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Ocena pracy doktorskiej mgr Magdaleny Jolanty Cuchra
pt. “Znaczenie procesé6w naprawy DNA oraz polimorfizméw genéw mechanizmu
wycinania zasad azotowych (BER): O0GG1, XRCC1, MUTYH, ADPRT, APE1 dla rozwoju
jaskry otwartego kata"

Przedstawiona mi do recenzji praca dotyczy badan nad znaczeniem proces6w naprawy
oksydacyjnych uszkodzen DNA dla prognozowania i terapii jaskry pierwotnej otwartego kata
(JPOK). Celem badan podjetych w pracy byla ocena zwigzku wariantéw polimorficznych
wybranych genéw kodujacych biatka szlaku naprawy DNA przez wycinanie zasad (BER) oraz
ich kombinacji z ryzykiem wystapienia JPOK oraz okreSlenie roli efektywnosci BER dla
prognozowania i terapii JPOK. Przedstawiony cel uwazam w pelni za uzasadniony z kilku
powodéw. JPOK jest zaliczana do grupy chordb spotecznych nie tylko z powodu znaczacej
liczby przypadkéw wystgpienia tej choroby, jej konsekwencji ale réwniez z faktu nie poznanej
etiologii. Do chwili obecnej nie udato si¢ ustali¢ zaréwno charakteru dynamiki rozwoju i
przebiegu tej choroby jak i czynnikéw rozwoju. Sugeruje sie, ze najwazniejszym czynnikiem
ryzyka rozwoju JPOK jest podwyzszone ci$nienie wewnatrzgatkowe a sposréd kilkunastu
hipotez dotyczacych rozwoju JPOK na czoto obecnie wysunela si¢ teoria stresu oksydacyjnego
W rozwoju jaskry.

Material do badan stanowity komérki jednojadrzaste izolowane z krwi pacjentéw z JPOK.
DNA do badan zostal wyizolowany z komoérek jednojadrzastych krwi otrzymanej od 422
pacjentow oraz 464 os6b u ktorych nie zdiagnozowano JPOK. Duzg warto$cig pracy jest
dokladna, szeroka charakterystyka pacjentdw obejmujgca nie tylko parametry kliniczne JPOK
ale rowniez histori¢ rodzinng.

W czgsci eksperymentalnej pracy oceniono rozktad genotypow i czesto$¢ alleli wariantow
polimorficznych oraz ich kombinacji, kluczowych genéw kodujacych biatka BER: XRCCI,
OGGI1, MUTYH, ADPRT i APEIl. Analizowano dwa polimorfizmy genu XRCC1 oraz jeden
polimorfizm pozostalych genéw. Metoda uzyta do genotypowania badanych polimorfizméw
byla reakcja RFLP-PCR. Efektywno$¢ naprawy i uszkodzen DNA oceniano metoda
elektroforezy pojedynczych komorek oraz funkcjonalnych testéw analizujacych aktywnosé
systemu naprawy BER.

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano zwigzek pomiedzy badanym polimorfizmem
genu XRCCI a rozwojem JPOK. Polimorfizm ten nieznacznie zwickszal ryzyko wystgpienia
JPOK u nosicieli niekorzystnego genotypu. Interesujace sg tez wyniki w ktoérych podjeto probe
korelacji badanych genotypéw z parametrami klinicznymi choroby. Z ich analizy wynika, ze
badane polimorfizmy genéw XRCC1, ADPRT podnosza ryzyko progresji JPOK a badany
polimorfizm genu APE1 obniza. Odwrotng korelacje mgr Magda Cuchra stwierdzita zestawiajac
grubos¢ warstwy wiokien nerwowych z badanymi polimorfizmami. Mysle, ze publiczna obrona
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pracy bedzie dobrym forum na wyjasnienie przez Doktorantke tych pozornie wykluczajacych sie
wynikéw. Komorki jednojadrzaste izolowane z krwi obwodowej od pacjentow z JPOK
charakteryzowaly sie zwigkszong iloscig endogennych uszkodzen DNA. Uszkodzenia te w
wigkszosci majg charakter oksydacyjny, co Doktorantka potwierdzita stosujgc enzymy FPG i
NTH. Szczegélnie interesujace s natomiast wyniki wskazujgce na nizszg efektywnos$¢é naprawy
BER w komérkach izolowanych od pacjentéw z JPOK w poréwnaniu do komoérek izolowanych
od 0s6b bez tej choroby. BER jest przeciez gléwnym systemem naprawy DNA zaangazowanym
w naprawe uszkodzen DNA indukowanych stresem oksydacyjnym, co potwierdza teorie stresu
oksydacyjnego w rozwoju jaskry. Ta cze$¢ pracy, oceniam bardzo wysoko, nie tylko z powodu
wagi osiggnie¢ naukowych ale roéwniez z faktu zastosowanych metod wymagajacych
perfekcyjnego opanowania warsztatu biologii molekularnej, czego potwierdzeniem jest
publikacja tej czesci wynikéw w Mutation Research.

Szkoda, ze mgr Magda Cuchra nie zdecydowala si¢ na zestawienie wynikéw genotypowania
z wynikami analizy uszkodzen i naprawy DNA.

Podsumowujac czegs¢ doswiadczalng pracy chciatbym podkreslié, ze wyniki te sg wyjatkowo
cenne, majg bowiem przelozenie kliniczne wskazujgc ewentualng droge prewencji JPOK.

Oceniajgc formalng stron¢ pracy stwierdzam, ze praca jest napisana i zredagowana
poprawnie z jednym wyjatkiem. Wyjatek ten dotyczy do$¢ duzej liczby bledow edytorskich
(literéwki), ktére czasami zmieniajg sens wyrazu (np. klastrogenne zamiast klastogenne, str. 52).
Oceniana rozprawa doktorska ma typowy uklad. We wstepie teoretycznym przedstawiono
aktualng wiedzg dotyczaca epidemiologii oraz etiologii jaskry pierwotnej otwartego kata. Mgr
Magdalena Cuchra opisuje w nim réwniez stres oksydacyjny i naprawe uszkodzeh DNA przez
wycinanie zasad. Cele pracy sg jasno i zwigZle przedstawione - nie ma watpliwosci do czego
dazy mgr Magdalena Cuchra.

Metody stosowane w pracy opisane sa przejrzyscie, czytelnik nie bedzie miat wedlug mojej
oceny probleméw z powtorzeniem wszystkich procedur opisanych w pracy.

Wyniki s3 na og6t przedstawione czytelnie, w postaci 27 tabel, 9 wykresow i 6
rycin/elektroforegraméw.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka umiejetnie konfrontuje otrzymane wyniki z wynikami
innych autoréw. Co wazne, w Dyskusji mgr Magdalena Cuchra nie tylko podsumowala
najwazniejsze wlasne rezultaty, ale sformutowat takze bardziej ogdlne, uprawnione wnioski i
hipotezy w oparciu o wlasne wyniki oraz zgromadzong wiedze w literaturze przedmiotu. Na
podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka sformutowala dwa wnioski trafnie oceniajgce
istot¢ przeprowadzonych badan. Trzeci wniosek jest ogélny i jest bardzo dobrym punktem
wyjscia do dalszych badan. Prosilbym Doktorantke o jego doprecyzowanie podczas publicznej
obrony. Obszerne pismiennictwo pochodzi w wigkszosci z ostatnich 10 lat, zostato wiasciwie
dobrane i zacytowane w pracy.

Jako ze, recenzent musi pokaza¢ swoja wnikliwo$¢ mam kilka uwag/komentarzy do
recenzowanej pracy.

1. Autorka musi popracowaé nad stylem naukowym. Praca naukowa ma swoéj specyficzny
styl. Styl, ktory jest prosty i jednoznaczny, co oznacza, ze praca powinna by¢ napisana
krotko, zwigzle i by¢ pozbawiona niepotrzebnych, nic nie wnoszgcych stow, zwrotéw i
kwiecistosci (Autorka naduzywa w pracy zwrotu ,,co wiecej”). Tre$¢ pracy powinna byé
starannie wyselekcjonowana, to znaczy pozbawiona wiadomosci mieistotnych dla
prezentowanej pracy. Dotyczy to szczegélnie Wstepu i Dyskusji. Lepiej jest zrezygnowaé z
kilku paragraféw czy podrozdziatéw kosztem lepszej przejrzystosci pracy jako calosci. Tym
samym ze Wstepu liczacego 64 strony usunaglbym informacje dotyczace np.: jaskry innej niz
pierwotna czy tez endogennych zrédet reaktywnych form tlenu. Skrécitbym tez pozostale
rozdziaty dotyczace uszkodzenia i naprawy DNA zawierajace informacje takie jak na przykiad
opis typu uszkodzen indukowanych przez promieniowanie jonizujgce wstawiony pomiedzy
informacje dotyczace oksydacyjnych uszkodzen DNA. Czasami Autorka podaza w drugg strone
i jest zbyt oszczedna — dlatego prosze Doktorantke o rozwiniecie skrotéw myslowych takich jak:
»wprowadzanie blednych adduktéw” i ,spontaniczna generacja miejsc AP” (str. 48),
»uszkodzone wigzanie deoksyrybozy” (str. 38), ,ktora cze$¢ uszkodzen DNA jest silnie



toksyczna a ktora silnie mutagenna” (str. 38), ,,indukcja mutacji GC>TA podczas taczenia sig 8-
ox0G z adening w czasie replikacji” (str. 49) czy tez ,,wysoce mutagennej zmiany T>C do ktdrej
dochodzi podczas blokady replisomu przez glikol tyminy”.

2. W pracy brakuje informacji na temat sprawdzania zatozen do testu T-Studenta.
Doktorantka prawidtowo zastosowata do analizy korelacji polimorfizméw z parametrami
klinicznymi jaskry test chi2 ale czy nie lepiej byloby tu zastosowa¢ analize za pomoca regresji
logistyczne] obejmujaca wszystkie czynniki genetyczne i niegenetyczne? Dyskusyjne jest
uzywanie SEM na wykresach zamiast SD, gdyz SD razem z $rednig jest parametrem nalezacym
do grupy statystyk tzw. opisowych, do ktorych nie zaliczamy SEM. Opis ryciny 10.7 jest btedny.

3. Dyskusyjne jest tez stwierdzenie, ze ,,limfocyty osob chorych na JPOK wykazaty brak
naprawy po 120 minutach inkubacji naprawczej” jak i ,limfocyty oséb chorych na JPOK sg
bardziej wrazliwe na dziatanie nadtlenku wodoru” (Rycina 10.6 i 10.9).

Powyzsze uwagi te nie majag wptywu na pozytywna ocene catosci pracy. O duzej randze
prowadzonych badan $wiadczy fakt, iz byly one finansowane ze $rodkéw finansowych
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny praca ma wysokg warto$é
poznawczg. Przedstawione w niej wyniki analiz przeprowadzonych na unikatowym materiale
badawczym, stanowig oryginalny wklad do badan nad JPOK. Doktorantka wykazala sie
wyjatkowym przygotowaniem teoretycznym w zakresie badanych zagadnien oraz
przeprowadzita pracochlonne badania eksperymentalne, wymagajgce doswiadczenia z zakresu
technik molekularnych i cytogenetycznych. Wniosek ten potwierdza analiza Jej dorobku
publikacyjnego. Obejmuje on 13 prac eksperymentalnych w wiekszosci opublikowanych w
czasopismach z okreslonym wspélczynnikiem oddziatywania (IF). Uwazam, Ze rozprawa
doktorska mgr Magdaleny Cuchra spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom na stopien
doktora. Wnosze zatem do Wysokiej Rady Wydzialu Wojskowo-Lekarskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopuszczenie Jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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