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Ocena pracy doktorskiej mgr Magdy Jolanty Cuchra ,,Znaczenie proceséw

naprawy DNA oraz polimorfizméw genéw mechanizmu wycinania zasad

azotowych (BER): OGGI1, XRCCI1, MUTYH, ADPRT, APE] dla rozwoju
jaskry otwartego kata”.

Materiat genetyczny wszystkich komoérek organizmu narazony jest na ciggle dziatanie
licznych czynnikéw mutagennych pochodzenia endo- oraz egzogennego. Jednym z wazniejszych
czynnikéw generujacych uszkodzenia zasad azotowych sg reaktywne formy tlenu i azotu. RFT
generowane sa w wyniku dziatania promieniowania UV, X oraz gamma, ale takze produkowane
sa podczas stanéw zapalnych przez neutrofile i makrofagi. RFT powstajg rowniez endogennie w
procesach fosforylacji oksydacyjnej zachodzacej w mitochondriach. Obecno$¢ wolnych
rodnikéw zwigzana z uszkodzeniami oksydacyjnymi puryn lub pirymidyn, moze prowadzi¢ do
powstania jedno- lub dwuniciowych peknig¢ DNA. Najczestszym uszkodzeniem oksydacyjnym
w komorce jest utlenienie guaniny do 8-0x0G, ktére ma charakter zardwno cytotoksyczny jak i
mutagenny. Przed akumulacjg uszkodzen w DNA, komorki chronione sg dzieki systemom
naprawy DNA. Nieprawidlowo funkcjonujace systemy naprawy DNA zwickszajg ryzyko
wystgpienia wielu chor6b nowotworowych a takze chor6b o podtozu neurodegeneracyjnym.
Naprawy DNA zwigzane z uszkodzeniami zasad azotowych, w tym uszkodzeniami
oksydacyjnymi, przeprowadzane sg przez system BER a zaburzenia w prawidtowym
funkcjonowaniu tego systemu moga wigza¢ si¢ ze zwiekszeniem zapadalnosci lub progresja tych
choréb. Uszkodzenia oksydacyjne wigze si¢ takze z chorobami oczu takimi jak jaskra, zaéma czy
zwyrodnienie plamki zéttej.

Biorac pod uwage potencjalng rol¢ RFT w patomechanizmie jaskry pierwotnej otwartego
kata oraz kluczowa rol¢ procesu BER w usuwaniu uszkodzen oksydacyjnych w DNA,
Doktorantka podjela si¢ bardzo ambitnego zadania probujacego powigzaé wydajno$¢ proceséw

naprawy DNA, a takze obecnos$¢ wybranych polimorfizméw genéw systemu BER z
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wystepowaniem tej jednostki chorobowej. Wieloletnie do§wiadczenie w podj ¢tej tematyce pracy,
zespotu prof. Ireneusz Majsterka, Swietny warsztat naukowy oraz dostep do bardzo dobrze
dobranych, licznych grup kontrolnej i badanej gwarantowaty rzetelng weryfikacje postawionej
hipotezy badawczej.

Uktad tekstu rozprawy jest tradycyjny. Cze$¢ doswiadczalna jest poprzedzona wstepem
literaturowym wprowadzajgcym czytelnika kolejno w definicje i klasyfikacje jaskry,
epidemiologie, czynniki ryzyka rozwoju JPOK, stres oksydacyjny, uszkodzenia DNA, bariery
antyoksydacyjne, naprawy DNA. Ze wzgledu na sformutowany cel pracy szczegélnie duzo
miejsca Doktorantka poswigca mechanizmom naprawy DNA przez wycinanie zasad azotowych
opisujgc molekularne mechanizmy procesu naprawy, znaczenie systemu BER w chorobach
neurodegeneracyjnych, oraz poszczegoélne geny i ich produkty zaangazowane w system BER.
Moja wysoka oceng merytoryczng tej czesci pracy nieco obnizajg liczne bledy jezykowe, ktérych
nie udato si¢ wyeliminowa¢ podczas redakcji tekstu. Pod wzgledem merytorycznym nie moge
si¢ jedynie zgodzi¢ z twierdzeniem Autorki (str. 43), ,,... makrofagi i neutrofile generuja RFT w
celu zniszczenia komérek bakteryjnych, ktére nastepnie usuwane sg na drodze fagocytozy.”
Oczywisci najpierw mikroorganizmy s fagocytowane przez komoérki zerne a nastepnie w
fagosomach i fagolizosomach zabijane w mechanizmach zaleznych i niezaleznych od tlenu.
Doktorantka opisujac endogenne zrédta RFT pisze (str. 39), ze ,,Wiekszos¢ RFT generowanych
jest na drodze metabolizmu komérkowego, powstaja one gléwnie w procesie fosforylacji
oksydacyjnej zachodzacej w mitochondriach”. Skoro endogenne RFT powstaja gléwnie w
mitochondriach to czy poziom uszkodzen oksydacyjnych DNA mitochondrialnego w
komoérkach prawidlowych jest wyzszy niz w przypadku jadrowego DNA tych samych
komérek ?

Cele pracy sa jasno sformutowane i majg swoje bezposrednie odzwierciedlenie w
prezentowanych wynikach. Ponadto Doktorantka w przekonujgcy sposéb uzasadniania podjecie
si¢ realizacji wybranej tematyki badan.

W rozdziale ,,Materiaty i Metody” Doktorantka zapoznaje czytelnika z zastosowana
metodologig badan. Wszystkie wykorzystywane procedury sg doktadnie opisane w sposéb
umozliwiajacy ich odtworzenie w innym laboratorium. Na podkreslenie zastugujg prawie 900-
osobowa grupa 0s6b wigczonych do badan (w grupie kontrolnej i badanej), a takze szczegdtowe

badania kliniczne jakim zostaty te osoby poddane. Zastanawia mnie jedynie czy pewnym
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ograniczeniem w interpretacji wynikow nie jest fakt, ze grupa kontrolna zostata
wyselekcjonowana sposrdd pacjentéw u ktdrych co prawda nie stwierdzono objawéw JPOK, czy
innych chor6b okulistycznych i neurodegeneracyjnych, ale z okreslonych powodow zglosity si¢
do szpitala okulistycznego. Z tego samego powodu niepokoi mnie rowniez fakt wysokiego
odsetka 0s6b z cukrzycg typu 2 (1/3) w grupie kontrolnej. Prosze Doktorantke o rozwianie
moich watpliwosci podczas publicznej obrony. Metody badan zostaty dobrane prawidtowo dla
realizacji postawionych celéw pracy. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Doktorantka w swoich
badaniach nie ograniczyla si¢ do charakterystyki obecnosci badanych polimorfizméw u 0s6b z
grupy kontrolnej i badanej, ale podjeta si¢ znacznie trudniejszej metodycznie oceny poziomu
uszkodzenia DNA izolowanego z krwi 0s6b zdrowych oraz z krwi 0s6b z JPOK oraz dynamiki
naprawy indukowanych uszkodzen oksydacyjnych DNA.

Otrzymane w czasie realizacji badan wyniki dowodzg skutecznej realizacji ambitnych
celow pracy. Przedstawiona dokumentacja naukowa oraz przeprowadzona analiza statystyczna
wynikow dowodzi realizacji poszczegdlnych etapéw pracy i Swiadczy o bardzo dobrym,
metodycznym przygotowaniu autorki.

W pierwszej czgsci badan Doktorantka zastosowata metode PCR-RFLP dla identyfikacji
wybranych polimorfizméw w genach kodujacych podstawowe biatka zaangazowane w system
BER: XRCC1, OGG1, MUTYH, ADPRT i APE1 wsrdd pacjentéw z JPOK oraz w grupie
kontrolnej. Przedstawione, jednoznacznie udokumentowane wyniki badan, wykazaty, ze sposrod
badanych polimorfizméw, polimorfizm 399 Arg/Gln lub Gln w genie XRCCI moze by¢
zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju jaskry pierwotnej otwartego kata. Zaleznosci
takich nie obserwowano dla pozostatych badanych polimorfizméw. O znaczeniu polimorfizmu
399 Arg/Gln u pacjentéow z JPOK moga swiadczy¢ réwniez analizy uktadéw dwugenowych,
gdzie istotno$¢ statystyczng wskazujgca na zwickszenie prawdopodobienstwa zachorowania na
JPOK obserwowano wytgcznie w obecnosci tego polimorfizmu. Polimorfizm 399 Gln genu
XRCCI1 Doktorantka wigze rdwniez z podwyzszonym ryzykiem progresji JPOK po
przeprowadzonych analizach badan klinicznych, stosunku $rednicy zaglebienia do $rednicy
tarczy nerwu wzrokowego. Pozostale badania kliniczne takie jak ocena pola widzenia czy
grubosci warstwy wiokien nerwowych mogace rdwniez swiadczy¢ o progresji JPOK nie
potwierdzaja znaczenia tego polimorfizmu, a wskazujg natomiast role polimorfizméw w genach

ADPRT oraz APE]. Jesli progresja JPOK jest efektem posrednim i wynika z zaburzonego
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procesu naprawy BER w odpowiedzi na uszkodzenia oksydacyjne to jak thumaczy¢
obserwowane rozbieznoSci przy analizie réznych parametréw JPOK? Z danych
literaturowych, przytaczanych przez Doktorantke w Dyskusji pracy, wynika, ze XRCC1 nie
posiada aktywnosci enzymatycznej a stanowi ,,rusztowanie” dla innych bialek systemu BER,
natomiast polimorfizm 399 wystepuje w domenie BRCT1 odpowiedzialnej za oddziatywania z
biatkiem ADPRT. Czy znana jest sila oddzialywania bialka XRCC1 oraz jego wariantéw
polimorficznych z bialkiem ADPRT i/lub innymi bialkami systemu BER? Czy wybrane do
badan polimorfizmy pozostalych genéw obnizaja aktywnos$¢ enzymatyczng ich produktéw
lub odzialywania z innymi bialkami systemu BER ?

W kolejnej czgsci badan przeprowadzonych na limfocytach izolowanych od pacjentow z
grupy kontrolnej i badanej analizowano poziom uszkodzefi DNA indukowanych przez nadtlenek
wodoru oraz endogennych uszkodzen oksydacyjnych, a takze kinetyke ich naprawy.
Podstawowe uszkodzenia DNA jak i uszkodzenia indukowane nadtlenkiem wodoru byty badane
z zastosowanie testu kometowego oraz jego zmodyfikowanej formy z wykorzystaniem enzyméw
rozpoznajgcych utlenione puryny i pirymidyny. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg na
podwyzszony poziom uszkodzen podstawowych i indukowanych a takze uszkodzen
endogennych rozpoznawanych przez enzym Fpg w limfocytach pacjentéw z JPOK. Réwniez
kinetyka naprawy uszkodzen DNA w limfocytach 0séb zdrowych byta znacznie szybsza niz w
komérkach izolowanych z krwi 0s6b z JPOK. Efekt ten bytby jeszcze wyrazniej widoczny
gdyby Doktorantka umiescita na jednym wykresie dane uzyskane dla grupy badane;j i kontrolne;j
dla danego stezenia nadtlenku wodoru a nie jak w przypadku Rycin 10.9 — 10.14 rozdzielata
grupy badane i kontrolne na r6znych wykresach. Doktorantka przeprowadzita takze ocene
efektywnosci naprawy z zastosowaniem wyznakowanych oligonukleotydéw zawierajacych
uracyl wbudowanych do plazmidowego DNA. Rowniez w tej analizie okazato sie, ze
efektywnos¢ naprawy limfocytow od 0séb zdrowych jest wyzsza niz komorek pozyskanych od
pacjentow JPOK. Przesada wydaje mi si¢ jedynie okreslanie efektywnosci naprawy z
doktadnoscia do tysigcznych czgsci jednoscei (np. 68,270%) gdzie btad pomiaru wynosi zapewne
przynajmniej kilka procent. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujace na ostabione zdolnosci
do naprawy DNA przez limfocyty pochodzace od 0s6b chorych na JPOK potwierdzajg teorie
wskazujacg na role RFT w progresji tego schorzenia. W aspekcie prowadzonych przez

Doktorantk¢ badan, ciekawym bytoby réwniez okreslenie poziomu uszkodzen oksydacyjnych
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DNA oraz zdolnosci naprawczych w odniesieniu do badanych polimorfizméw. Czy
Doktorantka prowadzila takie analizy lub spotkala si¢ z takimi badaniami w literaturze ?

Dyskusja pracy zostala napisana w sposob bardzo dojrzaty, a Doktorantka krytycznie
odnosi uzyskane przez siebie wyniki do danych literaturowych. W dyskusji uzasadniono réwniez
wybor okreslonych polimorfizméw do badan w aspekcie JPOK. Zaburzenia w naprawach
uszkodzen oksydacyjnych powoduja akumulacje mutacji, ktére mogg prowadzi¢ do procesu
nowotworzenia. Czy wsrod oséb ze zdiagnozowang JPOK obserwuje si¢ wiekszg
zapadalno$¢ na nowotwory niz w pozostalej czesci populacji ?

Wnioski wyciagniete przez autorke sg w pelni uprawnione i majg catkowite pokrycie w

przedstawionych danych eksperymentalnych.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z pracg doktorskg Pani mgr Magdy Jolanty Cuchra
uwazam, ze ambitne cele rozprawy doktorskiej zostaly w pelni osiagnigte a uzyskane wyniki
nalezy uzna¢ za oryginalne i wartosciowe. Wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Wojskowo-
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Y.odzi o dopuszczenie Pani mgr Magdy Jolanty
Cuchra do dalszych etapow przewodu doktorskiego.







