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Zroznicowanie alleliczne DNA w ogromnym stopniu przyczynito sie do rozwoju medycyny i
kryminalistyki, zwtaszcza dzieki jego zastosowaniu w badaniach nad genami odpowiedzialnymi lub
warunkujgcych podatnosc¢ nosicieli na wystepowanie wielu chordb cziowieka, a takze w badaniach
przesiewowych dotyczacych identyfikacji nieprawidtowosci chromosomalnych w nowotworach.
Rodzaje wariantéw genetycznych wykorzystywanych jako narzedzia w tych badaniach zmienity sie
w ciggu ostatnich kilkunastu lat i mozna je podzieli¢ na pie¢ gtéwnych klas: RFLP (polimorfizm
dlugosci fragmentéw restrykcyjnych), VNTR (zmienna liczba powtérzeh tandemowych), STR
(krétkie powtdrzenia tandemowe lub mikrosatelity), SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu) i
CNV (zmiennos¢ liczby kopii). Analiza powigzan genetycznych przy uzyciu tych narzedzi pomogta
zmapowac i odkry¢ geny odpowiedzialne za setki choréb dziedzicznych. Ponadto stworzenie i
udostepnienie spotecznosci naukowej miedzynarodowej bazy danych SNP wraz z rozwojem
platform do typowania SNP o wysokiej przepustowosci umozliwity przeprowadzenie badan
asocjacyjnych w catym genomie. Za ich pomocg udato sie zidentyfikowaé geny (lub warianty
genetyczne) odpowiedzialne za wystepowanie wielu choréb lub zwigzane z odpowiedzig na leki.
Sekwencjonowanie DNA oraz analiza asocjacyjna sg obecnie przedmiotem badan wielu
laboratoriow na swiecie. W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej wykonanej pod kierunkiem
dr hab. n. med. Jeremiego Simona Clarka w Zaktadzie Biochemii Klinicznej i Molekularnej,
Wydziatu Medycyny i Stomatologii, Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego analizowano zwigzki
pomiedzy SNP skutkujgcymi mutacjami nonsensownymi a dtugoscig zycia, ptodno$cig i otytoscig.
Wiele dowodow potwierdza stusznosc hipotezy, zgodnie z ktorg na diugos¢ zycia cziowieka ma
miedzy innymi wptyw czynnik genetyczny. Uwaza sie, ze wplyw na dtugowieczno$¢ majg liczne

SNP wystepujgce w obrebie nieznanej, prawdopodobnie duzej liczby gendw. Identyfikacja tych
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SNP roéznigcych sie pod wzgledem wystepowania u o0sob starszych (czesto stulatkéw) w
poréwnaniu z osobami umierajgcymi mtodymi potwierdza hipoteze, ze niektére allele mogg
predysponowac do dtugowiecznosci. Co ciekawe, te same geny dlugowiecznosci byty zwigzane z
wystepowaniem réznych chorob zwigzanymi z wiekiem, takimi jak choroba wiencowa, nadcisnienie
tetnicze, udar i nowotwory. Podobnie jak w przypadku diugowiecznosci, rowniez i ptodnosc,
rozumiana jako liczba posiadanych dzieci zalezy w duzym stopniu od komponentu genetycznego.
Zmiennos¢ ludzkich zachowan i sukcesu reprodukcyjnego jest zwigzana z ryzykiem choroby i ma
gtebokie implikacje psychologiczne, spoteczne i ekonomiczne. Jest to widoczne przede wszystkim
w wystepowaniu nieptodnosci, gdzie postep w identyfikacji uwarunkowan genetycznych i
mechanizmow lezgcych u jej podstaw pozostaje w tyle za innymi chorobami cztowieka. Jednym z
powoddw takiego stanu rzeczy jest fakt, ze dobdr naturalny ogranicza czestotliwo$é wystepowania
alleli obnizajgcych ptodnos$é. Liczba urodzonych dzieci ma jeden z najwyzszych stopni
poligenicznosci sposrod wszystkich cech, co jest zgodne z komponentem genetycznym, na ktéry
silny wptyw ma selekcja negatywna. Badania genetycznych podstaw ptodnosci moze wyjasnié
biologiczne mechanizmy lezgce u podstaw nieptodnosci. Loci zwigzane z ptodnoscig mogg dziatac
poprzez szeroki wachlarz mechanizmdw. Mogg mie¢ bezposredni wptyw na biologie reprodukcyjng
lub dziataé poprzez cechy, ktdre przyczyniajg sie do wyboru partnera lub innych aspektow
zachowania i osobowosci. Na przyktad allele zwigzane z wyzszym poziomem wyksztatcenia sg
zwigzane z nizszg ptodnoscig w niektorych populacjach, odzwierciedlajgc zwigzek miedzy
wyzszym wyksztatceniem a starszym wiekiem rodzenia dzieci. Poligeniczna jest tez otyltosc,
aczkolwiek zidentyfikowano réwniez loci monogeniczne powigzane z wystepowaniem tej choroby.
Warianty polimorficzne co najmniej 15 gendw sg przyczyng przypadkéw otytosci monogenowej,
wynikajgcej gtéwnie z niedoborow w szlaku sygnatowym leptyna-melanokortyna. Okoto dwie
trzecie przypadkow dziedzicznej otytosci mozna przypisaé powszechnym wariantom DNA,
podczas gdy rzadkie warianty wyjasniajg pozostatg czes¢. Wraz ze wzrostem liczby wariantéw
zwigzanych z otytoscig obserwuje sie malejgcg wielkos¢ efektu alleli, przy czym wiekszosc¢ alleli
zwiekszajgcych lub zmniejszajgcych wystepowanie otytosci przyczynia sie do zwigkszenia masy
ciata o zaledwie kilka graméw lub mniej. Allele promujgce otyto$¢ wywierajg minimalny wptyw u
os6b o prawidtowej masie ciata, ale majg wiekszy wplyw u osdb ze sktonnoscig do otytosci, co
sugeruje wyzszg penetracje; nie wiadomo jednak, czy te wieksze rozmiary efektéw poprzedzajg

otyto$¢, czy sg spowodowane stanem otytosci. Szacujemy, Ze ryzyko genetyczne otytosci jest



uwarunkowane przez tysigce wariantow DNA, ktére sprawiajg, ze zapobieganie i leczenie

genetycznie uwarunkowanej otytosci stanowi powazne wyzwanie.

Liczaca 112 stron rozprawa doktorska Konrada Podsiadto ma klasyczny uktad dysertacji na
stopien naukowy doktora w zakresie dyscypliny Nauk Medycznych i przygotowana zostata z duzg
starannoscig pod wzgledem redakcji i edycji tekstu. Rozpoczyna sie 20 stronicowym Wstepem, w
kolejnych rozdziatach ktérego omowione zostalty zagadnienia bardzo dobrze uzasadniajgce
podjetg problematyke badan. Po krétkim wprowadzeniu w tematyke mutacji, w tym mutacji
nonsensownych, w sposob wyczerpujgcy przedstawione zostaty wyniki badan innych autoréow
dotyczgce klasyfikacji, skutkbw mutacji nonsensownych jaki metod badan powigzan obecnosci
mutacji z chorobami czlowieka. Szeroki zakres prezentowanych we Wstepie zagadnien
spowodowat pojawienie sie pewnych uchybien i niescistosci. Numeracja Rycin jest niewtasciwa,
prawdopodobnie Autor dodat Rycine 1 na kohcu redakcji tekstu, nie uwzgledniajgc tej zmiany w
tekscie Wstepu. Polemizowatbym z podziatem mutacji na trzy klasy: substytucja, insercja i delecja.
Wyrézniamy dwie klasy — substytucja i mutacje zmiany dtugosci — stad bardzo czesto genetycy
traktujg insercje i delecje jako takg samg mutacje. Jest to uzasadnione, gdyz efektem tej klasy
mutacji jest bardzo czesto przesuniecie ramki odczytu. Zbyt duzym skrétem mys$lowym jest
przypisanie neutralnym mutacjom zmian na poziomie aminokwaséw (Tabela 2). Powszechnie
przyjetym w jezyku angielskim zwrotem jest pekniecie DNA a nie jego rozpad (str. 13). W jaki
sposob btedy w transkrypcji mogg indukowa¢ mutacje nonsensowne w DNA? Podobnie zbyt
duzym skrétem myslowym jest przypisanie mutagenom chemicznym tylko roli czynnikéw, ktére
interferujg z procesem replikacji DNA. Rowniez twierdzenie, ze szkodliwe mutacje nonsensowne
wystepujg najczesciej wymaga komentarza, jest bowiem niezgodne z obowigzujgcg obecnie

molekularng teorig ewolucji. Rycina 9 jest nieczytelna.

Celem pracy byta ocena powigzania obecnosci mutacji nonsensownych, ktére skutkuja
przedwczesng terminacjg syntezy RNA na skutek pojawienia sie kodonu STOP (PTC) a dtugoscia
zycia, ptodnosciag i wystepowaniem otytosci. Cel pracy zostat jasno sformutowany, a kolejne, w
logiczny sposéb zaplanowane zadania badawcze, w peini uzasadnione. Zostata powigzana
czestos¢ wystepowania 141 SNP PTC z dtugoscig zycia, ptodnoscig i otytoscig. W badaniach
wykorzystano baze danych POPULOUS z Biobanku Uniwersytetu t.édzkiego zawierajgcg dane
sekwencyjne 5600 mieszkancéw Polski. Polemizowatbym ze stwierdzeniem, Zze baza ta zawiera

dane tylko os6b zdrowych (miedzy innymi otyto$¢ jest zaliczana do choréb metabolicznych).



Badania przeprowadzono za pomocg bardzo szerokiego spektrum technik statystycznych
obejmujgcych test Cohen’a, korelacje Spearman’a, wyliczenie ilorazu szans, regresje liniowg i
logistyczng z wykorzystaniem platformy statystycznej R oraz innych, pomocniczych narzadzi
bioinformatycznych. Test Cohen’a nie jest najlepszym wyborem do oceny wielkosci efektu. Jest
on krytykowany za btedy, brak odpornosci na wartosci odstajgce i zmiennoé¢ (tj. duze bfedy
prébkowania) przy naruszeniu przyjetych zatozen statystycznych, dlatego warto jest poprze¢ swoje
wnioskowanie za pomocg innych estymatoréow wielkosci btedu. Ponadto nie ma juz powodu, by
stosowac¢ poprawke Bonferroniego w pierwotnej wersji i na przyktad metoda Holma (FWER) jest
bardziej skuteczna niz korekta Bonferroniego. Nowoczesna i adekwatna do poszczegdlnych zadan
metodyka badan zostata bardzo precyzyjnie przedstawiona w rozdziale Metody i suplemencie

zamieszczonym na dotgczonej ptycie DVD.

Wyniki przeprowadzonych analiz zaprezentowane zostaty w formie ziozonych,
prawidtowych pod wzgledem merytorycznym i graficznym 14 rycin, 29 tabel. Rezultaty badan
zostaty witasciwie zinterpretowane, a w rozdziale Dyskusja w kompetentny sposéb skonfrontowane
z wynikami innych badaczy. Uwazam, Ze rozdziat Dyskusja oraz Zastrzezenia potwierdza
znajomos¢ literatury przedmiotu przez doktoranta i wkasciwy krytycyzm do wynikéw badan zaréwno
wiasnych, jak i danych literaturowych. W pracy brak jest sformutowanych wnioskéw, zamieszczony
rozdziat Podsumowanie nie zawiera wnioskow. Mysle, ze obrona pracy doktorskiej mgr Konrada
Podsiadto bedzie dobrym forum na przedstawienie wnioskow potwierdzonych w uzyskanych

danych analitycznych.

Przeprowadzone w szerokim zakresie analizy dostarczyly bardzo obiecujgcych z punktu
widzenia medycznego wynikéw. Do najwazniejszych w mojej opinii nalezy identyfikacja genu
ERV3-1 jako kandydata predysponujgcego do wystepowania otytosci, stanowigc tym samym
doskonate wejscie do badan biologicznych struktura/funkcja. Wykazano réwniez powigzanie
pomiedzy piecioma polimorfizmami a dtugo$cig zycia oraz ptodnoscig (rs186105 powinien byc¢

czwarty a nie pigty, co wynika z uktadu tresci pracy — str. 62).

Nalezy podkresli¢, ze sama analiza asocjacyjna poprzedzona zostata zmudnymi pracami,

ktorych celem byto filtracja i zestawienie danych, ktére to umozliwity wkasciwg analize asocjacyjna.

Podsumowujgc stwierdzam, ze bardzo wysoko oceniam przedstawiong mi do recenzji

prace mgr Konrada Podsiadto. Bardzo wnikliwa analiza asocjacyjna dostarczyta oryginalnych



wynikéw o niepodwazalnej wartosci poznawczej. Do sukcesu Doktoranta i Promotora przyczynito
sie zaréwno zastosowanie wtasciwych narzedzi bioinformatycznych, jak i wieloaspektowa analiza
asocjacyjna, poparta poprawnym stosowaniem metod statystycznych. Opiniowana praca w petni
spetnia wymagania stawiane kandydatom ubiegajgcym sie o stopienn naukowy doktora. Wnosze
wiec do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w
Szczecinie zgodnie z Ustawg o Szkolnictwie WyZzszym i Nauce o dopuszczenie mgr Konrada
Podsiadto do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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