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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana magistra Michala Walczaka

pt. ,,Badania farmakogenetyczne u pacjentéw z chorobg Le$niowskiego-Crohna poddanych
terapii anty-TNF”, wykonanej w Zakladzie Funkcji Kwasow Nukleinowych Instytutu
Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu, pod kierunkiem dr hab. n. med. Marzeny Skrzypczak-

Zielinskie;j.

Material zrodlowy

Materiat zrodtowy do opracowania niniejszej recenzji stanowil oprawiony maszynopis
dysertacji doktorskiej pt. ,.Badania farmakogenetyczne u pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-
Crohna poddanych terapii anty-TNF”, obejmujacy 111 stron, w tym 14 rycin, 17 tabel oraz 165
pozycji piSmiennictwa.

Praca zostala napisana w strukturze numerowanych rozdzialow, typowej dla rozpraw
doktorskich. Zawiera nastepujace cze¢sci: wstep, hipoteza badawcza, materialy i metody, wyniki,
dyskusj¢ i podsumowanie oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim a takze wykaz
stosowanych skrotow, spis rycin i tabel.

Dodatkowo zawarto rowniez spis prac opublikowanych podczas przygotowywania

doktoratu, dokumentacj¢ udziatu w projektach i stazach naukowych.

Ocena merytoryczna

Doktorant podjat temat ciekawy i ambitny a jednoczesnie mogacy w przysztosci dostarczy¢
niezwykle praktycznych informacji dla klinicystéw. Opracowanie w przysztosci predykeyjnych
testow odpowiedzi na leczenie dang terapia biologiczng jest wysoce oczekiwane i przyczyni sie do

rozwoju coraz bardziej pozadanej personalizacji leczenia.



[. Wstep.

Wstep rozprawy skladajacy si¢ z kilku podrozdzialow, stopniowo wprowadza czytelnika w
tematyk¢ omawianego zagadnienia. Doktorant wyczerpujaco przedstawia definicje i etiologie
nieswoistych choréb zapalnych jelit w tym choroby Lesniowskiego-Crohna z naciskiem na podioze
genetyczne i epigenetyczne. Szczegolnie wazny w kontekscie planowanych badan jest podrozdziat
dotyczacy aktualnych metod leczenia z zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych i biatek
fuzyjnych, zagadnienia farmakogenetyki i medycyny personalizowanej. Cze$¢ ta konsekwentnie

prowadzi do sformutowania zalozen i celow pracy.

I1. Hipoteza badawcza i cel pracy

Hipoteza zaktada, ze pierwotny brak odpowiedzi na leczenie anty-TNF u pacjentéw z ChL-
C wynika z wariantéw sekwencji 23 genéw wybranych do badan farmakogenetycznych
uczestniczacych w dziataniu TNF (czynniki zaliczane do nadrodziny TNF, czynniki prozapalne
potencjalne mediatory braku odpowiedzi na przeciwciata anty-TNF, receptory i biatka powiazane z
apoptozg oraz receptory istotne dla mechanizméw odpowiedzi wrodzonej).
Wyznaczono nastepujace cele pracy:
-zaprojektowanie i optymalizacja metodyki przygotowania bibliotek amplikonowych do
sekwencjonowania nastgpnej generacji NGS wybranych genéw zwiazanych z dziataniem TNF i
przeprowadzenie analizy genetycznej na grupie 107 polskich pacjentéw z ChL-C leczonych
przeciwciatami anty-TNF.
-okreslenie profilu ekspresji wybranych genéw na poziomie mRNA w bioptatach jelita pobranych
od pacjentow nieodpowiadajacych na leczenie anty-TNF i poréwnanie z profilem ekspresji
pacjentéw odpowiadajacych na te terapie oraz profilem ekspresji 0s6b zdrowych.
-zbadanie wplywu przeciwcial anty-TNF na apoptoze limfocytéw T w badanej grupie pacjentéw i
0s6b zdrowych.
-okreslenie wptywu przeciwcial anty-TNF na profil ekspresji wytypowanych genéw w modelu

opartym o hodowle in vitro limfocytéw T z krwi pacjentéw z ChL-C.

Koncepcja pracy jest wlasciwa a cele czytelnie wskazujg kierunki planowanych badan.

II1. Materiaty i metody
Materiat biologiczny pochodzil od pacjentéw z choroba Lesniowskiego-Crohna bedacych

pod opiekg Katedry i Kliniki Gastroenterologii, Dietetyki i Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu
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Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Pacjenci w liczbie 107 oséb (w tym 95
0sob okreslonych jako odpowiadajacy na terapie biologiczng i 12 nieodpowiadajgcych). Chorzy
byli poddawani terapii biologicznej przeciwcialami monoklonalnymi infliksymabem i
adalimumabem zgodnie z aktualnym schematem leczenia. Oceny skutecznosci terapii dokonywano
w 12 tygodniu leczenia zgodnie z wytycznymi. Wykluczono inne mozliwe przyczyny
nieskuteczno$ci terapii.

Badanie ekspresji w wycinkach $luzéwki jelita przeprowadzono u 18 pacjentéw i 11 0s6b z
grupy kontrolne;j.

Hodowle komérkowe badano w grupie 14 0séb i 8 kontroli.

Badania uzyskaly pozytywna zgode Lokalnej Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym w Poznaniu.

Nastepnie bardzo dokladnie opisano stosowany sprzet laboratoryjny oraz kolejne etapy i
zastosowane metody: izolacji DNA z leukocytéw krwi obwodowej, izolacje RNA z bioptatow
nablonka jelita cienkiego, izolacj¢ limfocytow do hodowli komoérkowej, izolacje RNA z hodowli,
ocene ilosciowg i1 jakosciowa DNA, RNA, rozdzial elektroforetyczny w zelu agarozowym, long
range PCR, projektowanie i optymalizacje starterow, odwrotng transkrypcje, PCR w czasie
rzeczywistym, sekwencjonowanie DNA Sangera., przygotowanie bibliotek DNAI do
sekwencjonowania NGS, analiz¢ bioinformatyczng, prowadzenie hodowli komérkowych in vitro,
test cytotoksycznoscei, inkubacj¢ z przeciwciatem anty-TNF (infliksymab), oceng apoptozy.

Uzyskane wyniki badan poddano rzetelnej analizie statystyczne;j.

Narzedzia badawcze zostaly dobrane prawidlowo, pozwalajgc na realizacje postawionych celow

badawczych.

IV. Wyniki
Wyniki przeprowadzonych badan zostaty przedstawione w formie opisowej
1 tabelarycznej oraz wzbogacone o ryciny.
Zostaly one przedstawione konsekwentnie i w miar¢ mozliwosci syntetycznie pod wzgledem
merytorycznym i graficznym. Uzyskane wyniki odpowiadajg postawionym celom badawczym

pracy.

V. Dyskusja
Dyskusja przedstawiona zostala na 9 stronach. Dowodzi ona gruntownej wiedzy dotyczacej

omawianego zagadnienia, znajomosci aktualnego piSmiennictwa oraz umiejetnosci interpretacii
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wynikéw wiasnych w odniesieniu do danych z literatury. Dyskusja zostata przeprowadzona

logicznie i konsekwentnie.

VI. Podsumowanie wynikow i wnioski koficowe

Rozprawe wieficza wnioski wynikajace z uzyskanych wynikéw i odpowiadajace na
postawione cele badawcze.

Potwierdzaja one udzial czynnikow molekularnych w pierwotnym braku odpowiedzi na
leczenie anty-TNF.
-analiza genetyczna 23 wybranych genéw z uzyciem amplikowanych bibliotek NGS wykazata 11
zidentyfikowanych wariantow SNP w genach FCGR34, TNFRSFIB, FAS, ILIB i ILIR co
korelowato z pierwotnym brakiem odpowiedzi na leczenie anty-TNF. Ze wzgledu na matg grupe
badania te wymagajg potwierdzenia. Nie zidentyfikowano nowych wariantéw najczesciej
powigzanych z aktywnoscig farmakogenow. Zatem na podstawie otrzymanych wynikéw nie mozna
jednoznacznie wskaza¢ molekularnego markera braku odpowiedzi na leczenie anty-TNF.
-na podstawie analizy profilu ekspresji w bioptatach $luzéwki jelita zaobserwowano réznice w
ekspresji. mRNA genéw FCGR3A, TNFRSFIB, ADAMI7, ILIB w poszczegblnych grupach
pacjentéw nieodpowiadajgcych w poréwnaniu do odpowiadajacych i kontroli wskazujac na ich
potencjalny udzial w braku odpowiedzi na leczenie anty-TNF ale jednoczesnie sugeruja
wieloczynnikowy mechanizm tego zjawiska.
-na podstawie obserwacji badan inkubacji limfocytow T z przeciwcialem anty-TNF, nie
stwierdzono istotnego wplywu infliksymabu na proces apoptozy. Mimo tego zaobserwowano
istotne statystycznie réznice ekspresji gendw zwigzanych z tym procesem TNFRSFIB i FAS a takze
FCGR3A.
- dziatanie na komorki hodowli przeciwciatami anty-TNF reguluje w zréznicowany sposob w

zaleznosci od grupy badanej ekspresje gendow FAS, TNFRSFIB i FCGR3A.

VII. Pismiennictwo
Pismiennictwo jest bogate, obejmuje 165 trafnie wybranych pozycji, z czego znaczng

wiekszo$¢ stanowi aktualne pismiennictwo zagraniczne.



Podsumowanie i uwagi koncowe

Rozprawa doktorska stanowi wyczerpujace i przede wszystkim praktyczne opracowanie
waznego zagadnienia, dajac jednoczenie podstawy do dalszego rozwijania tego tematu.

Mimo Ze uzyskane wyniki rozprawy nie odpowiadajg jednoznacznie na postawione pytanie
czy wybrane geny i ich aktywno$¢ wplywajg na skutecznosé leczenia biologicznego, wskazuja
kierunek przyszlych badan.

Uklad pracy jest przejrzysty. plan badania przemyslany, wyniki zostaly przedstawione
rzetelnie a nastgpnie logicznie przeanalizowane. Ponadto Doktorant wykazat sic dbatoscia o

estetyke i poprawnos¢ jezykowa w przygotowaniu manuskryptu.

Przedstawiona praca spelmia kryteria okreslane w ustawie o tytulach i stopniach
naukowych, co upowaznia mnie do przedloienia wniosku Wysokiej Radzie Naukowej

Instytutu Genetyki Czlowieka PAN o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Majac na uwadze powyzsze argumenty a szczegélnie wymiar praktyczny, zwracam sie
z uprzejmg prosba do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki Czlowieka PAN o

mozliwo$é wyréznienia przedstawionej mi rozprawy doktorskiej.
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