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RECENZIJA

rozprawy doktorskiej
mgr tukasza Lewandowskiego
Doktoranta
w Katedrze i Zaktadzie Biomedycznych Analiz Srodowiskowych
Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu
Tytut pracy: Wybrane polimorfizmy genow kodujgcych insuline oraz izoenzymy
dysmutazy ponadtlenkowej, w populacji oséb otytych i/lub chorujgcych na

cukrzyce typu drugiego

Otytos¢, definiowana jako znamienne zwiekszenie ilosci tkanki ttuszczowej,
wynikajgce z hipertrofii lub/i hiperplazji adipocytéw, stanowi powazny problem
zdrowotny o zasiegu globalnym. Toksycznos¢ nadmiernie skumulowanej tkanki
ttuszczowej, uwazanej obecnie za jeden z najwiekszych gruczotéw wydzielania
wewnetrznego, wiaze sie z biosyntezg i wydzielaniem do krwi adipokin. To wfasnie
liczne i ztozone funkcje wymienionych czgsteczek w organizmie, jako modulatoréw
procesOw prozapalnych i prooksydacyjnych, skutkujg powigzaniami miedzy tkanka
ttuszczowg, zaburzeniami integralnosci genomu, chorobami metabolicznymi, w tym —
insulinoopornoscig czy cukrzycg typu 2. Stad tez, badania oceniajgce zwigzek
wybranych polimorfizméw genéw kodujacych insuline oraz izoenzymy dysmutazy
ponadtlenkowej, ze zmiennoscig stezenia insuliny lub stezenia/aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej we krwi oséb z otytoscig i/lub chorujgcych na cukrzyce typu
2, prowadzone przez Pana mgr tukasza Lewandowskiego, pod opieka Pani prof. dr
hab. n. farm. Haliny Milnerowicz oraz Pani dr hab. Marty Kepinskiej, prof. UMW,
wpisujace sie w powyzszy nurt badan naukowych, uwazam za niezwykle interesujace,
zarowno ze wzgleddw naukowych, jak i potencjalnie klinicznych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma konstrukcje typowa dla dysertacji
doktorskich, a jej struktura jest przejrzysta i logiczna. Autor zachowat witasciwg
proporcje poszczegdlnych jej czesci, ktére sg koherentne i zgodne z ich tytutami. Praca,
ktdrej tres¢ odpowiada tytutowi, obejmuje 246 stron wydruku i zawiera 43 tabele oraz
26 rycin. Na koncu pracy umieszczono wykaz w petni wykorzystanego i wiasciwie
przytoczonego piSmiennictwa. Znaczna cze$¢ z 336 cytowanych prac zostata
opublikowana w ostatnim dziesiecioleciu. Rozprawe dopetniajg streszczenie w jezyku
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polskim i angielskim oraz zatgczniki, w tym — ankieta przeprowadzana wsréd oséb chorujgcych na cukrzyce
typu 2 i wykaz publikacji naukowych oraz doniesien zjazdowych Autora. Dorobek naukowy Doktoranta
jest znaczacy jak na mtodego adepta nauki, o tgcznej wartos$ci wspdtczynnika oddziatywania impact factor
(IF) wynoszacej 10,028.

W rozdziale pt. ,Wstep”, podzielonym na logiczne podrozdziaty, mgr t. Lewandowski
przedstawia budowe, biosynteze i degradacje oraz mechanizm dziatania insuliny, ktérego zaburzenia
towarzyszg otytosci i cukrzycy typu 2. Rozwojowi tych ostatnich, wspdtzaleznych, najczestszych chordb
metabolicznych XXI wieku, jak wynika z dalszych czesci omawianego rozdziatu, sprzyja nadmierna
aktywnosé wolnorodnikowa, niekompensowana wptywami zwigzkéw antyoksydacyjnych, w tym -
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i jej izoenzymow. Dalej, Autor omawia zaréwno wybrane polimorfizmy
DNA, polimorfizmy gendéw kodujacych: insuline, receptor insuliny oraz powigzane z nimi biatka
substratowe, jak réwniez polimorfizmy pojedynczego nukleotydu gendéw kodujgcych izoenzymy
dysmutazy ponadtlenkowej, jako czynniki predysponujgce do wystgpienia otytosci i/lub cukrzycy, oraz
predykcji przebiegu tych choréb. Wstep wprowadza wiec w problematyke przeprowadzonych badan oraz
uzasadnia sformutowane w kolejnym rozdziale cele badawcze (z uwagi na szczegétowy wstep, ktory
przybliza i zgtebia wszystkie zagadnienia potrzebne dla zrozumienia tematu i celu pracy zbyteczne zdaje
sie zamieszczanie tak obszernych opiséw zatozen niniejszej rozprawy). Dla realizacji nadrzednego celu
pracy, tj. zbadania zwigzku polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw: rs3842729 (INS), rs2234694
(SOD1), rs5746105 (SOD2), rs4880 (SOD2), rs927450 (SOD2), rs8192287 (SOD3), ze stezeniem insuliny lub
stezeniem/aktywnoscig dysmutazy ponadtlenkowej, we krwi oséb z otytoscig i/lub chorujgcych na
cukrzyce typu 2, Doktorant przyjat nastepujgce zadania badawcze:

e oznaczenie surowiczego stezenia cholesterolu catkowitego, tréjglicerydéw, cholesterolu frakc;ji:
HDL i LDL, biatka C-reaktywnego, glukozy, insuliny oraz stezenia hemoglobiny glikowanej we krwi
petnej u chorych z cukrzycg;

e oznaczenie surowiczego stezenia miedzi oraz cynku i wyliczenie wspétczynnika stezen cynku do
miedzi, oraz oznaczenie stezenie kadmu we krwi petnej;

e ocene korelacji pomiedzy stezeniem metali: miedzi, cynku, kadmu, a parametrami: wiek,
surowicze stezenie cholesterolu catkowitego, tréjglicerydéw, cholesterolu frakcji: HDL i LDL,
biatka C-reaktywnego, glukozy, insuliny, oraz wartosciami BMI i HOMA-IR;

e oznaczenie osoczowe] catkowitej aktywnosci SOD oraz aktywnosci Cu,Zn-SOD i Mn-SOD;

e oznaczenie catkowitej zdolnosSci antyoksydacyjnej (TAC) w surowicy;

e oznaczenie osoczowego stezenia: malonylodialdehydu (MDA), SOD1, SOD2, SOD3;

e ocene wzajemnych korelacji pomiedzy stezeniem/aktywnoscig SOD, stezeniem TAC, MDA oraz:
stezeniami miedzi, cynku, kadmu;

e ocene korelacji pomiedzy stezeniem/aktywnoscig SOD, stezeniem TAC, MDA, a parametrami:
wiek, stezenie cholesterolu catkowitego, tréjgliceryddéw, cholesterolu frakcji: HDL i LDL, biatka
C-reaktywnego, glukozy, insuliny, BMI oraz HOMA-IR;

e izolacje DNA z krwi petnej, po czym genotypowanie w kierunku szesciu polimorfizmdw
pojedynczego nukleotydu (SNPs), gendw: INS (rs3842729), SOD1 (rs2234694), SOD2 (rs5746105,
rs4880, rs927450), SOD3 (rs8192287), z analizg nieréwnowagi sprzezen pomiedzy tymi SNP;
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e pordwnanie wartosci stezen: glukozy, insuliny, miedzi, cynku, stosunku stezen cynku do miedzi,
oraz BMI i HOMA-IR, pomiedzy osobami o réznych genotypach SNP INS rs3842729;

e pordwnanie wartosci aktywnosci catkowitej SOD, Cu,Zn-SOD, Mn-SOD, stezenia TAC, MDA, SOD1,
SOD2, SOD3, miedzi, cynku, stosunku stezen cynku do miedzi, pomiedzy osobami o réznych
genotypach pieciu SNP zwigzanych z genami kodujgcymi izoenzymy SOD;

e ocene wystepowania réznic w wartosciach parametréw niezwigzanych bezposrednio z badanymi
SNP, pomiedzy osobami o réznych genotypach tych SNP.

Doktorant zaplanowat dokona¢ poréwnan wartosci wymienionych powyzej parametrow,
z uwzglednieniem ptci badanych osdb, zachorowalnosci na otyto$é i/lub cukrzyce typu 2, oraz narazenie
tych oséb na skfadniki dymu tytoniowego.

W rozdziale ,Materiat i metody” Doktorant opisuje kryteria doboru oséb badanych do
poszczegblnych grup, uwzgledniajagc wartosci BMI charakteryzujgce te osoby oraz obecnos¢ lub
niewystepowanie cukrzycy typu 2. Jednakie, z uwagi na znaczne rozpowszechnienie cukrzycy typu
2 wsrdod Polakéw (szacuje sie, ze w naszym kraju na cukrzyce choruje ponad 2,1 min oséb w wieku 15 lat
i wiecej) wydaje sie, ze dobranie pacjentow do grupy nieotytych z cukrzycy (grupa B) oraz otytych
z omawiang patologig (grupa C), w wieku poréwnywalnym do osdb zdrowych (grupa P) i otytych bez
cukrzycy (grupa A) bytoby wartoscig dodang do niniejszej pracy. Co wiecej, liczba oséb w danej grupie
(N) powinna towarzyszy¢ wynikom badan prezentowanym w tabelach.

Imponujacy jest ogrom pracy wtozonej przez Pana Magistra dla realizacji zatozonych celéw pracy.
Doktorant wykorzystat liczne metody i techniki badawcze, w tym —

e metody immunoenzymatyczne (kotynina, insulina, SOD1, SOD2, SOD3, ),

e absorpcyjng spektometrie atomowa (Cd, Cu, Zn),

e metody spektrofotometryczne (cholesterol catkowity, HDL, TG, LDL, glukoza, SOD catkowita, Mn-
SOD, biatko catkowite, TAC, MDA),

e metode immunoturbidymetryczng (CRP),

e techniki chromatograficzne (izolacja DNA),

e metody PCR-RFLP [genotypowanie SNP: rs3842729 (INS), rs2234694 (SOD1), rs5746105 (SOD2),
rs4880 (SOD2), rs927450 (SOD2), rs8192287 (SOD3)],

e metody elektroforetyczne (rozdziat produktéw PCR po restrykcji).

Uzyskane wyniki badafn Doktorant poddat ocenie statystycznej, wykazujgc parametryczne
i nieparametryczne rozktady zmiennych. Co wiecej dla okreslenia istotnego zwigzku badanych
polimorfizméw ze zmiennymi zaleznymi tj. otytosScig lub cukrzyca typu 2, postuzyt sie modelami regresji
logistycznej.

Rezultaty analiz statystycznych — bardzo licznych — wynikéw badan Doktorant zebrat w 40 tabelach
i zilustrowat graficznie na 18 rycinach, co w znaczacy sposob utatwito analize tego jakze dtugiego,
zawierajgcego wiele informacji, rozdziatu. Jednakze sposdb opisu uzyskanych wynikéw w niektdrych jego
czesciach byt niejasny. | tak, np. podczas gdy w tabeli nr 4 czy 7 oraz na rycinach 14 i 15 wystepuje podziat
0s6b badanych na cztery — scharakteryzowane wczesniej jako P, A, B, C — grupy badawcze, to w innych
obserwujemy juz trzy grupy tj. P, A, B+C. Jako czytelnikowi zabrakto mi jasnego wyttumaczenia celu
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potgczenia grupy pacjentdéw bez otytosci z cukrzycy z grupg diabetykdéw otytych. Znacznym utatwieniem
jest natomiast tekst rozdziatu 4.12., bedacy zwieztym podsumowaniem wynikéw, wprowadzajagcym do
rzeczowej i wnikliwej dyskusji. Rozdziat ,Dyskusja”, podzielona na czesci, odpowiadajgce kolejnym celom
pracy stanowi dowdd orientacji Doktoranta w tematyce zwigzanej z przeprowadzonymi badaniami. Autor
wykazat sie umiejetnoscig powigzania wynikdow wtasnych z obserwacjami innych autoréw. Szczegdlnie
istotne, nie tylko ze wzgleddéw poznawczych lecz takze praktycznych, klinicznie uzytecznych, wydaja sie
by¢ wyniki oceniajace zwigzek zmiennosci genotypowej wybranych polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu z szansg wystgpienia otytosci lub cukrzycy. Przeniesienie wiedzy wynikajgcej z badan
podstawowych do strategii dziatan profilaktycznych, moze przynies¢ znaczng korzysé¢ w kontekscie
przeciwdziatania rozwojowi omawianych, najbardziej rozpowszechnionych probleméw zdrowotnych
zwigzanych

z nadmierng kumulacjg tkanki ttuszczowej. Doktorant wpisat sie wiec w najnowsze trendy badawcze.

Prace zamyka trzynascie rozbudowanych wnioskdw, ktére w zdecydowanej wiekszosci odpowiadaja
postawionym celom pracy. Wydaje sie jednakze, ze zaden z nich nie stanowi bezposredniej odpowiedzi
na pierwsze z pytad badawczych stanowigcych cel pracy, tj. ..”czy obserwowane, u o0soéb
niediabetycznych, otytych i/lub diabetycznych, wartosci stezenia insuliny w ptynie zewnatrzkomorkowym
mogg miec jakis zwigzek z polimorfizmem genu INS, innym niz wspomniany VNTR”...

W trakcie lektury recenzowanej dysertacji mozna byto dostrzec nieliczne niescistosci, badz kwestie
budzace pewne watpliwosci, w tym —

e zamiennie stosowanie okreslenia ptyn zewngtrzkomoérkowy z okresleniem ptyn
pozakomoérkowy,

e uzywanie okreslen:

o cukrzyca typu drugiego, zamiast cukrzyca typu 2
o krzywa wzorcowa..., zmierzona metodg ....
o ..moga miec jakis zwigzek z polimorfizmem....

e kilkukrotne stosowanie w tekscie rozwiniecia skrétu SOD, za$ brak rozwiniecia MDA,

e brak odniesienia literaturowego do tezy Stefana Marklunda (str. 37), czy odniesien
literaturowych po nazwiskach autoréw cytowanych prac (cytowania znajdujg sie na korcu
zdania),

e brak metodyki oznaczania hemoglobiny glikowanej,

e brak wzoru ankiety przeprowadzonej wsrdd oséb zdrowych oraz oséb otytych bez cukrzycy,
na wzor ankiety dla pacjentéw z cukrzyca typu 2.

Jednakze, , potkniecia tekstowe” sg nieuniknionym elementem w tego typu pracach i nie obnizajg
wartosci rozprawy, ktéra jest znaczacym osiggnieciem badawczym Doktoranta. Nalezy podkreslic
ogromng pracowito$¢ Doktoranta, o ktdrej — obok bardzo duzej ilosci wynikéw badan —swiadczy takze
szybkos$¢ i precyzja ich uzyskania i opisania w pracy, a realizowanej w ramach projektu pn. , Uniwersytet
Medyczny we Wroctawiu jako Regionalny Osrodek Doskonatosci w dziedzinie nauk medycznych i nauk
o zdrowiu”, pochodzacych ze s$rodkdw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyziszego w Programie
»Regionalna Inicjatywa Doskonatosci” w latach 2019 — 2022 (nr projektu 016/RID/2018/19).
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W podsumowaniu oswiadczam, ze przedtozona mi do recenzji dysertacja doktorska pt. ,Wybrane
polimorfizmy genéw kodujacych insuline oraz izoenzymy dysmutazy ponadtlenkowej, w populacji oséb
otytych i/lub chorujgcych na cukrzyce typu drugiego” jest oryginalnym, samodzielnym dorobkiem
naukowym Kandydata, i speftnia warunki Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U. 2003 Nr 65 p0z.595 z pdzn.zm.).

Z petnym przekonaniem przedktadam Panu Prof. dr hab. Adamowi Matkowskiemu,
Przewodniczagcemu Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastow
Slaskich we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie mgr tukasza Lewandowskiego do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage wysokie wartosci merytoryczne ocenianej przeze mnie dysertacji, w tym
nowatorski charakter wynikdw badan i ich znaczenie kliniczne, wnosze do Rady Dyscypliny Nauki
Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego im. Piastdw Slgskich we Wroctawiu wniosek o wyrdznienie
pracy Pana mgr tukasza Lewandowskiego.

dr hab. n. med. Katarzyna Winsz-Szczotka



