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Gen AMPDI koduje enzym — migsniowa deaminaze adezynomonofosforanu (AMP),
ktory katalizuje jego deaminacj¢ do monofosforanu inozyny (IMP). Mutacje tego genu moga
prowadzi¢ do zmniejszenia aktywnosci enzymu, co skutkuje kumulacjs AMP i nastepcza
aktywacja kinazy bialkowej AMPK. Jako, ze AMPK zwigksza ekspresje i translokacje
transportera GLUT4, stymuluje tym samym wychwyt glukozy przez miesnie, a takze m.in.
hamuje wytwarzanie glukozy w watrobie oraz hamuje lipoliz¢ i synteze lipidéw. Na tej
podstawie zwigzek zaburzen metabolicznych ze zmianami w genie AMPDI znalazt si¢ w
obszarze zainteresowan naukowcéw. O ile jednak powstaty prace wigzace polimorfizm C34T
z choroba niedokrwienng serca i niewydolnoscia serca, to doniesienia dotyczace potencjalnych
zwigzkéw zmian w genie AMPDI z cukrzyca sg nadal nieliczne. Stad podjeta przez
Doktorantke analiza ma potencjal wniesienia nowych, istotnych z naukowego punktu widzenia,
informacji.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa ma typowy uklad i liczy 48 stron, zawiera 7 tabel
i1 5 rycin. Zbudowana jest z 7 rozdzialéw (Wstepu, Celéw Pracy, Materiatéw i Metod,
Wynikéw, Dyskusji, Wnioskéw i Pimiennictwa), wykazu tabel, wykazu rycin, streszczen w
Jezykach polskim i angielskim oraz wykazu stosowanych skr6tow. Pismiennictwo obejmuje 68
pozycji.

Tytul rozprawy koresponduje w pehni z jej zawartoscia. Wstep wprowadza w tematyke
zarowno choroby wiencowej, jak i cukrzycy typu 2 (sekcje 1.1 — 1.5) oraz podstaw
genetycznych obu schorzen (sekcje 1.6 i 1.7). Pewien niedosyt w sekcji 1.6 budzi brak
informacji dotyczacej zwigzku cukrzycy typu 2 z genem AMPD]. Muszg jednak przypomnie¢,



ze prace dotyczace takiej tematyki sg nieliczne. Publikowane byly przez zespét PUM w
Szczecinie (Safranow K i wsp., 2009, 2011) i na nie Doktorantka powoluje si¢ w dalszej czeéei
Wstepu (sekcja 1.8) lub obejmujg inne warianty genetyczne niz analizowane przez Doktorantke
(np. Goodarzi M i wsp., 2005).

Doktorantka sprecyzowala dwa gtéwne Cele Pracy:

I. Ocena czgstosci wystepowania mutacji C34T i A860T genu AMPDI u pacjentéw z
choroba wiencows z towarzyszacg cukrzycg typu 2.

2. Analiza zaleznosci genotyp-fenotyp obejmujgca mutacje C34T i A860T genu AMPD]
oraz cech klinicznych z uwzglednieniem elementéw zespotu metabolicznego oraz
parametrow biochemicznych krwi u pacjentéw z chorobg wienicowa i cukrzycg typu 2.

Oba punkty sformulowane sa prawidtowo i przejrzyscie.

Rozdzial Material i Metody rozpoczyna si¢ od charakterystyki trzech, wigczonych do
badania grup:
- 196 dorostych pacjentow (54 kobiety i 142 mgzczyzn) z cukrzyca typu 2 oraz choroba
wienicowa potwierdzong koronarograficznie,
- 200 noworodkow (104 dziewczynki i 96 chlopcéw) urodzonych w latach 2004-2005 jako
populacyjng grupe kontrolng dla badan genetycznych,
- 136 dorostych pacjentow (27 kobiet i 109 mezczyzn) z chorobg wienicowa, bez cukrzycy.

Niewatpliwg sila ocenianej rozprawy jest analizowanie 3 populacji, o 1gcznej liczbie 532

osob. Uzycie dwdch grup kontrolnych pozwolito zar6wno na oceng réznic genetycznych, jak i
cech klinicznych badanych pacjentéw. Zadania badawcze realizowano w:

- Poradni Diabetologicznej Samodzielnego Publicznego Szpitala Klinicznego (SPSK) Nr 2
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego (PUM) w Szczecinie,

- Zaktadzie Biochemii Klinicznej i Molekularnej PUM w Szczecinie,

- Zaktadzie Diagnostyki Laboratoryjnej SPSK nr 2 PUM w Szczecinie.

Zastosowane 1 szczeg6lowo opisane metody genetyczne oraz biochemiczne sg adekwatne, a
metody analizy statystycznej dobrane prawidlowo. Oceniono zgodno$¢ rozktadu genotypdw z
prawem réwnowagi Hardy-Weinberga (HWE). Protokd! badania nie budzi watpliwosci
etycznych - uzyskat zgode Komisji Bioetycznej PUM w Szczecinie (KB-0012/44/13).

Wyniki przedstawione sag w sposéb zrozumialy, w formie opisowej jak i tabelaryczne;j.

Doktorantka w analizie wynikow wychodzi od charakterystyki grupy badanej CAD(+)DM(+)
i grupy kontrolnej CAD(+)DM(-), z ktérej dowiadujemy sie, ze pacjenci z cukrzyca typu 2
mieli m.in. istotnie wyzsze BMI i istotnie wyzszy odsetek otylosci. Charakteryzowali sie

réwniez istotnie czgstszym wystepowaniem wielonaczyniowe]j postaci CAD przy jednoczesnie



istotnie rzadziej stwierdzanej niewydolnosci serca. W dalsze] cze$ci opisu wynikéw
Doktorantka przechodzi do analizy dystrybucji genotypéw i alleli obu badanych
polimorfizméw genu AMPDI, wskazujac istotne réznice w czestosci genotypu AT i allelu T
pomigdzy grupa kontrolng CAD(+)DM(-) a pozostalymi dwiema grupami. Na kofcu czytelnik
moze zapoznaé si¢ ze zwigzkiem parametréw klinicznych i biochemicznych grupy badanej w
zaleznos$ci od genotypéw obu badanych polimorfizméw. Interesujacy z klinicznego punktu
widzenia wydaje si¢ by¢ zwiazek allelu T polimorfizmu C34T z istotnie wyzszym stezeniem
cholesterolu catkowitego, jego frakcja LDL, jak i wczesniejszym wiekiem wystgpienia
objawdéw CAD. Prezentacja wynikéw koncezy si¢ poréwnaniem wieku rozpoznania CAD i DM
w zaleznosci od kombinacji analizowanych genotypéw. Wykazano istotne réznice w wieku
rozpoznania CAD w zaleznosci od uktadu genotypéw. Dla DM nie obserwowano takiej
zalezno$ci. Zwraca uwage umiejetno$é Doktorantki do skupienia si¢ na najbardziej istotnych
wynikach i prezentacji ich w sposob przejrzysty, a takze glebszego analizowania tych, ktére
mogg mie¢ znaczenie kliniczne lub znaczenie thumaczace potencjalne zwigzki pomiedzy
poszczegdlnymi parametrami.

Podsumowanie wynikéw przedstawia najwazniejsze z obserwacji i jest sformutowane w 4

punktach:

1. Czestosci genotypow i alleli mutacji C34T AMPD! w grupie badanej CAD(+)DM(+)
oraz w grupach kontrolnych CAD(+)DM(-) i w populacyjnej grupie noworodkéw nie
roznily sig istotnie migdzy analizowanymi grupami.

2. Analiza czestosci genotypow i alleli mutacji A860T genu AMPDI w grupie badane;j
CAD(+)DM(+) oraz grupach kontrolnych CAD(+)DM(-) i noworodkdéw wykazata, ze
czestos¢ genotypu AT oraz allela T nie réznila si¢ istotnie pomiedzy grupa badana
CAD(+)DM(+) a grupa kontrolng noworodkéw, ale w obu tych grupach byla istotnie
wyzsza niz w grupie kontrolnej CAD(+)DM(-).

3. Analiza parametréw antropometrycznych i biochemicznych pacjentéw z grupy badanej
CAD(+)DM(+) podzielonych wg. genotypu polimorfizmu C34T AMPD1 wykazala, ze
nosiciele allela T (CT+TT) w stosunku do homozygot CC mieli istotnie wyzsze
stezenie Chol, Chol LDL, wcze$niejszy wiek wystgpienia objawdw oraz istotnie
dluzszy czas trwania CAD.

4. Analiza parametréw antropometrycznych i biochemicznych u pacjentéw grupy badane;j
CAD(+)DM(+) podzielonych wg genotypu mutacji A860T AMPDI wykazala, ze
heterozygoty AT w stosunku do homozygot AA byly istotnie starsze, a objawy CAD

wystepowaty u nich w starszym wieku.



Dyskusja rozpoczyna si¢ od podsumowania celow pracy oraz najwazniejszych wynikow.
Prowadzona jest w sposéb argumentacyjny, odnoszac si¢ do poczynionych obserwacji w
kontekscie doniesien innych autoréw. Szczegélng uwage zwraca dyskurs z wezedniejszymi
pracami prof. Safranowa i wsp., uzpetniajacy aktualny stan wiedzy. Z przyjemnoscia
przeczytatam tez probe klinicznego wytlumaczenia implikacji zwigzku allelu T polimorfizmu
C34T z istotnie wyZzszym stgzeniem cholesterolu catkowitego, jego frakcja LDL, jak i
wezesniejszym wiekiem wystgpienia objawow CAD. Doktorantka shisznie wskazuje
potencjalny wplyw wyzszego stgzenia cholesterolu LDL jako czynnika aterogennego na
wystapienie CAD, jednoczeénie celnie podnoszac znaczenie okresu przed przyjmowaniem
statyn. Waznym elementem dyskusji jest oméwienie potencjalnie ,,ochronnego” dziatania
allelu T, drugiego z analizowanych polimorfizméw genu AMPDI (A860T) w stosunku do
wystgpienia CAD. Zestawiajgc ze sobg powyzsze informacje tatwo mozna konkludowaé, co
czyni Doktorantka, ze allel 34T wydaje si¢ przyspieszac, za$ allel 860 T op6zniaé rozwéj CAD,
co jest najprawdopodobniej pierwszym takim doniesieniem. Mdj niedosyt, jako czytelnika i
recenzenta, wynika z malej ilosci badan omawianych w dyskusji. Trudno jednak uznaé to zarzut
w sytuacji gdy oceniana praca ma nowatorski charakter a szeroki wybor pismiennictwa nie jest
dostepny. W podsumowaniu Dyskusji Doktorantka wskazuje co odr6éznia jej prace od
doniesien prof. Safranowa i wsp. oraz jaki obszar wiedzy uzupekia.

Tekst rozprawy jest zakoniczony trzema Wnioskami:

1. Mniejsza czgsto$¢ allela 860T AMPDI u pacjentow z CAD bez DM niz u noworodkéw,
ale taka sama u pacjentéw z CAD i DM jak u noworodkéw, w polaczeniu z obserwacja,
ze objawy CAD u nosicieli allela 860T z DM pojawiaja si¢ pézniej niz u homozygot
860AA z DM, skianiaja do sformutowania hipotezy, ze allel 860T AMPDI chroni przed
CAD ale tylko osoby bez DM. Przy obecno$ci DM wplyw ochronny znika lub jest
ograniczony tylko do os6b mtodszych.

2. Obserwowany u pacjentéw z DM istotnie wcze$niejszy wiek rozpoznania CAD wérod
nosicieli allela 34T AMPDI, a pozniejszy wsréd nosicieli allela 860T w odniesieniu do
homozygot typu dzikiego (34CC, 860AA), sugerujg przeciwstawny wplyw alleli 34T
1 860T na wiek ujawnienia si¢ CAD u oséb z DM.

3. Genotypy C34T 1A860T AMPDI nie wydaja si¢ by¢ zwigzane z obecnoscia
poszezegolnych antropometrycznych i biochemicznych cech zespotu metabolicznego
u pacjentéow z CAD i towarzyszacg DM.

PiSmiennictwo jest aktualne i adekwatne.



7 obowiagzku recenzenta wskazuj¢ bledy typograficzne, ktore nie przektadaja sie na
wartos¢ merytoryczng pracy, ale wymagaja korekty przed ewentualng publikacja wynikow:
- podwojne odstepy migdzy wyrazami, ktore zdarzajg si¢ w réznych wierszach rozprawy;
- W obrebie streszczenia w jgzyku angielskim, strona 12, 4 linijka od dotu, ostatnie zdanie
zaczyna si¢ malg litera ,,a”, zamiast wielkg ,,A”;
- uzywanie skrotu DM dla okreslenia cukrzycy typu 2 moze by¢ mylace przy publikacji
wynikéw, bardziej adekwatnym wydaje sie by¢ okreslenie DM2.

Przedstawiona rozprawa doktorska stanowi interesujgce i metodyczne opracowanie
dokladajace kolejng ,.cegietke” wiedzy do poznania funkcjonalnego wplywu polimorfizméw
C34T 1 A860T w genie AMPD]. Zaleta pracy jest oparcie si¢ na 3 populacjach, co umozliwito
poréwnania genetyczne, jak i kliniczne. Kolejna zaleta jest wskazanie konkretnych cech
klinicznych zwigzanych z danym allelem lub genotypem. Powstanie kompletnych map
genotypow predysponujgcych do rozwoju danej choroby lub dziatajgcych ochronnie oraz
interakcji migdzy nimi dla réznych populacji wydaje si¢ by¢ coraz blizsze. Niniejsza praca
dostarcza informacji, ktére w takim celu mogltyby by¢ wykorzystane.

Opisane w recenzji pojedyncze uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy
oraz jej wysokiej oceny. Dlatego stwierdzam, ze przygotowana przez Doktorantke praca spetnia
wymogi dla rozpraw doktorskich okreslone w artykule 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
»Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”. Przedkladam zatem wniosek Wysokiej Radzie
Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie
o dopuszczenie lek. Ewy Gatarskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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