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pt. ,Badania farmakogenetyczne u pacjentéw z choroba LeSniowskiego-Crohna

poddanych terapii anty-TNF”.

Rozprawa doktorska zostata zrealizowana w Instytucie Genetyki Czlowieka Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu pod kierunkiem Pani promotor dr hab. n med. Marzeny
Skrzypczak-Zielinskiej. Praca byla realizowana w ramach projektéw ,,Mlodzi Naukowcy”
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu oraz ze Srodkéw Narodowego Centrum Nauki

w ramach grantu SONATA, nr 2016/23/D/NZ2/01620 przyznanej pani Promotor.

Dwadziescia lat po opublikowaniu peinej sekwencji genomu cztowieka, szczegdtowe
wyjasnienie molekularnych mechanizméw chor6b genetycznych czy precyzyjne dopasowanie
terapii dla konkretnego pacjenta nadal pozostaje wyzwaniem.

Szereg projektow badawczych w dziedzinie genomiki zrewolucjonizowat medycyne
i biotechnologie. Czegs$¢ zespotéw koncentruje sie (i) na charakterystyce elementow
funkcjonalnych genomu, (ii) inni badacze identyfikujg warianty sekwencji nukleotydowej
DNA pojedynczych genéw, ktére moga wplywal na skuteczno$¢ terapii, (iii) a
zidentyfikowanie nowych translokacji w ramach badan nad genomem raka — precyzuje nowe
cele molekularne.

Medycyna personalizowana z wyzwania kart podrecznikow stata si¢ rzeczywistoscia
w onkologii. Podczas kwalifikacji pacjenta do programéw lekowych wymaga sie okreslenia
konkretnych genetycznych biomarkeréw predykcyjnych w tkance nowotworowej phuca, piersi,

Jajnika, jelita grubego czy czerniaka. Doskonatym przykiadem jest niedrobnokomérkowy rak
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pluca, gdzie analiza molekularna genu EGFR czy cytogenetyczna analiza rearanzacji genu ALK
czy ROS w komorkach nowotworowych jest obecnie rutynowym badaniem genetycznym.
Identyfikacja tych somatycznych zmian pozwala na zastosowanie odpowiednich inhibitoréw
receptora kinazy tyrozynowej 1, II czy Il generacji.

O ile badania farmakogenetyczne czy farmakogenomiczne przezywaja swoj renesans
w onkologii dzigki projektowi sekwencjonowania genomu raka (ang. The Cancer Genome
Atlas, TCGA), to farmakogenetyka w chorobach zwigzanych ze stanem zapalnym,
nieprawidlowosciami w funkcjonowaniu ukladu immunologicznego jest nadal eksplorowana
i nie ma tak szerokiego przelozenia na procedury medyczne.

Ostatni rok pandemii uwypuklil problem pacjentéw z nieswoistymi stanami zapalnymi
jelit czy przyjmujacymi leki immunosupresyjne. Sprzeczne informacje dotyczace wickszego vs
mniejszego ryzyka zakazenia wirusem SARS-CoV-2 i ciezkiego vs lzejszego przebiegu
choroby COVID-19 - wskazuja dalszg potrzebg badan zar6wno nad patogenezg nieswoistych
choréb zapalnych jelit, jak i badafi farmakogenomicznych. Poszukiwanie predykcyjnych
wariantow genetycznych dla choroby Lesniowskiego-Crohna, w szczegdlnosci dla pacjentow
poddanych terapii opartych o przeciwciala monoklonalne anty-TNF wydaje si¢ by¢
bezprecedensowo potrzebnym tematem badawczym realizowanym w zespole pani promotor
dr hab. n med. Marzeny Skrzypczak-Zielinskiej.

Trafno$¢ wyboru tematu rozprawy doktorskiej bezposrednio odzwierciedla réwniez 5 z
7 artykutéw opublikowanych w trakcie przygotowywania doktoratu, ktore sg bezposrednio
zwiazane z tematem dysertacji a doktorant Pan mgr inz. Michat Walczak jest pierwszym badz
drugim wspotautorem. Tym samym, stwierdzam, ze badane zagadnienia przedstawione
w rozprawie sg aktualnym tematem badawczym a wyniki przedstawione w rozprawie sg
pozadane nie tylko w aspekcie naukowym ale rowniez aplikacji kliniczne;j.

Przedstawiona rozprawa zawiera 111 stron wydruku komputerowego, z podziatlem na
11 rozdzialéw, z ktérych najwazniejszymi, moim zdaniem sg: wstep, cel pracy doktorskiej,
materialy i metody, wyniki, dyskusja i podsumowanie z wnioskami koncowymi,
pi$miennictwo. Rozprawa doktorska zawiera 14 rycin, 17 tabel, a dobér pismiennictwa i jego
aktualno$¢ nie budzi zastrzezen.

WSTEP: w pierwszej czgsci rozprawy zawarta zostata etiologia, patomechanizm oraz
terapia choroby Les$niowskiego-Crohna i brak odpowiedzi na leczenie przeciwcialami anty-
TNF. W sposoéb szczegdtowy opisano mediatory braku odpowiedzi na leczenie anty-TNF,

interleukiny, metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej czy biatka z rodziny S100. Autor



wyjasnia pojecie medycyny personalizowanej i znaczenia badan farmakogenetycznych w tym
badan z uzyciem wysokoprzepustowych narzedzi biologii molekularnych, jak NGS.

Doktorant jasno okreslit HIPOTEZE BADAWCZA i nastepujace 4 cele badawcze: (1)
zaprojektowanie, optymalizacje bibliotek oraz identyfikacj¢ wariantéw genetycznych
uczestniczacych w dziataniu TNFa przy uzyciu sekwencjonowania nowej generacji (2)
identyfikacje profili ekspresji wybranych gendéw w zaleznosci od odpowiedzi na leczenie anty-
TNF (3) analize wplywu przeciwciat anty-TNF na apoptoze limfocytéw T oraz (4) analizg
funkcjonalna.

MATERIALY i METODY: Doktorant w sposéb szczegétowy opisat metodologi¢ na 25
stronach, dodatkowo uzupelniajgc 13 tabelami. Materiat do badan pochodzil od pacjentéw
zdiagnozowanych z chorobg Le$niowskiego-Crohna i zostal pozyskany przy wspolpracy
z Uniwersytetem Medycznym im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Grupy badane oraz
metody zostaly prawidlowo wybrane.

Pan mgr inz. Michal Walczak opanowal zaréwno metody biologii molekularnej
i biologii komorki: zaprojektowal i zoptymalizowat startery, wykorzystat Long Range PCR
celem wzbogacenia analizowane]j sekwencji, poddat badane DNA analizie z wykorzystaniem
PCR w czasie rzeczywistym, sekwencjonowaniu kapilarnemu i sekwencjonowaniu nowej
generacji facznie z analizami bioinformatycznymi, po prowadzenie hodowli komérkowych in
vifro, testy cytotoksycznosci i cytometrie przeplywows. Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt,
ze Doktorant korzystat z roznych repozytoriow, baz danych i platform bioinformatycznych
szczeg6towo wymienionych w podrozdziale 5.5.13. Nie ograniczyt sig tylko do prostych analiz
Indel czy polimorfizméw pojedynczego nukleotydu, ale poszerzyl analizy bioinformatyczne
o ocene funkcjonalno$ci wariantow istotnych statystycznie.

Rozdziat WYNIKI zawiera 16 stron opisu, 2 tabele i 11 rycin. Przejrzysta i logiczna prezentacja
wynikéw rzutuje pozytywnie na cato$é rozprawy doktorskiej. Wyniki zostaly zaprezentowane
przy pomocy bogactwa roznych form: tabel, wykreséw (np. parametry kliniczne, doktadnos¢
sekwencjonowania, ocena cytotoksycznosci), map cieplnych (czgstosci wystepowania
genotypow), schematow (nieréwnowagi sprzezen polimorfizméw). Staranna selekcja grupy
badanej, dbato$¢ o zabezpieczenie roznego materiatu do badan (np. krew, bioptat z blony
Sluzowej jelita cienkiego — tkanka ze stanem zapalnym vs tkanka zdrowa), przygotowanie
autorskiego panelu genéw z optymalizacija bibliotek do analiz technikg NGS, to tylko niektore

przyktady wskazujace z jaka dbatoscia zostata zaplanowana praca badawcza.
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Szczegdtowe opisy punktéw kontrolnych sekwencjonowania nowej generacji,
kontrolna walidacja wynikow NGS poprzez zastosowanie sekwencjonowania kapilarnego,
analiza asocjacji zidentyfikowanych wariantéw i funkcjonalne analizy in silico z identyfikacja
miRNA, ktore potencjalnie wiazag si¢ w miejscu zidentyfikowanego polimorfizmu sa

przyktadem duzej starannosci i rzetelno$ci naukowej.

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

1) zaprojektowanie i zoptymalizowanie panelu 23 gendéw oraz analize¢ genetyczng
z wykorzystaniem  wysokoprzepustowej  technologii w  zakresie  badan
farmakogenetycznych u pacjentéw zdiagnozowanych z choroba Le$niowskiego-Crohna
paddanych terapii anty-TNF.

2) analiz¢ ekspresji genow: FCGR3A, TNFRSFIB, ADAMI7, ILIB na materiale
tkankowym od pacjentow nieodpowiadajacych versus odpowiadajacych na leczenie
i grupa kontrolna.

3) charakterystyke zidentyfikowanych zmian oraz wstepng analize wplywu badanych

polimorfizmo6w na ekspresje mRNA

DYSKUSJA: W dyskusji Pan mgr inz. Michat Walczak umiej¢tnie konfrontuje wyniki swoich
prac z wynikami dostepnymi w $wiatowej anglojezycznej literaturze. Z niezwykla
przyjemnoscig czytalam dyskusje rozprawy, w ktorej Doktorant jest §wiadomy ograniczen
podczas przeprowadzonych badafi, a z drugiej strony dalekowzrocznie ocenia wplyw
zidentyfikowanych substytucji na rézne etapy obrobki RNA: od transkrypcji, sktadania genow
po stabilno$¢ mRNA. Kandydat stawia nowe hipotezy badawcze i kresli nowe mozliwosci
badafn. Dyskutuje nad molekularnymi mechanizmami dziatania lekéw biologicznych i
potencjalnymi dalszymi badaniami, ktore by pomogly rozszerzy¢ wiedzg o zakres aplikacyjny.
Uzyskane wyniki nie daja jednoznacznej odpowiedzi czy geny badane w niniejszej rozprawie
bezposrednio przyczyniaja si¢ do modyfikacji dziatania leczenia biologicznego u pacjentow
nieodpowiadajacych na terapie przeciwciatami anty-TNF. Niemniej jednak zdobyta wiedza
w zakresie genotyp:odpowiedZ na leczenie u pacjentéw z choroba Lesniowskiego-Crohna
przybliza nas w kierunku medycyny personalizowane;j.

Rozprawe doktorska koniczy PODSUMOWANIE WYNIKOW i poprawnie
sformutowane WNIOSKI KONCOWE, ktére s3 odpowiedziami na wczesniej sformutowane

hipotezy badawcze i zaplanowane cele. Dalej rozprawa doktorska zawiera 165 pozycji



Szczegbtowe opisy punktow kontrolnych sekwencjonowania nowej generacii,
kontrolna walidacja wynikow NGS poprzez zastosowanie sekwencjonowania kapilarnego,
analiza asocjacji zidentyfikowanych wariantéw i funkcjonalne analizy in silico z identyfikacja
miRNA, ktére potencjalnie wigza si¢ w miejscu zidentyfikowanego polimorfizmu s3

przykiadem duzej starannosci i rzetelnosci naukowe;j.

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

1) zaprojektowanie i zoptymalizowanie panelu 23 genéw oraz analiz¢ genetyczng
z wykorzystaniem  wysokoprzepustowej  technologii ~w  zakresie  badan
farmakogenetycznych u pacjentow zdiagnozowanych z choroba Lesniowskiego-Crohna
paddanych terapii anty-TNF.

2) analize ekspresji genow: FCGR3A4, TNFRSFIB, ADAMI7, ILIB na materiale
tkankowym od pacjentéw nieodpowiadajacych versus odpowiadajacych na leczenie
i grupa kontrolna.

3) charakterystyke zidentyfikowanych zmian oraz wstepng analiz¢ wplywu badanych

polimorfizméw na ekspresj¢ mRNA

DYSKUSJA: W dyskusji Pan mgr inz. Michat Walczak umiejetnie konfrontuje wyniki swoich
prac z wynikami dostepnymi w $wiatowej anglojezycznej literaturze. Z niezwykly
przyjemnodcig czytatam dyskusje rozprawy, w ktérej Doktorant jest Swiadomy ograniczen
podczas przeprowadzonych badan, a z drugiej strony dalekowzrocznie ocenia wplyw
zidentyfikowanych substytucji na rézne etapy obrobki RNA: od transkrypcji, sktadania genow
po stabilno§¢ mRNA. Kandydat stawia nowe hipotezy badawcze i kresli nowe mozliwosci
badan. Dyskutuje nad molekularnymi mechanizmami dziatania lekéw biologicznych i
potencjalnymi dalszymi badaniami, ktore by pomogly rozszerzy¢ wiedze o zakres aplikacyjny.
Uzyskane wyniki nie dajg jednoznacznej odpowiedzi czy geny badane w niniejszej rozprawie
bezposrednio przyczyniaja si¢ do modyfikacji dzialania leczenia biologicznego u pacjentéw
nieodpowiadajacych na terapie przeciwciatami anty-TNF. Niemniej jednak zdobyta wiedza
w zakresie genotyp:odpowiedZ na leczenie u pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohna
przybliza nas w kierunku medycyny personalizowane;j.

Rozprawg¢ doktorskg konczy PODSUMOWANIE WYNIKOW i poprawnie
sformutowane WNIOSKI KONCOWE, ktére sa odpowiedziami na wezesniej sformutowane

hipotezy badawcze i zaplanowane cele. Dalej rozprawa doktorska zawiera 165 pozycji



literaturowych, z ktérych 67% (111 artykulow naukowych) zostalo opublikowanych w

ostatnich 10 latach.

Tekst rozprawy zostal napisany poprawnie z bardzo duza dbatoécia o jezyk ojczysty, cho¢ nie

uchronit si¢ od pojedynczych niedociggnigé:

pojedyncze btedy interpunkcyjne (np. str. 63. Rozdziat 5.5.1.) i literéwkowe (np. str.
98. Jest ,,reguluje” powinno by¢ ,reguluje” ;

niescistosci w thumaczeniu (np. str. 92)

jest: wycinanie intronoéw (ang. splicing);

powinno by¢ albo: wycinanie introndéw (ang. intron excision);

albo: ,,sktadanie genow” (ang. splicing”).

w rozdziale 5: Materiat i Metody brakuje krétkiego opisu, na podstawie jakich
parametréw Doktorant wybrat 23 geny do badan NGS. Mozna przypuszczaé, ze wybor
byt na podstawie informacji o funkcjach i znaczeniu aktywnosci TNFI zawartych
w Tabeli 1 z Rozdzialu 3 Wstep, ale krotki paragraf o kwalifikacji genéw do panelu
badawczego utatwitby lekture rozprawy.

Bibliografia, pozycja 78 str. 27 oraz str. 89— ,wariant ten (rs. 396991) ma duze
znaczenie w terapii przeciwnowotworowej”. Cytowana publikacja jest pracg
przeglagdowa napisang w j. polskim; nalezatoby si¢ odnies¢ do konkretnych prac
badawczych a nie przeglgdowych, tym bardziej ze prognostyczna, jak i predykcyjna
rola rs. 396991 jest rowniez dyskusyjna w chorobach nowotworowych. Polimorfizm
rs. 396991 w genie FCGR3A nie wykazal zadnego istotnego zwigzku z przezyciem
wolnym od progresji lub przezyciem catkowitym, ani z odpowiedzia na przeciwciato
monoklonalne u pacjentéw zdiagnozowanych z rakiem jelita grubego czy chioniakiem

grudkowym.

Lektura rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Michata Walczaka byla bardzo interesujgca

i sktonita mnie do zadania kilku pytan o charakterze dyskusyjnym, z prosba o odpowiedzi

w trakcie publicznej obrony:

1) Dotychczas opublikowane w bazie danych ClinVar i dsSNP warianty genu
FCGR34 o potencjalnym znaczeniu klinicznym sg zmianami synonimicznymi
i niesynonimicznymi (min. zmiany sensu). Doktorant elegancko przeprowadzit
bioinformatyczng analize funkcjonalng wariantéw, zidentyfikowanych w intronach

oraz analizg in silico wystgpowania miejsc wigzania dla miRNA z wykorzystaniem
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baz danych miRASNP oraz TargetScanHuman. Czy Kandydat réwniez sprawdzat
czy badane warianty zidentyfikowane w intronach moga by¢ zlokalizowane
w sekwencjach regulatorowych wplywajacych na prawidlowe skladanie genu,
takich jak ISE (ang. intronic splicing enhancer) lub zmieniaja sekwencje do ktorej
przytaczaja sie czynniki transkrypcyjne i czy mogloby to zmieni¢ wzdr ekspresji
badanych gendéw?

2) Doktorant ogolnie opisuje geny referencyjne w metodologii i wynikach. Prosze o
doprecyzowanie, zwlaszcza w czgéci ,,Wyniki” opisu relatywnego poziomu
ekspresji z uzyciem gen6éw referencyjnych PPI4 i RPLPO.

3) Biorgc pod uwage doswiadczenie nabyte podczas pracy badawczej - prosze
Doktoranta o ocen¢ potencjalu aplikacyjnego zaprojektowanego panelu
farmakogenetycznego obejmujgcego 23 geny zaangazowane w dziatanie TNFL
Czy Doktorant powtorzytby wybor tych samych gendéw dla badanych pacjentéw
z chorobg Les$niowskiego-Crohna? Czy dzi§ Doktorant majac fundusze
i potencjalnie wigksze mozliwosci uzylby tej samej technologii czy rozszerzylby
badania nad zmienng ekspresja wybranych genéw lub wybralby analize
transkryptomu? Istnieja na rynku testy diagnostyczne z wykorzystaniem ekspresji
genow na materiale tkankowym zaakceptowane przez amerykanska FDA. Czy
Doktorant rozwaza przyszty kierunek pracy badawczej w zakresie medycyny
translacyjnej i diagnostycznych testow predykcyjnych na materiale tkankowym?
Czy ze wzgledu na trudno$é w pozyskiwaniu tego materialu Doktorant przewiduje
inny kierunek badan farmakogenetycznych u pacjentow zdiagnozowanych z
chorobg Lesniowskiego-Crohna; lub inng $ciezk¢ potencjalnych aplikacji

medycznych?

Podsumowujac swoja opini¢ o rozprawie doktorskiej, chcialabym jednoznacznie
stwierdzié¢, ze bardzo wysoko oceniam jej poziom naukowy. Opublikowane wyniki prac
znaczaco poszerzajag wiedze w zakresie badan farmakogenetycznych. Polgczenie wiedzy
biologii komorki i genetyki molekularnej oraz kliniki z szerokim wachlarzem technik zar6wno
eksperymentalnych, jak i ,,in silico” §wiadcza, ze doktorant Pan mgr inz. Michat Walczak jest
do$wiadczonym naukowcem. Potwierdza to udzial Kandydata w 3 projektach naukowych, w 2
jako wykonawca projektu INNOMED, ONKOKAN NCBIR oraz SONATA, NCN a w jednym
jako kierownik projektu - grant dla mlodych finansowane z MNiSW. Na szczegdlng uwage



zastuguje réwniez nie tylko umiejetnosé wspdlpracy w grantach badawczych, ale réwniez staze
i kursy miedzynarodowe (,,Biotechnologia w przemysle”, Pekin, Chifiska Republika Ludowa).
Swiadczy to zaré6wno o znakomitej relacji naukowej promotor-doktorant, dzieki ktérej mozliwe
bylo przez promotora odkrywanie i rozwijanie potencjalu Doktoranta, a w p6zniejszych latach
— nabyciu dojrzatosci naukowej Doktoranta. Te¢ samodzielnos$é, dojrzalos¢ Doktoranta
i umiejetnos¢ pracy zespotowej w grantach badawczych dodatkowo poswiadczajg prace
opublikowane w miedzynarodowych czasopismach o wspolczynniku oddziatywania

iF=21.511.

Whiosek koncowy:

Przedstawiona do oceny rozprawa pod tytulem ,Badania farmakogenetyczne u
pacjentéw z chorobg Le$niowskiego-Crohna poddanych terapii anty-TNF” na stopien naukowy
doktora nauk medycznych speinia warunki okre$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.
nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz 1669 z
pdzn. zm.). Zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Czlowieka Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu o nadanie mgr. inz. Michalowi Walczakowi stopnia doktora w dziedzinie

nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.

Majac na uwadze wysoka jakos$¢ i utylitarno$¢ badan, podjecie si¢ tematu o duzej
trudnosci interpretacyjnej taczacej zardwno nauki podstawowe, jak i kliniczne, unikalno$é
tychze badan i interesujgce wyniki - jednoczesnie zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu

Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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