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Ocena pracy doktorskiej mgr Anny Merecz ,,Znaczenie proAc“e“swu naprawy DNA

oraz polimorfizmow genéw mechanizmu wycinania zasad azotowych: OGGI,

XRCCI, MUTYH, ADPRT, APE1 w patogenezie neuropatii cukrzycowe;j”.

Neuropatia cukrzycowa to zesp6t kliniczny dotyczacy uszkodzenia uktadu nerwowego
bedgcey najezestszym przewleklym powiktaniem cukrzycy. Mechanizm powstawanie neuropatii
nie jest do konca wyjasniony a obecnie pod uwage brana jest hipoteza metaboliczna,
niedokrwienna oraz udzial proceséw immunologicznych. Hipoteza metaboliczna zaktada
bezposrednie uszkodzenie nerwéw wywolane zaburzeniami metabolicznymi generowanymi
przez utrzymujgcg si¢ w organizmie hiperglikemie. Wydaje sie, ze wazng role w
patomechanizmie neuropatii odgrywajg reaktywne formy tlenu, ktérych zwiekszony poziom jest
generowany przez hiperglikemie prowadzaca do glikacji bialek, nasilenia przemian glukozy w
cyklu poliolowym, zwigkszonego powstawania diacylglicerolu, aktywacji kinazy biatkowej C

| czy zwigkszonej aktywnosci PARP. Nadmiar wolnych rodnikéw powoduje uszkodzenia biatek,
lipidow, weglowodanéw oraz DNA. Uszkodzenia DNA spowodowane obecnosciag RFT
wynikajg przede wszystkim z oksydacji zasad azotowych, ale moga prowadzi¢ réwniez do
pojedynczych i podwojnych peknie¢ DNA. Podstawowym procesem naprawczym uszkodzen
oksydacyjnych jest system BER. Biorac pod uwage potencjalng role RFT w patomechanizmie
neuropatii cukrzycowej oraz kluczowsa rolg procesu BER w usuwaniu uszkodzeni oksydacyjnych
w DNA, Doktorantka podje¢la si¢ bardzo ambitnego zadania prébujgcego powigzaé wydajnosé
procesow naprawy DNA, a takze obecno$¢ wybranych polimorfizméw genéw systemu BER z
wystepowaniem neuropatii cukrzycowej. Wieloletnie doswiadczenie w podjetej tematyce pracy,
zespotu prof. Ireneusz Majsterka, $wietny warsztat naukowy oraz dostep do bardzo dobrze
dobranych, licznych grup kontrolnych i badawczej gwarantowaty rzetelng weryfikacje

postawionej hipotezy badawczej.



Uktad tekstu rozprawy jest tradycyjny. Czg¢$¢ doswiadczalna jest poprzedzona wstepem

literaturowym napisanym tadnym jezykiem naukowym wprowadzajacym czytelnika kolejno w
definicje, klasyfikacje i patogeneze neuropatii cukrzycowej, zrodla i znaczenie wolnych
rodnikéw w neuropatii cukrzycowej, hipotezy powstawania neuropatii, mechanizmy naprawy
DNA ze szczeg6lnym uwzglednieniem procesu BER. Niezrecznym wydato mi sie jedynie
stwierdzenie, ze jednym z czynnikéw predysponujacych do rozwoju cukrzycy typu 2 jest
urodzenie dziecka o masie powyzej 4 kg (str. 10), raczej wydaje sie, ze jest to czynnik jedynie
mogacy wskazywac na mozliwo$¢ wystepowania tego schorzenia. Doktorantka przytacza
rowniez dane epidemiologiczne z ktérych wynika, ze cukrzyce w Polsce stwierdza sie u 2 razy
wigkszej cze$ci populacji niz $rednia dla populacji $wiatowej. Prosilbym Doktorantke o
wyjasnienie skad w naszej populacji tak wysoki poziom zapadalnos$ci na cukrzyce oraz jak
sytuacja pod tym wzgledem wyglada w innych krajach europejskich.

Cele pracy sg jasno sformulowane i majg swoje bezposrednie odzwierciedlenie w
prezentowanych wynikach. Wydaje mi si¢ jednak, ze Doktorantka skupita si¢ wylgcznie na
celach czastkowych méwigcych nie tyle o postawionej hipotezie badawczej co o konkretnych
eksperymentach, ktore zostaty zaplanowane do wykonania. Zabraklo mi wiec, jednego ogélnego
celu badan, ktorego realizacja powinna zweryfikowaé postawiong hipoteze badawcza.
Prosilbym Doktorantke o sformulowanie takiej hipotezy podczas publicznej obrony.

W rozdziale ,,Materialy i Metody” Doktorantka zapoznaje czytelnika z zastosowang
metodologig badan. Wszystkie wykorzystywane procedury sg doktadnie opisane w sposéb
umozliwiajgcy ich odtworzenie w innym laboratorium. Na podkreslenie zastuguja bardzo dobrze
dobrane, liczne grupy, badane oraz kontrolna. W opisanych procedurach jedynie oznaczenie
oligonukleotydéw w podrozdziale 6.2.4.2. budzi moje watpliwosci, jeden z nich powinien mie¢
raczej orientacje 3°-5’. Metody badan zostaty dobrane prawidlox;m dla realizacji postawionych
celéw pracy.

Otrzymane w czasie realizacji badan wyniki dowodzg skutecznej realizacji ambitnych
celow pracy. Przedstawiona dokumentacja naukowa oraz przeprowadzona analiza statystyczna
wynikéw dowodzi realizacji poszczegoélnych etapow pracy i $wiadezy o bardzo dobrym,

metodycznym przygotowaniu autorki.



INSTYTUT |nstytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk

BiolMe

93232 6d2
ul LOd :

W pierwszej czesci badan Doktorantka zastosowata metode PCR-RFLP dla identyfikacji
wybranych polimorfizméw w genach APE, ADPRT, OGG1, MUTYH oraz XRCC1 wéréd
pacjentéw z cukrzyca typu 2, pacjentéw z T2DM oraz ze wspoélistniejgcg neuropatig oraz dla
grupy kontrolnej. Przedstawione, jednoznacznie udokumentowane wyniki badan, wykazaty, ze
spostod badanych polimorfizméw, polimorfizm 399 w genie XRCC1 oraz 726 w genie ADPRT
wystepujg czgsciej w grupie 0séb z cukrzyca typu 2 oraz z neuropatig cukrzycowa w stosunku do
grupy kontrolnej. Zaleznosci takich nie zaobserwowano dla innych badanych polimorfizméw.
Czy poznane jest znaczenie tych polimorfizméow (399 w genie XRCC1 oraz 726 w genie
ADPRT) dla funkcji obu bialek ? Jak mozemy powigza¢ funkcje tych bialek z
mechanizmami powstawania T2DM i/lub T2DM/DSPN ?

W kolejnej czgsci badan przeprowadzonych na limfocytach izolowanych od pacjentéw z
cukrzyca, cukrzycg i neuropatia oraz na grupie kontrolnej, analizowano poziom uszkodzen
DNA indukowanych przez nadtlenek wodoru w obecnosci, i przy braku, endonukleaz Nth i Fpg
oraz efektywno$¢ ich naprawy. Zastosowaﬁy test kometowy pozwolit na ustalenie czasu
niezb¢dnego do naprawy DNA w komoérkach badanych i kontrolnych. Otrzymane wyniki
wykazaty wzrost uszkodzen DNA u pacjentéw z T2DM oraz z neuropatig, ponadto u tej ostatniej
grupy pacjentéw zaobserwowano réwniez obnizong efektywno$¢ naprawy DNA, wskazujace na
‘udziat wolnych rodnik6w w patogenezie neuropatii. Czy analizowane przez Doktorantke
limfocyty w poszczegolnych grupach pochodzily od 0s6b neszacych badane polimorfizmy,
jesli tak to czy byly one rownomiernie rozlozone we wszystkich grupach ? Prositbym takze
Doktorantke o przedstawienie wynikéw testow kometowych z poszezegdlnych grup na jednym
wykresie dla danego stezenia H,O, aby lepiej zobrazowa¢ réznice pomiedzy grupa kontrolng a
komorkami od pacjentéw z cukrzycg oraz cukrzyca i neuropatiami. Czy na otrzymane wyniki
nie wplywa endogenny poziom RFT, prawdopodobnie inny w limfocytach os6b z grupy
kontrolnej oraz os6b z cukrzycg ? Czy aktywno$¢ metaboliczna komérek (np. dostepnosé
ATP) we wszystkich grupach jest jednakowa czy tez odmienna w komérkach od pacjentow
T2DM, i czy nie wplywa to na przeprowadzone analizy ? W ostatnim etapie badan
doktorantka badala efektywnos$¢ naprawy typu BER z zastosowaniem precyzyjnego testu
opartego o pojedyncze uszkodzenie nici DNA. Przeprowadzone badania nie wykazaty istotnych
statystycznie zalezno$ci aktywnosci systemu BER w stosunku do poszczeg6lnych grup

pacjentéw. Czy analizowana grupa pacjentéw z cukrzyca byla nosicielem polimorfizmu
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399 w genie XRCC1 lub 726 w genie ADPRT ? JeSli nie to czy wybér takiej grupy mégliby
zmieni¢ wyniki testu ?

Dyskusja pracy zostala napisana w sposob bardzo dojrzaly, a Doktorantka krytycznie
odnosi uzyskane przez siebie wyniki do danych literaturowych. Wskazuje na sprzecznosci w
literaturze w tym nawet w danych dotyczacych populacji polskie;j.

Gléwnym zalozeniem przeprowadzonych przez Doktorantke badan byto poszukiwanie
korelacji pomigdzy polimorfizmami w genach systemu BER oraz wystepowaniem neuropatii
cukrzycowej, co ze wzgledu na udziat w tym procesie RFT wydaje si¢ calkowicie zrozumiate.
Mozliwe jednak, ze rola wolnych rodnikéw w neuropatii cukrzycowej zwigzana jest raczej z
uszkodzeniami lipidéw lub biatek a nie samego DNA. Swiadczylby o tym réwniez fakt korelacji
pomiedzy polimorfizmami mogacymi skutkowaé zmiang poziomu wolnych rodnikéw (syntetaza
NO, reduktaza aldozy) ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju neuropatii. Prosze Doktorantke o
komentarz do powyzszej opinii. Uszkodzenie DNA pod wptywem zwiekszonego poziomu RFT
w komorkach pacjentéw z cukrzyca bez w pelni sprawnych mechanizméw naprawczych
powinno skutkowaé zwigkszong czgstoscig indukowania procesdw nowotworzenia, korelujgcych
z polimorfizmami w genach systemu BER obnizajacych sprawnos$¢ tego mechanizmu naprawy
DNA. Czy dla populacji oséb chorych na cukrzyce oraz oséb z neuropatig cukrzycows
prowadzone byly takie badania, jesli tak to polimorfizmy jakich genéw wydaja si¢ tu
najwazniejsze ?

Whioski wyciagnigte przez autorke sa w petni uprawnione i majg catkowite pokrycie w

przedstawionych danych eksperymentalnych.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z pracg doktorskg Pani mgr Anny Merecz uwazam, ze
ambitne cele rozprawy doktorskiej zostaly w pelni osiggniete a uzyskane wyniki nalezy uznaé za
oryginalne i wartosciowe. Wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Wojskowo-Lekarskiego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie Pani mgr Anny Merecz do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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