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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Eukasza Lewandowskiego pt.
Wybrane polimorfizmy genéw kodujacych insuling oraz izoenzymy dysmutazy

ponadtlenkowej, w populacji 0s6b otylych i/lub chorujacych na cukrzycg typu drugiego

wykonanej w Katedrze i Zaktadzie Biomedycznych Analiz Srodowiskowych
Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroclawiu
pod kierunkiem
Pani Prof. dr hab. Haliny Milnerowicz oraz Pani dr hab. inz. Marty Kepinskiej, Prof. UMW

Utrzymanie réwnowagi pro/antyoksydacyjnej jest kluczowe dla zachowania
prawidlowego funkcjonowania ustroju czlowieka. Zaburzenie tej réwnowagi manifestowane
jako stres oksydacyjny pelni istotng rol¢ w patogenezie wielu schorzen, w tym takich choréb
cywilizacyjnych jakimi sg otytos¢ i cukrzyca typu drugiego.

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Lukasza Lewandowskiego
dotyczy istotnego zagadnienia wpltywu czynnikéw dziedzicznych, wybranych polimorfizméw
gendow kodujacych insuling oraz izoenzymy dysmutazy ponadtlenkowej, na zmienno$¢
stezenia insuliny lub aktywnosci/stezenia dysmutazy ponadtlenkowej w plynie
pozakomdrkowym 0s6b otytych i/lub chorujacych na cukrzyce typu drugiego.

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), wystepujaca u cztowieka w postaci 3 izoenzyméw
(SOD1, SOD2 i SOD3), jest jednym 2z najbardziej istotnych antyoksydantow
enzymatycznych. Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na mozliwy zwigzek
polimorfizméw genéw kodujacych izoenzymy dysmutazy ponadtlenkowej ze zmiennoscig
aktywnosci/stezenia tego enzymu, a takze z szansg chorowania na otylos¢ i cukrzycg oraz
wystgpienia powiklar towarzyszacych tym schorzeniom. Ponadto stwierdzono, Ze okreslone
polimorfizmy genu kodujacego insuling moga mie¢ zwigzek z rozwojem procesu

insulinoopornosci tkanek obwodowych, zjawiska charakterystycznego zaréwno dla otylosci
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jak i cukrzycy typu drugiego. Do tej pory nie przeprowadzono jednak kompleksowych badan
majgcych na celu ocene zwigzku migdzy wystegpowaniem wybranych przez Doktoranta
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu genéw INS oraz SODI, SOD2 i SOD3 a
zmienno$cig stezenia insuliny lub aktywnosci/stgzenia izoenzyméw dysmutazy
ponadtlenkowej, oraz ich powigzania z mozliwg szansg wystapienia otytosci i cukrzycy typu
drugiego.

Obecnie coraz wiecej uwagi poswieca si¢ badaniu genetycznego podioza cukrzycy i
otylosci. Jednak udziat polimorfizméw wybranych genéw w ksztaltowaniu osobniczych
predyspozycji do tych schorzen wciaz pozostaje niedostatecznie wyjasniony. W $wietle
powyzszych faktéw problem badawczy podjety przez Doktoranta jest trafny oraz ciekawy i
dobrze wpisuje si¢ w obszar wspéiczesnych badan biomedycznych.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje w calosci 245 stron tekstu.
Rozprawa ma logiczny i przejrzysty uklad, typowy dla tego rodzaju opracowan: Wstep, Cele
pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, PiSmiennictwo. Tre$¢ poszczegdlnych
rozdzialdw odpowiada tematom przedstawionym w ich tytutach. Zakonczeniem rozprawy jest
zwiezle zredagowane Streszczenie, przedstawione w polsko i anglojezycznej wersji. Prace
uzupelniajg: Wykaz uzytych skrdétow oraz Spis tabel i Spis rycin, a takze Zalgczniki.
Pismiennictwo jest odpowiednio dobrane i liczy 336 anglojqzyéznych pozycji.

Praca jest napisana poprawnie pod wzgledem jezykowo-stylistycznym. Zwraca uwage
staranna i przejrzysta ilustracja graficzna pracy 43 tabelami oraz 26 rycinami.

We Wstepie Doktorant na podstawie 229 pozycji dokonat przegladu wspéiczesnego
pismiennictwa dotyczacego zagadnien b¢dacych przedmiotem rozprawy. Wstegp napisany jest
cickawie 1 uwzglednia wyniki najnowszych badan z zakresu omawianego tematu.
Przedstawione w tej czesci pracy informacje potwierdzajg zasadno$é¢ wybranego celu i
$wiadczg o dobrym przygotowaniu Doktoranta do podjetych badan.

Celem ocenianej rozprawy, ktory zostal przedstawiony w postaci 4 celow
szczegOlowych, bylo zbadanie zwiazku wybranych szeSciu polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu: rs3842729 (INS), rs2234694 (SODI), rs5746105 (SOD2), rs4880 (SOD2),
1s927450 (SOD2) i 1rs8192287 (SOD3) ze zmiennoscig stezenia insuliny lub
aktywnosci/stezenia izoenzyméw dysmutazy ponadtlenkowej, w plynie pozakomoérkowym
(surowicy lub osoczu) o0s6b otylych i/lub chorujgcych na cukrzyce typu drugiego.
Przedstawione cele sa odpowiednio sformulowane i w prawidlowym zakresie obejmuja

tematyke badawczg, ktdrej poswigcona jest rozprawa. Cele pracy Doktorant zrealizowal



poprzez odpowiednie zaprojektowanie i wykonanie szeregu oznaczefi oraz dogl¢bng analizg
statystyczng uzyskanych wynikow.

Do badan wlaczono 117 oséb podzielonych na podgrupy oséb otylych i nieotylych,
chorujgcych badz nie na cukrzyce typu drugiego. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode
Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.

W rozdziale Material i metody Pan mgr Eukasz Lewandowski przedstawil
charakterystyke populacji badanej, a takze opisal material biologiczny wykorzystany do
oznaczen oraz metody badawcze. Badania obejmowaly migdzy innymi wykonanie oznaczen
stezenia wybranych parametrow biochemicznych, aktywnodci i stezenia izoenzymow
dysmutazy ponadtlenkowej oraz poziomu miedzi, cynku i kadmu. Ponadto, przy zastosowaniu
techniki PCR-RLFP, Doktorant przeprowadzil genotypowanie wybranych szesciu
polimorfizméw genéw insuliny i izoenzymdéw dysmutazy ponadtlenkowej. W rozdziale
Material i metody Pan mgr Lukasz Lewandowski przedstawil takze szczegblowy opis
przeprowadzonej analizy statystycznej wynikéw oraz innych analiz in silico. Oprocz
podstawowych analiz statystycznych zastosowal bardziej zaawansowane metody. Dla
okreslenia istotnego zwigzku badanych polimorfizméw z otyloscia lub cukrzyca typu
drugiego Doktorant wykorzystal modele regresji logistycznej budowane w oparciu o
zmiennos$¢ genotypowa badanych polimorfizméw. |

Zastosowane metody byly odpowiednie dla realizacji zaplanowanych celéw.
Réznorodno$é tych metod dowodzi duzej umiejetnosci Doktoranta prowadzenia badan
naukowych z wykorzystaniem nowoczesnego warsztatu badawczego, a wszechstronna analiza
statystyczna uzyskanych wynikéw dodatkowo podnosi wartosé pracy.

Rozdzial Wyniki stanowi najbardziej obszerng czgé¢ rozprawy (92 strony), co wynika
z duzej liczby analizowanych danych i dokumentuje szeroki zakres pracy wlozonej w
realizacj¢ zatozonych celow. Wyniki zostaly starannie i czytelnie przedstawione oraz
zilustrowane 40 tabelami i 13 rycinami.

W rozdziale Dyskusja skladajgcym si¢ z kilku czgsci, Pan mgr Lukasz Lewandowski
kolejno odniést si¢ do ograniczen wynikajgcych z przyjetej metodyki badaf, a nastgpnie
wnikliwie omowil uzyskane wyniki, poréwnujac je z wynikami wszystkich najwazniejszych
badan, przeprowadzonych w ostatnich latach. W ostatniej czesci Autor skomentowal
nietypowe obserwacje uzyskane w trakcie badan. Rozdzial ten pokazuje bardzo dobre
przygotowanie Pana mgr Lukasza Lewandowskiego do prowadzenia dyskusji naukowych.
Dowodzi takze umiejetnosci krytyczne] oceny wynikéw wlasnych badan w $wietle

wspolczesnych doniesien naukowych i swiadczy o dojrzatosci naukowej Doktoranta.



Najwazniejsze przestanki wynikajace z przeprowadzonych badan Doktorant ujat w
trzynastu odpowiednio sformulowanych wnioskach, ktére koresponduja z wytyczonymi
celami badania. Moim zdaniem jedng z najcenniejszych obserwacji jest wykazanie mozliwego
zwigzku polimorfizmu rs4880 genu SOD2 z szansg wystgpowania otylosci. Otrzymane
wyniki s wartoSciowe i majg duze znaczenie poznawcze oraz potencjalne znaczenie

kliniczne.

7 obowigzku recenzenta przedstawiam uwagi, ktore nasunely mi si¢ w trakcie czytania
rozprawy:
- uwage zwraca duza réznica w liczebnosci i wieku poszczegbélnych grup, a takze
niejednorodny stosunek ilosciowy kobiet do mezczyzn czy oséb narazonych/nienarazonych
na dym tytoniowy. Nalezy jednak podkresli¢, ze Doktorant odnidst si¢ krytycznie do wpltywu
tych ograniczen na wykrycie istotnych statystycznie réznic pomigdzy badanymi grupami
(podrozdziat 5.1). Co wigcej, staral si¢ wyeliminowaé¢ wplyw niepozadanych czynnikéw
poprzez zastosowanie odpowiednich analiz statystycznych. Ponadto zaproponowat ,,0strozne
podejscie do wysunietych w tej pracy wnioskow” oraz stwierdzil, ze ,,Obserwacje wysnute w
niniejszej pracy powinny, bezwzglgdnie, zosta¢ potwierdzone w przyszlych badaniach
naukowych.” (str. 173).
- w analizie zmiennosci stgzenia insuliny oraz aktywnosci/stezenia dysmutazy
ponadtlenkowej uwzgledniono narazenie na dym tytoniowy jako jeden z czynnikéw
mogacych wplywa¢ na wartosci tych parametréw. Chociaz udzial narazenia na dym
tytoniowy w rozwoju stresu oksydacyjnego i zaburzeniu réwnowagi pro-antyoksydacyjnej
jest juz dostatecznie udowodniony, to wydaje si¢ ze krétkie om6wienie tego zagadnienia we
Wstepie byloby koniecznym uzupelieniem wprowadzenia w tematyke badawcza.
- uwagi dotyczace czesci Materialy i metody:
-- nie opisano metodyki oznaczania poziomu hemoglobiny glikowanej, ktéry, jak podaje
Autor w czesci Cele (str. 37) oraz Wyniki (str.79), byl oznaczany we krwi pelnej u oséb
chorujacych na cukrzyce typu drugiego.
-- istnieje pewna niejasno$¢ dotyczaca metodyki oznaczania stezenia cholesterolu frakcji
HDL. Na str. 39 (Spis wykorzystanych odczynnikéw) Doktorant napisal, ze wykorzystano
zestaw do wytracania cholesterolu frakcji LDL i VLDL (Biomaxima, nr kat. 1-030-0060). W
podrozdziale 3.2.4.2 (str.49) ,,Oznaczenie stg¢zenia cholesterolu frakcji HDL metoda
bezposrednig”, w opisie szczegélowej metodyki, Autor podal, ze ,,Stezenie bezposredniego

cholesterolu frakcji HDL (HDL-Chol) oznaczono w surowicy, z uzyciem zestawu firmy
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Biomaxima (nr kat. 1-030-0060)". Spis uzytych odczynnikéw i szczegélowy opis
postepowania wskazuje natomiast na oznaczenie cholesterolu frakcji HDL metods
straceniows, przy zastosowaniu zestawu firmy Biomaxima (nr kat. 1-030-0200).

-- warto byloby uzupehi¢ badanie profilu lipidowego uczestnikow badania o okreslenie
poziomu cholesterolu nie-HDL. Wspblczesnie przyjmuje sig, ze cholesterol nie-HDL jest
niezwykle istotnym parametrem profilu lipidowego pacjenta i powinien by¢ prezentowany we
wszystkich rutynowych profilach lipidowych. Dodatkowo parametr ten mozna obliczy¢
bezposrednio z wartosci tych parametréw lipidowych, ktére Doktorant wyznaczyl, bez
ponoszenia dodatkowych kosztow.

-- istnieje pewna dysproporcja miedzy bardzo szczegélowym opisem metodyki oznaczania
np. stezenia wybranych parametréw biochemicznych czy aktywnosci/stezenia dysmutazy
ponadtlenkowej, a bardziej ogbélnym opisem metodyki genotypowania wybranych
polimorfizméw. Chociaz Doktorant zamieécit informacje, ze ,,reakcj¢ PCR przeprowadzano
zgodnie z protokotem otrzymanym od producentéw mieszanin reakcyjnych (35 — 40 cykli).” i
»Stezenie starterOw w mieszaninie reakcyjnej wynosilo ok. 0,6 pM.” (str. 72) oraz
scharakteryzowat startery uzyte w tej reakcji (Tabela 2) to jednak nie podat np. czasu trwania
kazdego etapu cyklu reakcji PCR. Podobnie, ogélnie opisat warunki rozdzialu
elektroforetycznego produktéw reakcji powstatych po zastosowaniu odpowiednich enzyméw
restrykeyjnych ,,Produkty PCR po restrykcji rozdzielano w zelu agarozowym Syngen Daily
Agarose, nr kat. SY521011 (2,0% - 4,0% agarozy, w =zaleznoéci od potrzebnej
rozdzielczoscei)”. (str.72). Brakuje tez informacji o uzytych prébkach kontrolnych.

- uwagi dotyczace czesci Wyniki:

-- w tabeli 13 brakuje informacji (w postaci indekséw literOWych) miedzy ktérymi grupami
mezezyzn zaobserwowano istotna roznice w stezeniu izoenzymu SOD3 [ng/mg biatka calk.].
W tresci pracy taka informacje podano (str. 105).

-uwagi dotyczace podrozdziatu 4.12 Podsumowanie wynikéw:

-- Doktorant w punkcie 3 (str. 168), zawart informacj¢ o wystepujacej u kobiet réznicy
stosunku stezenn SOD2/SOD3 u oséb diabetycznych, w odniesieniu do grup: poréwnawcze;j,
otylej niediabetycznej, mimo tego, ze rdznica ta nie byla istotna statystycznie. Nie podal
natomiast informacji na temat istotnej statystycznie réznicy zaobserwowanej u kobiet dla
stosunku stezen bialek SOD2/SOD1 (przedstawionej w tabeli 12 i opisanej na str. 103).

-- na str.169 Autor napisat ,,MezczyzZni, w odniesieniu do kobiet: Wyzszy udzial Cu,Zn-SOD

w calkowitej aktywnosci SOD (grupa poréwnawcza)”, natomiast w tabeli 14 przedstawione



warto$ci parametru Cu,Zn-SOD [% catk.akt.SOD] wskazujg na nizszy udziat Cu,Zn-SOD u
mezezyzn niz u kobiet.

-- na str. 170 pkt.6 Doktorant podsumowuje: ,,Osoby o genotypie A/C, w odniesieniu do A/A:
wigksze stezenie SOD3 (grupa poréwnawcza, SNP SODI1 1rs2234694)”, a w tresci
podrozdzialu 4.8.3 (str.137) pisze ,,W grupie poréwnawczej (P)...... Osoby o genotypie A/C
charakteryzowalo nizsze stezenie SOD3 niz osoby o genotypie A/A.”, co jest zgodne z
wartosciami podanymi w tabeli 29.

-- na str.171 w punkcie 7 Autor napisal: Osoby o genotypie A/C, w odniesieniu do 0séb o
genotypie A/A: mniejsze stezenie insuliny oraz mniejsze wartosci HOMA-IR (grupa otyla,
niediabetyczna oraz grupa diabetyczna, SNP SOD1 rs2234694)”, a w tre$ci podrozdziatu
4.8.6 (str.153) podat ,,Co ciekawe, w grupie otylej, diabetycznej (A), u 0séb o genotypie A/C
zaobserwowano mniejsze st¢zenie insuliny oraz mniejsze wartoéci wskaznika HOMA-IR, w
odniesieniu do os6b o genotypie A/A. W grupie diabetycznej (B+C), efekt byl odwrotny —
osoby o genotypie A/A wykazywaly mniejsze warto$ci wspomnianych parametrow.”, co jest
zgodne z wartosciami podanymi w tabeli 39.

W pracy wystepuja tez inne drobne bledy, na przyktad:

- na str.103 - "Roznice w stosunku stezeri bialka SOD2/SOD1, wystgpuj¢ migdzy grupami: P
oraz B (p <0,0001), K oraz C (p< 0,0001)".

- w czg$ci Spis rycin: dwie ryciny majg identyczny tytut (rycina 22 i 24), chociaz w tekscie
pracy tytuly tych rycin s3 podane wiasciwie.

- wyjasnienie znaczenia terminu in silico podano na str. 72, mimo Ze po raz pierwszy
zastosowano ten termin na str. 70.

Pragne podkresli¢, ze uwagi te nie umniejszajg istotnej wartosci merytorycznej ocenianej

rozprawy.

Podsumowujgc, rozprawa Pana mgr Eukasza Lewandowskiego pt. ,,Wybrane
polimorfizmy genéw kodujacych insuling oraz izoenzymy dysmutazy ponadtlenkowej, w
populacji 0s6b otylych i/lub chorujacych na cukrzyce typu drugiego” podejmuje ciekawy i
aktualny problem badawczy. Uzyskane wyniki maja duzg warto$¢ poznawczg i poszerzajg
wiedzg dotyczaca wplywu czynnikéw genetycznych na osobniczg podatno$é na rozwdj
cukrzycy typu drugiego i otylosci. Niniejsza obszerna rozprawa doktorska dowodzi glebokiej
wiedzy, zaangazowania i pracowito$ci Doktoranta, a takze posiadania umiejetnosci w

zakresie wspolczesnej metodyki badawczej. Wnikliwa analiza wynikow, rzeczowa i



krytyczna dyskusja oraz przedstawione wnioski §wiadczg o dojrzatosci naukowej Pana mgr
FPukasza Lewandowskiego.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, w mojej opinii, spelnia wymogi
formalne stawiane rozprawom dla uzyskania stopnia naukowego doktora. Dlatego
przedktadam Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Medycznego
im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu wniosek o dopuszczenie Pana mgr Lukasza

Lewandowskiego do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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