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Rozprawy na stopieni doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medyczne
mgr Piotra Gasperowicza

pt. ,Analiza wplywu zréznicowania epigenetycznego na fenotyp — badania
bliznigt jednojajowych.”

Promotor: Prof. dr hab. Rafal Ploski

Blizni¢ta jednojajowe sg prawie identycznymi kopiami genetycznymi i stanowig wrgcz idealny
model do badan, zaréwno ewentualnego wpltywu niewielkich zmian genetycznych na poziomie DNA
na zaobserwowane zroznicowanie fenotypu fizycznego, jak réwniez wplywu czynnikéw
érodowiskowych na fenotyp behawioralny w rozwoju ontogenetycznym. Badania z ostatnich lat
wykazujg, ze genomy bliZnigt pochodzacych z pojedynczej zaptodnionej komérki rozrodezej moga
zaczaé sig réznicowaé na poziomie genetycznym juz na wczesnym etapie rozwoju zarodka. Badania te
dotycza m.in. poszukiwania réznic na poziomie genomu czy metylomu, jak réwniez mozliwosci
wplywu réznych czynnikéw érodowiskowych, zaréwno w okresie embrionalnym i ptodowym, jak w
okresie postnatalnym. Niewatpliwie unikalng sytuacjg jest gdy réznice pomigdzy bliznigtami s tak
duze, ze doprowadzaja do objawdéw choroby u jednego z nich. Do tej pory poznano wiele
mechanizméw genetycznych i epigenetycznych, ktére mogg mie¢ udziat w procesie tak istotnej
niezgodnosci fenotypowe;j.

Autor recenzowanej rozprawy skupit swoja uwage na jednym z mechanizméw epigenetycznych,
metylacji DNA i wyznaczy! jako cel pracy zbadanie zmian w metylomie i ich potencjalny zwiazek z

predyspozycja do wystapienia autyzmu.

We wstepie Autor przedstawil zagadnienia dotyczace zaburzen ze spektrum autyzmu
(ang. Autism spectrum disorder; ASD), ktére od wielu lat znajdujg si¢ w kregu zainteresowan
psychiatréw, psychologéw i badaczy naukowych, ale z uwagi na zlozono$¢ objawdw oraz
nierzadko wspétistnienie innych zaburze sprawiajg duze trudno$ci w poznaniu ich podioza.
Autor przestawil w skrocie obecny stan wiedzy, w tym dane epidemiologiczne, kryteria
rozpoznania oraz ich zmiany na przestrzeni lat, zgodnie z migdzynarodowymi klasyfikacjami
ICD-10, ICD-11 oraz DSM-5. W nastepnej kolejnosci zamiescit przeglad gromadzonych na
przestrzeni lat informacji na temat mozliwych przyczyn ASD, uwzgledniajac zar6wno

czynniki epigenetyczne, jak i srodowiskowe, zamieszczajac w tekscie odpowiednie odnosniki
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do zrédet naukowych. Waznym podrozdzialem wstgpu jest syntetyczny opis procesu i
mechanizméw metylacji DNA jako czynnika epigenetycznego, ktéry moze mie¢ udziat w
podtozu ASD. Wstep zamyka Autor dokladnym opisem zagadnien dotyczacych tematyki
blizniat jednojajowych i zwigzanych z tym mechanizmem mozliwych niezgodnosci
fenotypowych, taczac w ten sposéb rézne aspekty tego zagadnienia w spdjne i logiczne

wprowadzenie.

Przedlozona do oceny praca ma charakter monografii liczacej {acznie 85 stron tekstu, w tym
13 tabel i 22 rylciny. Uklad pracy jest klasyczny, z podziatem na 8 rozdzialow z podrozdziatami, z
zachowaniem odpowiednich proporcji. Praca zawiera: spis treéci, streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, wstep, cele pracy, material i metody, wyniki i dyskusje, wnioski, wykaz stosowanych
skrétow, spis tabel i rycin, wykaz skrétéw, pismiennictwo oraz zgode Komisji Bioetycznej WUM
(KB/128/2014). Rozprawe zamykaja wnioski. Bibliografia liczy 152 pozycje ulozone w kolejnosci
pojawiania si¢ w tekscie, prawie wylacznie anglojezyczne, wéréd ktorych okolo 50% stanowia
publikacje z ostatnich 10 lat.

Rozprawa doktorska byla wspéifinansowana w ramach projektu naukowego OPUS (NCN)
,Analiza wplywu zréznicowania genomicznego na fenotyp — badania bliznigt jednojajowych”
(2014/13/B/NZ5/00287, kierownik projektu dr Malgorzata Rydzanicz).

Oceniajac rozprawe na stopien doktora nauk medycznych dokonam jej charakterystyki w
zakresie:
1. wartosci celu badawczego
2. poprawnosci metodycznej
3. znaczenia naukowego wnioskéw wynikajacych z przeprowadzonych analiz.
4

redakcji przedtozonej pracy

1. Wartos$é celu badawczego

Celem pracy byla identyfikacja potencjalnych roznic w metylacji DNA pomigdzy grupa
chorych i zdrowych blizniat jednojajowych w patogenezie zaburzen ze spektrum autyzmu.

Cel ten byl realizowany poprzez:

1. Okre$lenie obecnosci roznic w metylacji DNA pomigdzy grupa badang oraz kontrolng na
poziomie globalnym, pojedynczych dinukleotydéow CpG oraz okres$lonych obszaréw: gendéw, wysp
CpG, promotoréw, promotoréw gendéw powiazanych z ASD na podstawie bazy SFARI, promotoréw
genéw powigzanych z pigtnowaniem genomowym

2. OkreSlenie wplywu zidentyfikowanych zmian na procesy biologiczne poprzez oceng
wzbogacenia funkcjonalnego.

Cele pracy zostaly przedstawione zwigzle i w sposdb prawidiowy. Podziat celu glownego na
dwa mniejsze z zachowaniem ciaglosci: cel nr 2 jest logicznym i naturalnym rozwinigciem celu nr 1.

Formutujac cele Autor wykazat si¢ pewna doza ostroznosci wskazujac je w sposéb realistyczny.
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2. Poprawno$¢ metodyczna

2.1 Material i metody

Grupa badana
Praca doktorska powstata ma bazie materiatu genetycznego (DNA) zgromadzonego na potrzeby

ww. projektu naukowego NCN, w ramach ktérego zidentyfikowano 30 par monozygotycznych
blizniat, u ktérych wystepowaly cechy fenotypowe réznigce pomigdzy bliznig¢tami.
Obowiazywaly nastepujace kryteria wigczenia do badania:

e pisemna zgoda na udziat w badaniach, bliznigt lub ich prawnb'ch opiekunéw,

potwierdzona monozygotycznos¢,

fenotyp o potencjalnym podtozu epigenetycznym,

dokumentacja medyczna potwierdzajaca/charakteryzujaca fenotyp

mozliwo$éé pozyskania materiatu genetycznego od obojga bliZniat

Podstawowym kryterium wiaczenia pary bliznigt do badania epigenetycznego byl pozytywny
wynik potwierdzajacy monozygotycznos¢ uzyskany na podstawie analizy genetycznych markeréw
polimorficznych.

Na podstawie powyzszych kryteriow ostatecznie do badania zakwalifikowano trzy pary bliznigt
z kategorii ’calo$ciowe zaburzenia rozwojowe’ z kodem F84 wg klasyfikacji [CD-10. Obecnie, wg
kolejnej wersji klasyfikacji klinicznej (DSM-5) oraz wprowadzanej nowej klasyfikacji ICD-11 ta
grupa choréb definiowana jest jako ‘zaburzenia ze spektrum autyzmu’, ktére zaliczane sg do

kategorii zaburzen neurorozwojowych. Materialem do izolacji DNA byla krew obwodowa

pobrana na antykoagulant EDTA.

Metody
Metody uzyte do realizacji zatozonego celu zostaty przez Autora wyczerpujaco opisane,

z podaniem nazw i zestawéw odczynnik6w oraz opisem wykorzystanej aparatury.

Pierwszym, kluczowym, etapem bylo ustalenie zygotycznosci bliznigt (ZGM WUM).
Uzyskany wynik potwierdzajacy monozygotyczno$é byl nastgpnie poddawany weryfikacji w
Zakladzie Medycyny Sadowej WUM.

1. Proces izolacji DNA oraz ocena jakosci, iloéci i integralnosci uzyskanych preparatow,
przed ich wykorzystaniem do badan, zostaly przeprowadzone zgodnie z opisanymi
standardowymi procedurami. Czysto§¢ kazdego preparatu sprawdzano wykonujac
dwukrotny pomiar okreslonych parametréw.

2. Proces przygotowania bibliotek metylacyjnych skladat si¢ z kilku etapéw, poczynajac od
pierwotnej biblioteki poprzez jej wzbogacenie w procesie hybrydyzacji, amplifikacje w

reakcji PCR oraz oceng iloéciows i jako$ciowg wzbogaconej biblioteki.
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3. Sekwencjonowanie zostalo wykonane na aparacie Illumina Hiseq1500. Uzyskane dane
zostaly poddane procesowi weryfikacji jakosciowej z zastosowaniem programu
FASTQC, a po dalszej obrébce i analizie bioinformatycznej uzyskano pliki zawierajgce
informacje o pozycji chromosomowej, pokryciu oraz poziomie metylacji dla kazdej
zsekwencjonowanej cytozyny, ktéra przeszla filtr jakosciowy. Pliki byly punktem
wyjscia do dalszych analiz.

4. Analize wynikow przeprowadzano z wl'korzystaniem kilku bibliotek ze $rodowiska
programistycznego ,,R” (RnBeads, WebGestaltR), co wskazuje na to, ze Autor dobrze
zna ten jezyk i biegle porusza si¢ w analizach z zakresu bioinformatyki.

Podsumowanie

Caly zakres stosowanych metod wskazuje, ze Autor posiada kompleksowg wiedzg i
do$wiadczenie, zaréwno w zakresie stosowania technik biologii molekularnej umozliwiajacych prace
laboratoryjng, jak i w zakresie analizy i procesowania danych bioinformatycznych. Ponadto
stwierdzam, ze przedstawione i zastosowane nowoczesne techniki i procedury analiz spelniaja kryteria

dobrej praktyki laboratoryjne;j.

2.2 Wyniki

Dane uzyskane z sekwencjonowania zostaty bardzo starannie przeanalizowane przez Autora, a
wyniki i wnioski sg interesujace w odniesieniu do tematu i zalozonych celow pracy. Jakkolwiek nie
wszystkie analizy i poréwnania, ktore zostaty przeprowadzone wykazaty réznice migdzy grupami nie
jest to zaskakujgce w pracy na materiale biologicznym. Nalezy przede wszystkim zwréci¢ szczegblng
uwage na obszary, w ktérych wykazano istotne réznice, tj. w grupie promotoréw gendéw powiazanych
z ASD (wg bazy SARFI) oraz wynikajacych z analizy szlakow sygnatowych. Dla tej pierwszej grupy
jako najbardziej istotne wskazano geny protokadhedryny oraz geny receptora dopaminowego. Jako
najbardziej istotne szlaki sygnatowe wskazano te, ktore byly zwiazane ze szlakiem sygnalowym
oksytocyny, szlakiem rozwoju i prowadzenia aksonu, szlakami zwigzanymi z synaps3
glutaminergiczng i GABAergiczng oraz szlakiem oddziatywania ligandu neuroaktywnego z
receptorem.

Wyniki zostaty przedstawione w sposob przejrzysty i czytelny.

Tekst rozprawy zostal uzupelniony znaczng liczba tabel i rycin, ktére zostaly poprawnie
zaadresowane i skomentowane. Uzyskane wyniki zostaly poddane wyczerpujacej dyskusji i
skonfrontowane z biezacymi doniesieniami naukowymi, jak réwniez odniesione poréwnawczo do

waznych pozycji literatury opublikowanych wezesniej.
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3. Warto$¢ naukowa i praktyczna wnioskéw wynikajgcych z przeprowadzonych analiz.

Oceniajac catos¢ pracy pragng zwrdci¢ uwage na bardzo rzetelne i wnikliwe opracowanie
uzyskanych wynikéw, zwlaszcza analizy genotyp-fenotyp. Praca bez watpienia wyczerpuje znamiona
pracy naukowej z zakresu badan podstawowych i ma duza warto$¢ naukowg.

Podsumowujgc stwierdzam, ze Doktorant sprostat podj¢temu trudnemu wyzwaniu i osiggnat
zakladane cele. Przedstawione wyniki badan maja duzg warto$¢ naukows i mogg sta¢ si¢ punktem
wyjécia do przeprowadzenia badan w znacznie wigkszej skali (wielooSrodkowych?).

4. Redakcja przedlozonej pracy (uwagi recenzenta)

Oceniana praca doktorska zostala bardzo starannie przygotowana, zgodnie z wymogami
dokumentacji naukowo-badawczej. Mocng strong stanowig liczne tabele i ryciny. Praca zostala
napisana poprawng polszczyzng.

Nie mam zastrzezef merytorycznych do recenzowanej pracy, ale mam kilka uwag o charakterze
redakcyjnym, do uwzglednienia przed (spodziewang) publikacja wynikéw:

o Pkt. 6.1 (str. 28): Autor omawia wyniki globalnego profilu metylacji, podczas gdy w kolejnym
akapicie z tego samego punktu przechodzi juz do omawiania wynikéw regionalnych.
Logicznym rozwinigciem dla analizy regionalnej bytby pkt. 6.2, a poszczegdlne regiony
powinny stanowi¢ kolejne poziomy listy, 6.2.1.,6.2.2, ..., efc.

e Pkt. 6.1 (str. 29 i 30): Autor opisuje najpierw statystyke analizy réznicowej, a nastgpnie
procentows analiz¢ dystrybucji poszczegélnych loci w podziale na konkretne regiony. Dane te
moglyby zostaé zaprezentowane w odwrotnej kolejnosci co byloby bardziej logiczne z uwagi
na przedstawione na poczatku pkt. 6.1 procentowe dane dotyczace globalnego poziomu
metylacji.

e Opis Ryciny 5. (str. 24) oraz ryciny 11 (str. 42) wskazuje, ze wielkos¢ i intensywnos¢ koloru
pokazanych na rycinach punktéw bezposrednio odzwierciedlaja wielkos¢ zbioru, po czym w
nawiasie Autor rozszerza t¢ definicje i podaje, ze jest to wartos¢ proporcjonalna do liczby
genéw. Opis nie jest do korica klarowny i nie wskazuje jednoznacznie czym jest dany punkt,
jak go interpretowaé oraz jaka warto$¢ przyjmuje (bezwzglgdng czy wzgledna).

e Tabela 6 (str. 33), tabela 7 (str. 34) oraz Tabela 9 (str. 41) zawierajg kolumng ,stopiefi
wzmocnienia”. Brak jest jednoznacznej informacji co dokladnie oznaczaja wartosci w tej
kolumnie.

e W tabeli 12 (str. 51) zostaly przedstawione roznice w poziomie metylacji dla 16 promotorow z
bazy genéw SFARI. W dyskusji Autor oméwit mozliwosé biologicznego znaczenia réznicy
dla dwoch pierwszych promotoréw (protokadhedryny P=0.2 oraz receptora dopaminowego
B=0.11). Zabraklo wyjasnienia w dalszej czgéci dyskusji czy pozostale z 14 promotorow, o
minimalnych réznicach w zakresie od 0.038 do 0.0017, mogg mie¢ jakiekolwiek znaczenie

biologiczne.
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WNIOSKI KONCOWE

Bioragc pod uwage aspekt naukowy pracy, w tym warto$¢ merytoryczng wynikéw oceniam
prace jako spelniajgca kryteria stawiane rozprawom na stopien doktora nauk medycznych
okreslone w art. 13 ust.1 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. ,,O tytule naukowym i stopniach naukowych
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” w zwiazku z art. 179 ust 2 Ustawy z dn. 3 lipca 2018 r.
,Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz.
1669). ] |

Na tej podstawie zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w Warszawie z wnioskiem o dopuszczenie mgr Piotra

Gasperowicza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Prof. dr hab. n. med. Krystyna H. Chrzanowska Warszawa, 3 czerwca 2024 r.

Zaklad Genetyki Medycznej
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Warszawa, al. Dzieci Polskich 20
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