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Ocena pracy doktorskiej mgr Kamili Rydzewskiej pt. ,,Analiza zwigzku inwersji genetycznej 16p11.2
z predyspozycjg do wystapienia otytosci i nadwagi w populacji Polski”
Praca doktorska mgr Kamili Rydzewskiej, wykonana w Zaktadzie Biochemii Klinicznej i
Molekularnej, Wydziatu Medycyny i Stomatologii, Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w
Szczecinie pod kierunkiem dr hab. n. med. Jeremiego Simona Clarka i dr n. med. Thierrego van de
Weteringa, ma posta¢ obszernej monografii (123 stron), opracowanej zgodnie z wymogami
przyjetymi dla prac eksperymentalnych w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu. Przed
przystgpieniem do wtasciwej recenzji pracy doktorskiej sprawdzitem, czego mozna dowiedzied sie
na temat Doktorantki w bazie PubMed. Znalaztem dziesieé publikacji z czego trzy publikacje, pod
nazwiskiem Rydzewska z inicjatem K., ktére mozna przypisaé Autorowi pracy doktorskiej, a ktére
majg tytuty zblizone do zakresu badan opisanych w pracy doktorskiej. Pierwsza z nich dotyczy
wykorzystania techniki Monte-Carlo Kruskala-Wallisa, opartej na dopasowaniach Bernsteina w
analizie zbioréw danych pochodzacych z badan medycznych. Praca ta zostata opublikowana w
2023 roku w czasopi$mie Scientific Reports. Mgr Kamila Rydzewska jest rowniez wspdétautorem
drugiej pracy opublikowanej w 2022 roku réwniez w czasopiSmie Scientific Reports, w ktérym
zamieszczono wyniki dotyczgce identyfikacji czynnikdw genetycznych zwigzanych z liczbg
posiadanych dzieci. Tematyka ostatniej pracy jest zwigzana z oceng wptywu epidemii COVID-19 na
prace oddziatéw ortopedycznych w Polsce. Jest to bardzo dobry start jak na poczatek kariery
naukowej i po lekturze pracy doktorskiej jestem pewny, ze p. mgr nie bedzie miata probleméw z
utrzymaniem dotychczasowego tempa rozwoju naukowego. Dane uzyskane za posrednictwem
bazy PubMed znaczg, ze wyniki badan zawarte w recenzowanej pracy doktorskiej nie zostaty
jeszcze pozytywnie zweryfikowane przez zewnetrznych recenzentdéw, i wzmaga w Recenzencie

poczucie obowigzku rzetelnej pracy recenzenta.

Tematyka i cele recenzowanej pracy doktorskiej mieszczg sie w gtdwnym kierunku badan
podstawowych dr hab. n. med. Jeremiego Simona Clarka i Jego wspodtpracownikéw z Zaktadu

Biochemii Klinicznej i Molekularnej dotyczgcym szeroko rozumianej genetyki w obszarze badan
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populacyjnych. Pani mgr Kamila Rydzewska podjeta badania zmierzajgce do analizy zwigzkow
pomiedzy inwersjg 16.11.2 i zmiennoscig gendw zawartych w tym obszarze a predyspozycjg do
wystepowania otytosci i nadwagi w populacji Polski. W pracy brakuje uzasadnienia podjecia
tematu, tym niemniej na podstawie lektury Wstepu wydedukowatem, ze inwersje chromosomalne
odgrywajq istotng role w ewolucji poprzez ograniczenie procesu rekombinacji pomiedzy
korzystnymi kombinacjami alleli. Do niedawna wiekszo$¢ dowoddw na ich znaczenie w ewolucji
pochodzita od muchdéwek, ktérych gigantyczne chromosomy pomogty we wczesnych badaniach
cytogenetycznych. Powszechne zastosowanie nowych technologii genomicznych pozwolito na
odkrycie, ze inwersje sg wszechobecne w wiekszosci kroélestw roslin i zwierzat. Wyrdzniamy
inwersje paracentryczne, obejmujgce jedno ramie chromosomu, lub pericentryczne, obejmujgce
region centromeru. Paracentryczne inwersje mogg segregowac z nieinwersyjnymi uktadami w
populacjach, a te polimorfizmy dostarczyly wczesnych dowoddéw na selekcje markeréw
genetycznych dzieki pionierskiej pracy Dobzhansky'ego i jego wspotpracownikéw z
wykorzystaniem modelu Drosophila pseudoobscura. Dowody na selekcje polimorfizméw
inwersyjnych uzyskano réwniez w przypadku innych organizméw, w tym myszy i ludzi, co
posrednio pozwala na okreslenie genetycznych podstaw cech fenotypowych i podatnosci na
choroby cztowieka. Z niewielkiej ilosci dostepnych informacji jasno wynika, ze inwersje mogg miec
istotny wptyw na zdrowie cztowieka. Inwersje sg zwigzane z hemofilig, zwiekszonym ryzykiem
wystepowania chordb neurodegeneracyjnych, choréb autoimmunologicznych i zaburzen
psychicznych. Mogg réwniez predysponowaé¢ do wystgpienia rearanzacji genomowych z
negatywnymi konsekwencjami fenotypowymi u potomstwa. Istniejg réwniez dowody na to, ze
inwersja 17g21.31 zwieksza ptodnos¢ nosicieli i zostata ewolucyjnie, pozytywnie
wyselekcjonowana u Europejczykdéw. Inwersje wptywajg rowniez na ekspresje gendw. Jednak
wiekszos$¢ tych oddziatywan zostata powigzana z wystepowaniem tylko dwdch, najbardziej
znanych i opisanych inwersji w genomie cztowieka. Prédby powigzania inwers;ji z ekspresjg genéw i
zmiennoscig fenotypowg w duzych zbiorach danych sekwencyjnych zostaty ograniczone tylko do

tych z pojedynczymi miejscami pekniecia chromosomu, a do tej pory zidentyfikowano tylko kilka



takich inwersji. W zwigzku z tym konieczne sg szczegétowe badania genotypowe réznorodnych
inwersji z wykorzystaniem baz danych zwierajgcych wielotysieczng liczbe danych sekwencyjnych
w celu okreslenia funkcjonalnego i ewolucyjnego wptywu inwersji. Jedng z chordb, ktoérej
wystepowanie moze by¢ powigzane z inwersjami genetycznymi jest otytos¢. Otytosé zwigzana jest
ze zwiekszonym ryzykiem zgonu we wczesnym wieku i jest gtéwnym czynnikiem obcigzajgcym
system zdrowia publicznego. Osoby otyte sg bardziej narazone na wystepowanie niezakaznych
chordéb wspdtistniejgcych, w tym cukrzyca typu 2, chorobami uktadu krgzenia, nadcisnieniem
tetniczym i niektérymi nowotworami. Jako$¢ zycia oséb otytych jest zmniejszona przez problemy
mechaniczne wynikajgce ze znacznie zwiekszonej masy ciata. Tempo wzrostu otytosci wydaje sie
spadaé w wiekszosci krajéw o wysokich dochodach, nadal rosnie w wielu krajach o niskich i
srednich dochodach, a wskaznik wystepowania otytosci pozostaje wysoki na catym sSwiecie.
Szczegdlnie niepokojacy jest globalny wzrost otytosci wérdd dzieci i mtodziezy. Przyczyna szybkiego
wzrostu wystepowania otytosci jest powigzana ze zmianami kulturowymi/$rodowiskowymi
aczkolwiek nie brak gtosdw, ze wystepowanie otytosci wynika z interakcji miedzy czynnikami
srodowiskowymi i genetycznymi. Badania blizniat, rodzin po adopcji pozwolity oszacowac udziat
czynnikow genetycznych w zakresie od 40% do 70%. W konsekwencji analizy genetyczne mogg byc¢
wykorzystane do identyfikacji podstaw genetycznych mechanizméw fizjologicznych, ktére
kontrolujg i decydujg o masie ciata. Taka identyfikacja mogtaby znacznie poprawié nasz wglad w
biologie otytosci i potencjalnie zidentyfikowaé nowe cele terapeutyczne. Przyblizytoby nas to
rowniez nieco do "Swietego Grala" - mozliwosci odejscia od nieudanej strategii leczenia otytosci
"jeden rozmiar dla wszystkich" i przejscia do medycyny spersonalizowanej w leczeniu otytosci,
choréb metabolicznych i innych chordéb diet zaleznych. Mysle, ze obrona pracy doktorskiej mgr
Rydzewskiej bedzie dobrym forum na poréwnanie mojej i Jej wizji Uzasadnienia podjecia tematu.
Jeden jednoznacznie sformutowany cel pracy uznaje za wazny i w petni uzasadniony w Swietle
danych literatury Swiatowe] przedstawionych w czesci teoretycznej (Wstep). Postanowiono
bowiem powigza¢ inwersje chromosomowg 16p11.2 i zrdéznicowanie polimorficzne gendéw

wystepujgcych w tym regionie chromosomu z wystepowaniem otytosci i nadwagi w populacji



Polskiej. Jestem zaskoczony faktem umieszczeniem celu pracy w Streszczeniu. W mojej ocenie Cel
pracy stanowi jeden z kluczowych elementdéw pracy doktorskiej i zastuguje na zamieszczenie jego

w odrebnym podrozdziale.

Z duzym zainteresowaniem przeczytatem dobrze skonstruowany i napisany Wstep pracy
doktorskiej mgr Kamili Rydzewskiej. Wstep ten mozna podzieli¢ na dwie czesci — poswiecone
kolejno inwersji genetycznej i jej znaczeniu w zrdéznicowaniu populacyjnym oraz otytosci. W
pierwszej czesci Autorka opisuje w kolejnych podrozdziatach charakterystyke inwersji, znaczenie
ich w ewolucji cztowieka oraz podaje przyktady najbardziej znanych w literaturze przedmiotu
inwersji. W sSwietle cytowanych w tych podrozdziatach wynikéw osiggnietych przez innych
autoréw jednoznacznie wynika, ze inwersje stanowig rodzaj wariantéw strukturalnych genomu,
ktore sg trudne do analizy ze wzgledu na ich zrdwnowazony charakter i lokalizacje punktow
przerwania szczegdlnie potozonych w sekwencjach powtarzalnych. Jak dotad tylko kilka inwers;ji
zostato szczegdtowo zbadanych w genomie cztowieka, a obecna wiedza na temat ich mozliwych
skutkéw funkcjonalnych jest nadal ograniczona. Wystepowanie inwersji powigzano ze zmianami
fenotypowymi i adaptacyjnymi u wielu gatunkdw w tym u cztowieka. Inwersje hamuja
rekombinacje u heterokarionéw, a chromosomy o rdinej orientacji ewoluujg niezaleznie, co
prowadzi do réznych wzorcéw ekspresji gendw. Ponadto inwersje mogg odgrywac role mutacji
wywotujgcych choroby, zaréwno poprzez bezposredni wptyw na strukture lub regulacje gendéw na
rozne sposoby, jak i poprzez predysponowanie u potomstwa nosicieli inwersji. Odkrycia te
podkreslajg znaczenie ich wtgczenia do badan asocjacyjnych obejmujgcych caty genom. W drugiej
czesci Wstepu mgr Kamila Rydzewska przedstawita aktualng wiedze na temat otytosci. W
poszczegblnych podrozdziatach Doktorantka opisata przyczyni i globalne skutki epidemiologii
otytosci, konsekwencje jej wystepowania dla zdrowia oséb otytych oraz sposoby leczenia. Jak sie
okazuje czestos¢ wystepowania otytosci gwattownie wzrosta w ciggu ostatnich czterech dekad i jej
wystepowanie wigze sie z chorobami wspotistniejgcymi, takimi jak cukrzyca typu 2, nadcisnienie,
dyslipidemia, niealkoholowa sttuszczeniowa choroba watroby i zespdt bezdechu sennego. Po

przestudiowaniu tego podrozdziatu lepiej zrozumiatem, ze poszukiwanie podtoza genetycznego



otytosci jest w petni uzasadnione. Stad, projekt badan realizowany w pracy oceniam bardzo
pozytywnie zarowno w perspektywie skali podjetych badan, jak tez nowych wyzwan odwaznie

podjetych przez Promotordéw i Doktorantki.

Materiat do badan stanowita baza danych POPULOUS z Biobanku Uniwersytetu tédzkiego
zawierajgca dane sekwencyjne 4000 osdb opisana przez Doktorantke w podrozdziatach 2.1 - 2.3.
Mam tylko dwa pytania dotyczace zastosowanych metod technik badawczych, opisanych
skrupulatnie na 20 stronach pracy, obejmujgcych metody bioinformatyki. Profesjonalne
przedstawienie stosowanych metod jest najlepszym potwierdzeniem, ze Autorka opanowat bogaty
warsztat metodyczny. W jakim celu inkubowano prébki do sekwencjonowania po reakcji PCR
»przez catg noc” (Str. 21). Co oznacza zwrot ,wyréwnanie wszystkich SNP” (Str. 23)? Nie jest

rowniez jasne na czym polega ,wartos¢ SNP” (Str. 24).

Po przestudiowaniu czesci teoretycznej i celow pracy mgr Kamili Rydzewskiej, w szczegélnosci zas
po zapoznaniu sie z warsztatem badawczym i metodami praktycznej realizacji zatozonych celéw -
przystgpitem do studiowania rezultatéw catej pracy w oczekiwaniu na interesujgce wnioski
koricowe. W rozdziale Wyniki Doktorantka przedstawita uzyskane wyniki dotyczgce analiz zwigzku
polimorfizmdéw pojedynczych nukleotydéw (SNP) z wystepowaniem otytosci. Do analiz zostaty
wybrane SNP, ktére zlokalizowane sg w inwersji (17 SNP) oraz w szesciu genach (TFM, SH2B1,
CCDC101, APOB48R, SPNS1 i SULT1A4) potozonych w obrebie inwersji. Czy i jakie byty inne kryteria
doboru genéw (poza lokalizacjg)? SNP-y analizowano w czterech modelach dominujgcym,
recesywnym, przewagi heterozygot i addytywnym za pomocag regresji logistycznej, liniowej, testow
Chochrana i Fishera. Wyniki przeprowadzonych badan zaprezentowane zostaty w formie 10
ztozonych rycin oraz czterdziestu pieciu zestawien tabelarycznych. Na ich podstawie Autorka
wskazuje na zwigzek pomiedzy inwersjg 16.11.2 a wystepowaniem otytosci tym samym
potwierdzajgc stusznosé swoich wczesdniejszych zatozen. Doceniajgc ogrom pracy wtozony w
opracowanie i analize wynikdw za pomocg réinych metod bioinformatycznych uwazam, ze

uzyskane wyniki wnoszg nowe informacje do dyskusji na temat podtoza genetycznego otytosci. Do



wynikéw, ktore dla mnie biologa sg najwazniejsze, oryginalne zaliczam identyfikacje pieciu SNPéw
zwigzanych z wystepowaniem otytosci. Opis wynikdw poszczegdlnych eksperymentéw zostat
przedstawiony rzeczowo, a ich staranna dokumentacja nie budzi moich zastrzezen. Wniosek
koricowy sformutowany jest jasno. Zgodnie z definicjg zamieszczong w Stowniku Jezyka Polskiego
whniosek to twierdzenie wyprowadzone ze zdan uznanych za prawdziwe. Tym samym uzycie trybu
przypuszczajacego we wniosku nie jest poprawne. Zwiezta dyskusja wynikdw w odniesieniu do
dobrze dobranej literatury naukowej, przeprowadzona jest we wtasciwy sposdéb. W zakoriczeniu
oceny dodam, ze Autorka w czesci teoretycznej oraz w dyskusji cytuje 154 pozycji literatury
Swiatowej i odnosnikéw do narzedzi bioinformatycznych. W pracy zanotowatem tez duzg liczbe

bteddow edytorskich.

Poniewaz z zatozenia recenzent tropi niedociggniecia, btedy etc. dlatego ponizszy fragment

recenzji skupia sie na tych witasnie sprawach.

e Nazwa facinska jest pisana kursywg, nazwa rodzajowa od duzej litery, a epitet gatunkowy
od matej litery (str. 4).

e Co oznacza termin odwrdcone i nieodwrdcone chromosomy (str. 4)?

e W mojej ocenie zmiana liniowego uporzadkowania zasad DNA jest réwniez zmiang
zawartosci genetycznej (str. 4), gdy na przyktad dochodzi do ztamania w miejscu sekwencji
kodujacych, promotorowych lub regulatorowych.

e Prosze o wyjasnienie terminu ,problemy strukturalne z mejoza” (str. 5).

e Prosze o uzupetnienie informacji na temat chordb genetycznych powigzanych z obecnoscia
inwers;ji (str. 5).

e Nie jest jasne co oznacza trzecia zmienna (str. 5).

e Nie jest jasne w jaki sposob inwersja moze wychwytywaé dwa lub wiecej alleli (str. 5).
Prawdopodobnie chodzi tu o allele w dwéch lub wiecej loci na tym samym chromosomie.

e Uzycie zwrotu normalna populacja (str. 5) implikuje istnienie nienormalnej populacji.

Prosze o podanie definicji ,normalnej” i ,nienormalnej” populacji.



e Prosze o podanie ,,niewaznych” gendéw regionu 17q21.31 genomu ludzkiego.

e Prosze o uscislenie definicji oséb pochodzenia europejskiego (str. 8).

e Prosze rozwingé¢ pojecie ,genéw o funkcjach regulacyjnych zaréwno z bilansem
energetycznym” (str. 9).

e Jakie byto kryterium doboru genéw potozonych w obrebie inwersji chromosomu 16 do
analizy w recenzowanej pracy doktorskiej (str. 9)?

e Co autorka rozumie przez pojecie ,,ujemnej wagi” (str. 11) ?

e Bardzo ostroznie uzywatbym pojecia oséb otytych metabolicznie zdrowych (MHO). Zwrot
ten faktycznie istnieje w leksykonie medycznym ale zgtaszana czestos¢ wystepowania MHO
jest bardzo zréznicowana w populacjach, co prawdopodobnie wynika z braku powszechnie
akceptowanych kryteriéw definicji zdrowia metabolicznego i otytosci. Rdwniez przebieg i
wartos$¢é prognostyczna MHO sg przedmiotem gorgcych dyskusji w srodowisku lekarskim.
Podobnie jestem ciekawy opinii Doktorantki na temat otytosci jako choroby.

e Zwrot ,powazna choroba” implikuje istnienie niepowaznych chordb (str. 19).

e Jaki byt powdd usuniecia jednego z 17 SNP wybranych do analizy dla inwersji chromosomu
16 (np. Tabela 12 i dalsze)?

e Co oznaczajg wartosci liczbowe zamieszczone w kolumnach zatytutowanych HWE?

e Jaka rdznica jest pomiedzy wagg prawidtowa a normalng?

e Dlaczego wyniki wartosci BMI dla poszczegdlnych genotypdw sg podawane jako $rednia a

czasami jako srednia i mediana?

Powyzsze uwagi/komentarze sprowokowane oryginalnymi i ciekawymi rezultatami i réwnie
ciekawa ich interpretacjag majg charakter dyskusyjny/polemiczny i niczym nie umniejszajg mojej
wysokiej oceny rozprawy doktorskiej mgr Kamili Rydzewskiej. W moim przekonaniu publiczna
obrona pracy bedzie dobrym miejscem na wymiane poglagdéw/dyskusje dotyczacg moich
komentarzy. Wszystkie czesci rozprawy swiadczg o wiedzy Autorki i Jej dojrzatosci naukowe;j.

Uwazam, ze rozprawa, jest oryginalnym osiggnieciem naukowym, wnoszgcym nowe dane do



wiedzy o genetyce otytosci i odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim. Dlatego tez
chciatbym ztozy¢ wyrazy uznania nie tylko dla Doktoranta, ale i dla Promotoréw pracy. Wnosze
zatem do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w
Szczecinie zgodnie z Ustawg o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce o dopuszczenie mgr Kamili

Rydzewskiej do dalszych etapdw postepowanie w sprawie nadania stopnia doktora.
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