniez badania okulistyczne, ktdrym poddawani byli pacjenci oraz niezwykle starannie
opisane zwtaszcza metody analiz statystycznych i metodyka badan genetycznych i epigenetycznych,
stosowanych przez Doktorantke. Przygotowanie materiatu, analiza i weryfikacja wynikéw
sekwencjonowania wysokoprzepustowego oraz analiza wynikéw catogenomowej metylacji i ich
walidacja zostaty przeprowadzone zgodnie z obowigzujgcg wiedzg i zasadami.

Cze$¢ rozprawy doktorskiej zawierajgca wyniki badan zostata przygotowana niezwykle
szczegdtowo i stanowi podstawowy element rozprawy doktorskiej. Ponad potowe tej czesci pracy
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zajmuje wieloaspektowa analiza danych klinicznych pozyskanych od cztonkéw polskich rodzin z
dziedziczng wysokg krétkowzrocznoscia, z uwzglednieniem statystyki opisowej, testowej i analizy
korelacji parametréw okulistycznych. Szkoda, ze tak ciekawe z punktu widzenia klinicznego wyniki
badan, wykazujgce bardzo istotne statystycznie réznice nie znalazty swojego odzwierciedlenia w tytule
pracy doktorskiej i moga umkna¢ uwadze praktykéw klinicznych i naukowcdéw.

Zajmujac sie wariantem c.1049G>T w genie ZC3H13, Doktorantka podsumowuje, Ze nie ma
zgodnosci miedzy wynikami sekwencjonowania eksomowego, kt6re wskazujg, ze wariant jest
heterozygotyczny, a wynikami sekwencjonowania metodg Sangera pokazujacymi, ze zmiana w tym
genie obecna jest u badanego pacjenta w ukfadzie homozygotycznym i zostata odziedziczona od
jednego z rodzicéw. Tym samym Doktorantka podejrzewa wystapienie u badanego pacjenta delecji w
tym regionie, co ttumaczytoby obserwowang homozygotyczno$¢ zmiany w sekwencjonowaniu
metodg Sangera. Uwazam, ze analizujgc ten wynik nalezataby jeszcze gtgbiej zastanowi¢ sie nad
réznicami w zasadach dziatania obu metod sekwencjonowania, jak réwniez, skad w
sekwencjonowaniu eksomowym pojawity sie odczyty nie tylko dla sekwencji z analizowanym
wariantem, ale rowniez dla sekwencji referencyjnej. Moim zdaniem prawdopodobnym
wytlumaczeniem tych rozbieznosci moze by¢ brak amplifikacji jednego allelu genu ZC3H13
zawierajacego sekwencje referencyjng w reakcji faricuchowej polimerazy (PCR), ktéra jest
podstawowym elementem sekwencjonowania metodg Sangera. Moze sie to zdarzy¢, jezeli
zaprojektowany starter nie wigze sie komplementarnie z sekwencjg matrycowg, na przyktad na
skutek wystepowania w miejscu wigzania alternatywnego wariantu sekwencji. W tym wypadku
mogtoby to mie¢ miejsce dla jednego allelu genu ZC3H13 zawierajacego sekwencje referencyjna.
Wéwczas nie powstawatby produkt PCR z tego allelu, dajgc obraz pozornie homozygotycznego
wariantu ¢.1049G>T w genie ZC3H13 u pacjenta i obecno$¢ tej zmiany tylko u jednego z rodzicow.
Prostg metody weryfikacji tego przypuszczenia bytoby ponownie wykonanie sekwencjonowania
metoda Sangera w badanej rodzinie z wykorzystaniem innej pary starteréw do reakcji PCR.

Weryfikujagc wyniki sekwencjonowania eksomowego Doktorantka identyfikuje warianty
genoéw ABCC6, FLRT3 i SLC35E2B jako specyficzne dla pojedynczych rodzin i stwierdza, ze nie
segreguja one z fenotypem wysokiej krétkowzrocznosci w pozostatych badanych rodzinach.
Weryfikacja wynikéw sekwencjonowania eksomowego odbywatfa sig z wykorzystaniem réznych
kryteriéw filtrowania. Przedstawione analizy ograniczaly sig¢ do wytypowanych genéw moggcych
mieé¢ zwigzek z patologig narzadu wzroku. Czytajgc te czg$¢ pracy zastanawiafam sie, czy Doktorantka
w swoich analizach brata pod uwage poszukiwanie wspélnego wariantu genetycznego lub réznych
wariantéw w tym samym genie dla wszystkich lub wigkszosci pacjentow z wysokg
krétkowzrocznoscig poddanych sekwencjonowaniu eksomowemu. Wowczas mogtaby spojrzeé
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szeroko na otrzymane wyniki bez koniecznosci zawezania analiz do grupy gendéw powigzanych z
funkcjonowaniem narzgdu wzroku lub stwierdzong ekspresjg w oku.

Bardzo obiecujgcg czescig pracy s3 wyniki catfogenomowej metylacji DNA. Doktorantka
identyfikuje zaréwno obszary hiper- jak i hipometylowane u pacjentéw z wysokg krétkowzrocznoscig
i identyfikuje Sciezki sygnatowe, ktére mogg odgrywac role w etiologii krétkowzrocznosci, tym samym
zostajg wytyczone dalsze kierunki badan nad powstawaniem wysokiej krétkowzrocznosci u polskich
pacjentéw.

W czesci Wyniki mojg uwage zwrécity rowniez drobne niescistosci. W rdzny sposéb
przedstawiono wytypowane do weryfikacji warianty genetyczne. W wiekszosci tabel nie podano
numeréw sekwencji referencyjnych i stosowano wymiennie skréty jedno- i trzyliterowe dla
aminokwaséw. Doktorantka postuzyta sie nieprecyzyjnymi, cho¢ potocznie uzywanymi okresleniami np.
»hadcisnienie”, ,astma”, ,zawat serca” przy charakterystyce chordob wspdtistniejgcych w grupie
badanych pacjentéw, majac na mysli najprawdopodobniej ,nadcisnienie tetnicze”, ,astme oskrzelowg” i
»Zawat miesnia sercowego”. Najpewniej btedem edytorskim w tabeli nr 14 przy opisie pacjenta HM-71-
03 jest obecnos¢ obok stowa ,,nadcisnienie” réwniez okreslenia ,nadci$nienie tetnicze”.

W czesci Dyskusja Doktorantka przechodzi do oméwienia uzyskanych wynikéw. Ta cze$¢
pracy podzielona jest na 5 podrozdziatéw, w ktérych Doktorantka bardzo szczegétowo odnosi sie do
otrzymanych danych, przedstawiajgc je w szerokim kontekscie innych badan i ogdlnej wiedzy na
temat powstawania krotkowzrocznosci. Dyskusje konczy jednostronicowe podsumowanie. Dyskusja
jest dobrze napisana i wskazuje, ze Doktorantka posiada umiejetnos¢ krytycznej oceny wynikéw
badan naukowych. Rozprawe doktorska konczg wnioski, ktére w sposéb wiasciwy odnoszg sie do

uzyskanych wynikéw.

Z wyjatkiem powyzszych uwag i drobnych niedociggniec (kilkakrotnie niedokoriczone zdania,
drobne btedy edytorskie) nie stwierdzam zadnych istotnych uchybienn w przedstawionej mi do oceny
pracy doktorskiej. Praca doktorska p. mgr inz. Joanny Swierkowskiej spetnia ustawowe wymogi
stawiane rozprawom na stopien doktora i Doktorantka uzyskata dojrzato$¢ naukowq uprawniajaca ja
do starania sie o ten stopied naukowy. Zwracam sie do Wysokiej Rady o przyjecie recenzji pracy

doktorskiej i dopuszczenie Pani mgr inz. Joanny Swierkowskiej do dalszego etapu postepowania i
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