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Ocena rozprawy na stopien doktora mgr inz. Katarzyny Wojcik ,,Zwigzek
zmiennosci genow naprawy DNA przez wycinanie zasad 7 wystepowaniem

stozka rogowki i dystrofii srodblonka rogowki Fuchsa”

Material genetyczny zywych organizmow jest w sposob ciagly narazony na dziatanie
czynnikow wprowadzajacych chemiczne modyfikacje. Zaréwno czynniki Srodowiskowe,
jak 1 te powstajace jako wynik metabolizmu, moga generowaé¢ w kazdej komorce,
w przeciaggu doby tysiace takich zmian. Wiele z nich moze powodowaé trwate zmiany
w czasteczce DNA, ktéore moga uposledzi¢ albo pozbawi¢ komorke, a takze organizm,
mozliwos$ci prawidlowego funkcjonowania. Aby zapobiec utracie lub uposledzeniu
funkcjonowania, kazda komoérka posiada zlozone mechanizmy stuzace do wykrywania
i naprawy DNA. Wiekszo$¢ komoérek ma kilka typow roéznych systemow naprawy DNA.
Jednym z podstawowych mechanizmoéw naprawy komoérkowego DNA jest naprawa przez
wycinanie zasad azotowych (angielska nazwa Base Excision Repair — BER). Znaczenie tego
mechanizmu dla zycia komorki podkresla fakt, ze catkowity brak jednego z kilku
podstawowych komponentéw tego systemu (APE1, XRCCI, ligaza 1) jest letalny, a spadek
aktywnos$ci bialek uczestniczacych w mechanizmie naprawy BER czesto zwigzany jest
z szeregiem patologii lub/i przyspieszonym starzeniem organizmu. W powyzej opisang

tematyke dobrze wpisuje si¢ recenzowana praca doktorska.



Oceniana dysertacja ma niezbyt czgsto spotykany w naszym Kraju uktad dla tego typu
opracowan. Sklada si¢ ze streszczenia, w jezyku polskim i angielskim, ale jej podstawowa
czescig sg cztery prace opublikowane w dobrych specjalistycznych czasopismach z tzw. ,,listy
filadelfijskiej”. Cato$¢ zamykaja o$wiadczenia wspotautorow publikacji dotyczace
udziatu/wktadu pracy w powstaniu publikacji. Nie ma watpliwosci, ze wktad pracy mgr inz.

Katarzyny Wojcik byt dominujgcy w kazdej publikacji sktadajacej si¢ na oceniane dzieto.

Streszczenie pracy jest zwiezlym podsumowaniem zardwno czg$ci teoretycznej,
nawiazujacej do tematu dysertacji, jak i krotkim oméwieniem wynikow, a zakonczone jest
przedstawieniem wnioskow. Streszczenie jest wigc, w odczuciu recenzujgcego, typowa

rozprawa doktorska podang w pigutce.

Cel rozprawy zostat dobrze, precyzyjnie okreslony przez Autorke, a jego osiggnigcie

udowodnione zostalo w zebranych w dysertacji publikacjach.

Tre$ci zawarte w pierwszej, pogladowej, publikacji wlaczonej do rozprawy
doktorskiej opublikowanej w Int.JMol.Sci stanowi znakomite wprowadzenie w tematyke
rozprawy. Mozna tutaj znalez¢ charakterystyke strasu oksydacyjnego, ale przede wszystkim
jego zwiazek z patogeneza stozka rogoéwki 1 dystrofig S$rdédbtonka rogowki Fuchsa.
Przechodzac do merytorycznej oceny pracy chcialbym podkresli¢, ze wszystkie rezultaty
badan opisane w trzech eksperymentalnych pracach opublikowanych w Int.JMol.Sci
(dwie prace) i Cellular. Mol. Biol. Lett., oraz w syntetycznej formie, w rozdziale Streszczenia;
Wyniki, sa w pelni oryginalnymi osiggnigciami naukowymi. W najbardziej skondensowanej
wersji mozna je sprowadzi¢ do konkluzji, ze zmienno$¢/polimorfizm gendéw naprawy
komoérkowego DNA przez wycinanie zasad azotowych moze mie¢ znaczenie w patogenezie
stozka rogowki 1 dystrofii $rodblonka rogowki Fuchsa. Autorka analizowata material
biologiczny (krew) pobrany od pacjentow ze zdiagnozowanym stozkiem rogowki (279 osob)
i dystrofig srédbtonka rogowki Fuchsa (225 0sob) oraz osdb z grupy kontrolnej, u ktorych
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wykluczono obecnos¢ tych chordb (322 osoby). Naprawde imponuje liczebnos¢ badanych
grup.

Doktorantka zastosowata bardzo trafnie spektrum nowoczesnych technik i testow
uzywanych w dobrych laboratoriach genetyki molekularnej. Zwraca uwagg logiczny
I konsekwentny zestaw metod: technika polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych
(PCR-RELP), metoda analizy krzywych topnienia o wysokiej rozdzielczosci i metoda RT-

PCR z uzyciem sondy TagMan. Dobo6r metodyki pozwolit na peing realizacje celow pracy.

Ze szczegblnym uznaniem pragne podkresli¢ fakt, ze do realizacji celow badan
Doktorantka przeprowadzila analizy 9 polimorfizméw kluczowych genow, ktore stanowig

podstawowe komponenty mechanizmu naprawy BER.

Tak jak zaznaczylem powyzej, wszystkie prace skladajace si¢ na recenzowang
dysertacj¢ opublikowano w specjalistycznych czasopismach z listy filadelfijskie;j”,
co jest z kolei zwigzane z recenzjami, najczgsciej przez wybitnych specjalistow z danej
dziedziny. W ten sposOb najbardziej istotna czes¢ dorobku naukowego Autorki zostata,

wstepnie juz raz zweryfikowana.

Nie bede wigc w recenzji koncentrowal si¢ na detalicznym omawianiu wynikoéw
doktoratu. Czytelnik, ktory chcialby pobieznie zaznajomi¢ si¢ z rezultatami znajdzie je
W streszczeniu zamieszczonym na poczatku pracy, a w wersji szczegdlowej w publikacjach,

ktore sa integralng czescig dysertacji.

Prezentacji oryginalnych i bardzo ciekawych rezultatow towarzysza zwykle pytania
I komentarze, co tez niniejszym czyni¢. Jak juz podkreslitem powyzej, gtowna konkluzja
recenzowanej dysertacji jest stwierdzenie, ze zmienno$¢/polimorfizm gendéw naprawy
komorkowego DNA przez wycinanie zasad azotowych moze mie¢ znaczenie w patogenezie
obu analizowanych patologii. Mozna si¢ domysla¢, ze wzmiankowana zmiennos¢ jest
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bezposrednio zwigzana z obnizeniem aktywno$ci biatek/produktow badanych gendow,
co z kolei moze skutkowaé¢ wyzszym poziomem modyfikacji DNA, a to moze prowadzi¢ do
generowania mutacji. Najbardziej prawdopodobnym czynnikiem sprawczym takich mutacji
wydaje si¢ byc¢ stres oksydacyjny, co Doktorantka wielokrotnie sugeruje. Brak jest jednak
W pracy bezposredniej odpowiedzi na pytanie czy stres oksydacyjny obserwowany w obu
patologiach jest ich przyczyng czy tez skutkiem? Ponizej rozwinigcie tego ciagle

nierozstrzygnigtego problemu.

Wciaz nieodgadnionym pozostaje fakt, iz ewolucja biochemiczna wlaczyta w metabolizm
komorek proces powstawania wolnych rodnikéw. Tlen, ktory jest przeciez niezbedny
dla funkcjonowania organizméw aerobowych, staje si¢ jednoczesnie czynnikiem
zagrazajacym funkcjonowaniu czy nawet istnieniu komoérek poprzez reakcje RFT z ich
sktadnikami, prowadzac do modyfikacji 1 uszkodzen biomolekul. Szczegdlne

niebezpieczenstwo dla uktadow biologicznych niosg ze sobg oksydacyjne uszkodzenia DNA.

Pomimo wielu naukowych ekspertyz dowodzacych, iz podwyzszony poziom
oksydacyjnych uszkodzeh DNA towarzyszy licznym jednostkom chorobowym, wcigz
pozostaje nierozstrzygniete wazne pytanie czy uszkodzenia te sa bezposrednig przyczyna
patologii, czy raczej ich skutkiem toczacych si¢ proceséw chorobowych. Obecnie przewaza
poglad, ze w zdecydowanej wigkszosci przypadkéw uszkodzenia DNA pojawiaja si¢ jako
wynik stresu oksydacyjnego, ktory jest skutkiem toczacych si¢ proceséw chorobowych.

Dobrym przyktadem sg tutaj stany zapalne oraz infekcje, ktorym stany zapalne towarzysza.

Zanim jednak oznaczanie polimorfizmu gendow naprawy oksydacyjnych uszkodzen
DNA stanie si¢, jak sugeruje Doktoratnka, uzytecznym klinicznie narz¢dziem prewencji,
diagnozy, oceny stopnia zaawansowania czy progresji choroby, a wreszcie czynnikiem

decydujacym o rodzaju terapii, metody te muszg by¢ w pelni zewaluowane 1 zwalidowane.



Koniecznym jest, aby towarzyszylo temu petiejsze zrozumienie roli RFT i uszkodzen

oksydacyjnych w patogenezie.

Pewien niedosyt budzi brak analiz oksydacyjnych uszkodzen DNA w badanych
grupach. Laboratorium Promotora pracy — prof. J. Blasiaka jest przeciez jednym z nielicznych
laboratoriow w Polsce, ktore rutynowo i1 wiarygodnie takie analizy wykonuje. Brak jest takze
odniesienia 1 bardziej szczegotowego omowienia pracy Czerny P. i1 wsp., (z pracowni
Promotora) w ktérej na reprezentacyjnej grupie pacjentéw z dystrofig srodbtonka rogdwki
Fuchsa i grupie kontrolnej takie analizy wykonano. (Jedno zdaniowa wzmianka znajduje si¢
tylko w pracy przegladowej). Dyskusyjny jest takze brak odpowiednio wiekowo dobranej
grupy kontrolnej dla pacjentéw ze stozkiem rogdéwki; Sredni wiek pacjentdow to 36 lat,
a grupy kontrolnej 63. Tylko czgsciowo mozna zaakceptowaé argumentacje prezentowang
na stronie 60 (fragment z Dyskusji artykutu z Cell Mol. Biol Lett); Trudno byloby rekrutowac
nastgpng kilkuset osobowa grupe kontrolna, wiekowo zblizong do grupy pacjentow,
to prawda, ale rekrutacja grupy kilkudziesiecioosobowej, bytaby statystycznie akceptowalna

I mogtaby rozstrzygna¢ powyzsze dylematy (?)

Powyzsze uwagi/komentarze sprowokowane oryginalnymi i ciekawymi rezultatami
i rownie ciekawa ich interpretacja maja charakter dyskusyjny/polemiczny i niczym
nie umniejszajag mojej wysokiej oceny rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Wojcik.
W moim przekonaniu obrona pracy bedzie dobrym miejscem na wymiang

pogladow/dyskusje dotyczaca moich komentarzy.

Wszystkie czesci rozprawy $wiadcza o duzej wiedzy Autorki i Jej dojrzatosci
naukowej, co nieczgsto si¢ zdarza na tym etapie rozwoju. Uwazam, ze rozprawa,

jest oryginalnym osiggnigciem naukowym, wnoszacym nowe dane do wiedzy o biologii



molekularnej i odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim. Dlatego tez

chcialbym ztozy¢ wyrazy uznania nie tylko dla Doktorantki, ale i dla Promotora pracy.

Uwzgledniajac warto§¢ poznawcza rozprawy, wykazang w pracy bardzo dobrg
znajomos$¢ problematyki badan, wnosz¢ do Wysokiej Rady Wydzialu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lodzkiego 0 przyjecie rozprawy i dopuszczenie

mgr inz. Katarzyny Wojcik do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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