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Ocena
pracy doktorskiej mgr Piotra Czarnego
pt.: ,,Uszkodzenia i naprawa DNA oraz zmienno$¢ gendw szlaku naprawy

DNA przez wycinanie zasad w depresji”

Zaburzenia depresyjne (ZD, depresja) sa cigzka chorobg psychicznag, ktéra
wedtug szacunkéw do 2020, obok chordb niedokrwiennych serca, moze stac si¢ jedna
z najbardziej ekonomicznie i spotecznie problematycznych chorob. Niestety, okoto
jedna trzecia pacjentow nie odpowiada na tradycyjne, farmakologiczne leczenie.
Pomimo intensywnych badan, patogeneza ZD nie zostata do konca poznana.
Wiadomo, ze u pacjentéw cierpigcych na te chorobe wystepuja zaburzenia w ekspresji
neuroprzekaznikow, zmiany w osi podwzgorze-przysadka-nadnercza, strukturaine
i genowe zmiany w obrebie mozgu i stan zapalny. Nieliczne prace wskazujg, ze obok

stanu zapalnego u pacjentéw z depresjg wystepuja zaburzenie rownowagi pro-anty
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oksydacyjnej. Stres oksydacyjny spowodowany jest m.in. zwigkszong produkcja
mitochondrialnych reaktywnych form tlenu (RFT), ktére moga powodowac
uszkodzenie DNA prowadzac do niestabilnosci genomowej. Potwierdza to fakt
wykrycia u pacjentéw z ZD podwyzszonego poziomu B8-oksoguaniny (8-0ks0G),
markera oksydacyjnych uszkodzen DNA. Za usuwanie 8-oksoG w komoérkach ssakdéw
odpowiedzialny jest sprawnie dziatajacy mechanizm naprawy DNA przez wycinanie
zasad azotowych (BER). Zwiekszone stezenie 8-oksoG u pacjentow z depresja
znaleziono w osoczu, moczu i komoérkach jednojgdrzastych krwi obwodowe;,
co $wiadczyé moze o zaburzonym procesie naprawy BER.

Tematem dysertacji doktorskiej Pana mgr Piotra Czarnego byto okreslenie
zwigzku pomiedzy zmiennoscia genow naprawy DNA, uszkodzeniami DNA
i efektywnoscia ich naprawy, a ryzykiem wystapienia depresji. Praca doktorska
wcatoéci zostata wykonana w Katedrze Genetyki Molekularnej Uniwersytetu
rodzkiego, pod kierunkiem Pana dr hab. n. biol. prof. nadzw. Ut Tomasza
Sliwinskiego. Osoba Promotora, ktéry posiada wieloletnie doswiadczenie i liczne
istotne odkrycia naukowe uzasadnia trafno$¢ wyboru tematu i jego realizacji, tym
bardziej, iz laboratorium w ktérym praca byta wykonywana posiada mozliwos¢
zastosowania metod z zakresu nowoczesnej biologii molekularnej. Praca finansowana
byt z grantu NCN PRELUDIUM nr DEC-2014/13/N/NZ7/00232 ,Uszkodzenia i
naprawa mitochondriainego DNA w depresji”. Ponadto, Doktorant byt beneficjentem
grantow w ramach dotacji Dziekana Wydziatu BiOS Ut dla prac rozwojowych mtodych
naukowcdéw oraz w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki, Poddziatania
8.2.1. projektu Doktoranci — Regionalna Inwestycja w Miodych Naukowcow, ktore
realizowat dzieki modelowo uktadajgcej sig wspdtpracy ze swoim Promotorem.

Oceniana rozprawa zostata ztozona jako cykl prac pod wspolnym tytutlem

_Uszkodzenia i naprawa DNA oraz zmienno$¢ genéw szlaku naprawy DNA przez
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wycinanie zasad w depresji”, w sktad ktérej wchodzg 1 praca pogladowa oraz 3
oryginalne prace eksperymentalne.
W pracy pogladowej:

1. Czarny P, Galecki P, Sliwinski T. Stres oksydacyjny oraz
uszkodzenia i naprawa DNA w zaburzeniach depresyjnych. Farmakoterapia w
Psychiatrii i Neurologii 2015;31:243-249. 8 pkt

Doktorant wyczerpujgco opracowat zagadnienia pozostajgce w S$cistym zwigzku
z wykonywanym projektem badawczym okreslajgcym dziatanie, elementy sktadowe

oraz aktywnoéé komérkowa szlaku BER w zaburzeniach depresyjnych.

W pracach oryginalnych:

2 Czamy P, Kwiatkowski D, Kacperska D, Kawczyriska D, Talarowska M,
Orzechowska A, Bielecka-Kowalska A, Szemraj J, Gafecki P, Sliwinski T. Elevated
level of DNA damage and impaired repair of oxidative DNA damage in patients with
recurrent depressive disorder. Med Sci Monit 2015,21:412-8. 15 pkt; IF 1,433; IF 5-
letni 1,300.

3. Czamy P, Kwiatkowski D, Galecki P, Talarowska M, Orzechowska A,
Bobinska K, Bielecka-Kowalska A, Szemraj J, Maes M, Su KP, Sliwinski T. Association
between single nucleotide polymorphisms of MUTYH, hOGG1 and NEIL1 genes, and
depression. J Affect Disord 2015;184:90-6. 35 pk; IF 3,383; IF 5-letni 3,940.

4. Czarny P, Kwiatkowski D, Toma M, Galecki P, Orzechowska A, Bobinska
K Bielecka-Kowalska A, Szemraj J, Berk M, Anderson G, Sliwinski T. Single-
nucleotide polymorphisms of genes involved in repair of oxidative DNA damage and
the risk of recurrent depressive disorder. Med Sci Monit DOI: 10.12659/MSM.898091.
15 pkt; IF 1,433; IF 5-letni 1,300.

analizie poddano poziom uszkodzenn DNA, peknigé nici, miejsc alkalicznie labilnych
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oraz modyfikacji oksydacyjnych puryn i pirymidyn, jak rowniez efektywno$¢ naprawy
DNA u pacjentébw z depresja w poréwnaniu do grupy kontrolnej bez zaburzen
psychicznych. Umozliwito to bezposrednie poréwnanie poziomu endogennych
i indukowanych uszkodzen DNA pomiedzy pacjentami z depresja, a grupg kontrolng
bez zaburzen psychicznych. Ponadto, mozliwe stato si¢ okreslenie efektywnosci
naprawy DNA pomigdzy pacjentami a kontrolami. Dodatkowo, ze wzgledu na to, ze
obecnos¢ polimorfizméw pojedynczego nukleotydu w genach kodujacych biatka
naprawy moze modulowaé efektywnos¢ tej naprawy DNA, zbadane zostato 12
polimorfizméw genow w tym, hOGG1, MUTYH, NEIL1, APEX1, FEN1, LIG1, LIGS3,
XRCC1, PARP1.

Materiat do badan stanowito 599 probek krwi obwodowej pobranych od 288
pacjentéw ze zdiagnozowana depresjg oraz od 311 os6b bez ZD stanowigcych grupe
kontrolng we wspotpracy z zespotem prof. Piotra Gateckiego, Kierownika Kliniki
Psychiatrii Dorostych Uniwersytetu Medycznego. Pacjenci i grupa kontrolna zostali
dopasowani pod wzgledem rozktadu ptci oraz wieku. Uczestnicy ztozyli pisemng zgode
na uczestnictwo w projekcie po zapoznaniu sig z przebiegiem i celem badania zgodnie
z protokotem zaaprobowanym przez Komisje Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego
w todzi (No. RNN/70/14/KE).

Uszkodzenia DNA i efektywno$é ich naprawy zostata oceniona za pomocg
alkalicznej wersji testu kometowego, ktéry rozpoznaje pekniecia jedno- i dwuniciowe
DNA oraz miejsca alkalicznie labilne. W celu wykrycia oksydacyjnych modyfikacji
puryn oraz pirymidyn uzyto zmodyfikowanego testu kometowego za pomoca,
odpowiednio, hOGG1 i Nth. po dziataniu nadtlenkiem wodoru w czasie do 120 min
inkubacji naprawczej. Natomiast, badanie rozkiadu genotypow i alleli badanych
polimorfizméw zostato przeprowadzone na wyizolowanym z krwi obwodowej DNA

genomowym z uzyciem sond TagMan w tancuchowej reakcji polimerazy z detekcja
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w czasie rzeczywistym.

W celu poréwnania poziomu uszkodzen i efektywnosci naprawy pomiedzy
pacjentami, a grupg kontrolng wykorzystano test t-studenta, jezeli grupy wykazywaty
rozklad normalny w teécie Shapiro-Wilka lub w odwrotnym przypadku, test Manna-
Whitneya. Do analizy statystycznej wynikéw otrzymanych z genotypowania uzyto
regresji logistycznej, za pomoca ktérej wyliczono iloraz szans (ang. odds ratio, OR)
nieskorygowany i skorygowany dla pici przy przedziale ufnosci rownym 95%.

Wyniki z testu kometowego potwierdzity zwiekszong liczbe uszkodzen
oksydacyjnych DNA u pacjentéw z depresja w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Wykazaly rowniez podwyzszong obecnos¢ innych typéw uszkodzen, takich jak jedno-
i dwuniciowe pekniecia czy miejsca alkalicznie labilne. Co wigcej, naprawa
zaindukowanych przez nadtlenek wodoru uszkodzen przebiegata wolniej u pacjentow,
niz w grupie kontrolne;.

W analizie rozktadu genotypéw i alleli stwierdzono, ze nastepujgce genotypy:
GI/G NEIL1 ¢.*589G>C, T/G APEX1 c¢.-468T>G, A/A LIG3 c.*83A>C, C/C LIG3
c.*50C>T oraz allele: G NEIL1 ¢.*589G>C, A LIG3 c¢.*83A>C, C LIG3 c.*50C>T
zwigzane sg z podwyzszonym ryzykiem wystepowania depresiji. Zwiazek z obnizonym
ryzykiem wykazywaty genotyp C/C NEIL1 ¢.*589G>C oraz allele: C NEIL1 ¢.*589G>C,
C LIG3 ¢.*83A>C, T LIG3 ¢.*50C>T. Dodatkowo haplotyp CA polimorfizméw ¢.*50C>T
i ¢.*83A>C w genie NEIL1 zwigzany byt z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na
ZD, podczas gdy haplotyp TC z obnizonym ryzykiem. Analiza dwugenowa wykazata,
ze nastepujgce genotypy: 441G>A moga modulowac ryzyko wystapienia depresji,
pomimo, ze pojedynczo polimorfizmy te nie wykazywaty tego typu zaleznosci.

Nalezy podkresli¢, iz wszystkie wchodzace w skitad cyklu prace
pierwszoautorskie sg wysoko punktowane w skali naukometrycznej, ich ogoina

punktacja wynosi 73 pkt MNiSW; IF 6,249; IF 5-letni 6,540 i co najwazniejsze stanowig
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doskonata dokumentacje badawczg przeprowadzonych eksperymentow. Ponadto,
poza cyklem wchodzacym w sktad dysertacji, Doktorant wykazuje sie bogatym
dorobkiem naukowym w sumie 12 prac, 1 monografia oraz 12 komunikatéw na
krajowych oraz migdzynarodowych konferencjach naukowych o punktacji 368 pkt
MNiSW, IF 35.385, IF 5-letni 35,654, podkreslajgcym wy$mienite przygotowanie
Doktoranta do pracy badawczej. Drobne uwagi dotyczace zestawu prac maja
charakter edytorski i nie zmieniajg wysokiej oceny niniejszej dysertacji. Jestem
gteboko przekonany, ze stanowi ona dobry przykiad samodzielnego rozwigzania
okreslonego problemu badawczego, ktory ma szanse znalezé w przysztosci
przetozenie w badaniach stosowanych. Przedstawione wyniki stanowig oryginalny
wklad mgr Piotra Czarnego w badania nad znaczeniem uszkodzen DNA

i efektywnoscig ich naprawy dla ryzyka wystapienia depresji.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w toku tej dysertacji, potwierdzaja obecnos$¢
uszkodzen oksydacyjnych oraz innych typow uszkodzen DNA. Co wiecej wskazuja, ze
obecno$¢ podwyzszonej ilosci uszkodzerh DNA w ZD moze by¢ spowodowana nie
tylko stresem oksydacyjnym, ale rowniez zaburzeniami w naprawie DNA. Dodatkowo,
polimorfizmy genéw kodujgcych biatka zaangazowane w BER, szlaku w gtéwnej
mierze odpowiedzialnego za usuwanie oksydacyjnych uszkodzen DNA, moga
modulowaé ryzyko wystapienia depresji. Tym bardziej wigc, na tym zaawansowanym
etapie badan, niezwykle istotne jest okreslenie zaleznosci genotyp-fenotyp
zwazywszy, ze badane polimorfizmy moga mie¢ zwigzek z progresja choroby. Dlatego
poprositbym Doktoranta o oméwienie mozliwych implikacji uzyskanych wynikow w
korelacji do parametréw choroby oraz zastosowania w praktyce kliniczne;. We wniosku
koncowym stwierdzam, Zze przedstawiona do oceny rozprawa w petni odpowiada
warunkom stawianym dysertacjom doktorskim. Uwzgledniajac nowatorskie idee i

koncepcje badawcze oraz warsztat badawczy zastosowany w pracy, z wielka
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przyjemnoscig przedktadam wniosek o dopuszczenie Pana mgr Piotra Czarnego
do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego, oraz wystepuje do Wysokiej Rady

Wydziatu o wyréznienie recenzowanej pracy doktorskiej.
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