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rozprawy doktorskiej lek. med. Agnieszki Pietruszyniskiej-Reszetarskiej pt: ,,Ocena wplywu
zaburzen metylacji uwarunkowanych polimorfizmem genu reduktazy
metyltetrahydrofolianiwej (MTHFR) na metabolizm folianéw (kwas foliowy, 5-MTHF) u
pacjentéw z chorobg wiencowa.”

Problem choréb uktadu sercowo-naczyniowego jest niezwykle istotny w caloksztalcie
funkcjonowania systemu opieki zdrowotnej, ale réwniez ma wymiar spoteczny, zwlaszcza w
odniesieniu do dzialari w obrebie polityki zdrowotnej, spolecznej i ekonomiczne;.

Choroba wieficowa jest najczestsza przyczyng zgondw wsrod Europejezykéw. Jest ona wywolana
wieloma czynnikami uwarunkowanymi $rodowiskowo i genetycznie, a udziat czynnikéw
uwarunkowanych genetycznie wedhug roznych zrodel moze byé znaczacy.

Pomimo ogromnego postepu dokonanego zaréwno w diagnostyce jak i leczeniu choroby wienicowej
w dalszym ciggu trwajg intensywne badania nad genotypowymi i fenotypowymi wyktadnikami
choroby wieicowe]. Badania struktury i funkji genow dzieki rozwojowi metod biologii
molekularnej pozwalajg na ocene udzialu czynnikéw genetycznych w patogenezie chorob ukladu
sercowo-naczyniowego, a zwthaszcza choroby wiericowej prowadzacej do niedokrwienia miesnia
sercowego. Badania w tym zakresie mogg zatem by¢ pomocne w identyfikacji os6b z grupy
wysokiego ryzyka wystapienia choroby wieficowej przy uzyciu molekularnej diagnostyki
genetycznej i pozwolg na wczesne zastosowanie dzialan profilaktycznych i poprawe rokowania.
Dlatego tez wszelkie projekty badawcze poswiecone tej problematyce sg jak najbardziej zasadne i
konieczne.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska lek. Agnieszki Pietruszynskiej-Reszetarskiej
poswigcona jest ocenie wplywu zaburzen metylacji uwarunkowanych polimorfizmem genu
reduktazy metyltetrahydrofolianowej (MTHFR) na metabolizm folianéw (kwas foliowy, 5-MTHF)
u pacjentow z chorobg wiericowa.

Rozprawa lek. Agnieszki Pietruszynskiej-Reszetarskiej zawiera 158 stron wydruku
komputerowego, z czego 142 strony przypadajq na tekst tacznie z dokumentacja, 11 stron na
pismiennictwo, 4 strony na streszczenie w jezyku polskim i angielskim, 5 stron na spis tabel i rycin
oraz 5 stron z wykazem skrétéw uzywanych w pracy.
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Dokumentacja pracy zawiera 16 tabel i 14 rycin rozmieszczonych w tekscie.

W abszernym teoretycznym wstepie zawartym na 52 stronach rozprawy Doktorantka
przedstawita epidemiologie choroby niedokrwiennej serca i choroby wiericowej przyblizajac
patogeneze niedokrwienia migsnia sercowego oraz czynniki ryzyka choroby wieficowej.

Nastgpnie przedstawita informacje dotyczace obrazowania blaszek miazdzycowych oraz inwazyjnej
diagnostyki i leczenia choroby wiencowej.

W kolejnym fragmencie wstepu Autorka skupita sie na przedstawieniu nowych obszaréw badan
zwigzanych z poszukiwaniami biomarkeréw choroby wieficowej zwlaszcza z wykorzystaniem
biologii molekularnej i genetyki medycznej. W tej czesci wstepu Autorka przedstawila réwniez
dostgpne dane dotyczace genomiki, epigenetyki i genetycznego podioza choroby wiericowej, a
takze aktualne mozliwosci diagnostyki genetycznej. W koricowe] czesci wstépu znalazly sie
informacje dotyczace zaburzen szlaku komdrkowego metylacji w patogenezie miazdzycy oraz
czynnikow wplywajacych na proces metylacji. W zakoriczeniu wstepu Doktorantka przyblizyla
dane dotyczgce zburzen metylacji uwarunkowanych genetycznie ze szczegdlnym zwrdceniem
uwagi na polimorfizm genu reduktazy metyltetrahydrofolianowej (MTHER) oraz role aktywnej
postaci kwasu foliowego — metyltetrahydrofolianu(5-MTHF) jako biomarkera i farmaceutyka.

Po teoretycznym wstgpie Doktorantka przeszla do sformulowania celu swojej pracy, z ktérego
wynika, ze postanowila Ona poszukiwa¢ nowych genotypowych i fenotypowych czynnikéw ryzyka
rozwoju choroby wiencowej.

Aby zrealizowac cel gléwny pracy Autorka postawita pie¢ hipotez badawczych:
1. Zaburzenia metylacji uwarunkowane polimorfizmem genu MTHFR (IM+) wystepuja czesciej u
pacjentow z chorobg wienicowq (CAD+) w poréwnaniu do populacji bez choroby wiericowej
(CAD-).
2. W grupie pacjentow z (CAD+) oraz z zaburzeniami metylacji (IM+) uwarunkowanymi
polimorfizmami genu MTHFR wystepuje nizsze stezenie 5 — metyltetrahydrofolianu (5-MTHF) we
krwi w poréwnaniu do grupy pacjentéw z CAD bez zaburzen metylacji oraz bez CAD.
3.5tgzenie kwasu foliowego w surowicy krwi nie zalezy od zaburzeri metylacji uwarunkowanych
polimorfizmem genu MTHFR.
4. W grupie pacjentdéw z choroba wieticowg (CAD+) oraz zaburzeniami metylacji (IM+)
uwarunkowanymi polimorfizmami genu MTHFR wystepuje wyZsze stezenie homocysteiny (Hey)
oraz zalezne od niej stezenia cysteiny (Cys) we krwi w pordwnaniu do grupy pacjrntow z CAD bez
zaburzen metylacji oraz bez CAD.
2. W grupie pacjentow (CAD+) oraz z zaburzeniami metylacji (IM+) uwarunkowanymi
polimorfizmami genu MTHFR wystepuje nizsze stezenie zredukowanego glutationu (GSH) oraz
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zalezne od niego stezenie cysteinyloglicyny (CysGlyc) we krwi w poréwnaniu do grupy pacjentow
z CAD bez zaburzen metylacji oraz bez CAD.
Tak postawiony cel pracy uwazam za przemyslany, interesujacy badawczo i mozliwy do realizacji.
Z danych przedstawionych w rozdziale ,Materiat i metody” wynika, ze Doktorantka zastosowala
whasciwie dobrany material badawczy oraz adekwatne do celu pracy nowoczesne metody badar.
Lacznie do badan pobrano krew peing zylng od 213 pacjentéw zakwalifikowanych i wigczonych do
badania w okresie od lutego 2020 roku do paZdziernika 2022 roku. Sposrad tej liczby analizie
poddano 42 pacjentow CAD+ (38 mezczyzn i 4 kobiety $redni wiek 53 lata, $redni wiek
rozpoznania CAD 47,1 lat. Pacjenci ci mieli wykonang koronarografie w trybie planowym lub z
powodu ostrego zespolu wiencowego.
Grupe kontrolng stanowito 16 pacjentéw CAD-, (12 mezczyzn i 4 kobiety), u ktérych nie
stwierdzono przewezen w tetnicach wiericowych zgodnie z kryteriami kwalifikacji do tej grupy.
Grupe badang podzielono w zaleznosci od obecnosci choroby wiericowej oraz od obecnosci
zaburzeni metylacji uwarunkowanej polimorfizmami genu MTHFR c.665C>T (rs1801133) oraz
c.1286A>C (RS1801131).
DNA wyizolowywano z krwi obwodowej pobranej od pacjentéw z zyty odlokciowej przy uzyciu
zestawu do izolacji DNA GeneeMatrix (EURx, Gdarisk, Polska).
Do oznaczania polimorfizméw genu MTHFR c.665C>T (rs1801133) oraz c.1286A>C (rs1801131)
wykorzystano metode Real-time PCR i zestaw do genotypowania TagMan (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).
Stezenia kwasu foliowego, 5 — metyltetrahydrofolianu (5 — MTHF) oraz endogennych tioli —
homocysteiny (Hcy), cysteiny (Cys), cysteinyloglicyny (CysGlyc) i zredukowanego glutationu
(GSH) oznaczano przy wykorzystaniu metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).
Analiza statystyczna uzyskanych wynikdw badan przeprowadzona zostata w Katedrze Nauk
Biomedycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi przy uzyciu programu Statistica v. 12.5 oraz
~nakladki” do programu Excel: Resampling Stats Add-in for Excel v. 4.
Wyniki badan przedstawiono wykorzystujgc takie instrumenty analizy statystycznej jak: érednia, +
odchylenie standardowe (SD) i mediang. Normalno$¢ rozktadéw danych zweryfikowano testem
Shapiro-Wilka. Zastosowano réwniez test Browna-Forsythe’a, test U — Manna-Whitneya oraz test t
— Studenta.
Na badania wyrazila zgodg lokalna Komisja Bioetyczna Uniwersytetu medycznego w Fodzi: Zgoda
Nr RNN/78/19/KE z dnia 12 lutego 2019 roku.
Uzyskane wyniki badan przedstawione zostaty przejrzyscie na 27 stronach rozprawy w formie 7

tabel i 9 rycin.



Jak wynika z badan dotyczgqcych polimorfizmu genu MTHFR (IM+) wykazaly one, ze
polimorfizm c.[1286A>C];[1286A>C] genu MTHFR (homozygota c.1286 A>C) wystepowat
istotnie statystycznie czesciej u pacjentow z grupy (CAD+) w poréwnaniu do pacjentéw (CAD-).
Ponadto stwierdzono, iz ten homozygotyczny wariant wystepuje istotnie statystycznie czesciej u
pacjentow (CAD+) w pordwnaniu do populacji europejskiej HapMap — CEU wybranej do
porownania statystycznego z bazy danych NCBI. Zaobserwowano réwniez czestsze wystepowanie
allelu C (polimorficznego, wystepujacego w homozygocie c.[1286A>C];[1286A>C] i
heterozygocie c.[1286A=>C];[1286A=]) w grupie pacjentow (CAD+).

W dalszych badaniach Autorka wykazata , Ze stezenie 5 — metyltetrahydrofolianu (5-MTHF) w
grupie pacjentow z zaburzeniami metylacji uwarunkowanymi wariantem poliformicznym c.
[1286A>C];[1286A>C]| (homozygota ¢.1286A>C) oraz CAD+ bylo nizsze w poréwnaniu do grupy
pacjentow (CAD-) z tym genotypem lecz nie byla to réznica istotna statystycznie.

Kolejnym interesujgcym spostrzezeniem Autorki jest to, ze stezenie kwasu foliowego w grupie
pacjentow z zaburzeniami metylacji uwarunkowanymi wariantem polimorficznym c.[1286A>C];
[1286A=] (heterozygota c.1286A>C) oraz (CAD+) bylo nizsze w poréwnaniu do grupy pacjentow
(CAD-) z tym genotypem, a zaobserwowana roznica byla statystycznie nieistotna.

Wyniki dotyczace stezenia homocysteiny i cysteiny w surowicy krwi u pacjentéw poddanych
badaniom nie roznity sie istotnie statystycznie pomiedzy grupa pacjentow (CAD+) w porownaniu z
grupg (CAD-) jak rowniez w grupie pacjentow z (CAD+/IM+) w pordwnaniu do grupy pacjentow
(CAD-).

Zaprezentowane wyniki badan dotyczace zachowania sie endogennych tioli, wykazaty, ze
stezenie zredukowanego glutationu we krwi pobranej od pacjentéw z (CAD+) bylo nizsze niz w
grupie pacjentow (CAD-), a roznica ta byla bliska wartosci krytycznej. Stwierdzono takze istotnie
nizsze stezenia cysteinyloglicyny w surowicy krwi w grupie pacjentow (CAD+) w porownaniu do
grupy (CAD-). Ta zaleznos¢ byta réwniez istotna statystycznie dla grupy z chorobg wienicowy i
zaburzeniami metylacji uwarunkowanymi polimorfizmem genu MTHFR.

Podsumowujac swoje badania zwrécita Doktorantka uwage na bardzo istotny ich element
pokazujgcy, Ze u pacjentow z angiograficznie potwierdzong chorobg wienicowa (CAD) polimorfizm
c.[1286A=C];[1286A>C] genu MTHFR (homozygota c.1286A>C) byt istotnie zwigzany z
czgstoscia wystepowania CAD, i pomimo jak stusznie zauwaza Autorka nielicznej grupie pacjentow
poddanej badaniu, zwigzek jaki zaobserwowata cechowata zmienno$c statystyczna wskazujaca tm
samym naznaczenie tego polimorfizmu w etiologii CAD.

W rozdziale zatytutowanym ,,Dyskusja” zawartym na 12 stronach rozprawy Doktorantka
poddata wnikliwej i przemyslanej analizie wyniki badan wlasnych i skonfrontowala je
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7z aktualnymi danymi z pismiennictwa. Ta czesS¢ rozprawy Swiadczy o bardzo dobrym
merytorycznym przygotowaniu Autorki do podjecia realizowanego projektu badawczego oraz o
duzej dojrzatosci naukowe;j.

Rozprawe Autorka konczy piecioma wnioskami w pelni odpowiadajacymi na cel pracy i pigc
hipotez badawczych. Nalezy podkresli¢, ze majg one przede wszystkim charakter poznawczy jak i
rowniez praktyczny.

Po wnioskach Doktorantka zamiescita podsumowanie zawierajgce informacje wynikajace
bezposrednio z wnioskow i wynikow badan przez Nig uzyskanych.

Bibliografia zawarta na 11 stronach sktada sie z 188 pozycji anglo- i polskojezycznych w
znaczgcej wiekszosci z ostatniego dwudziestolecia. Pismiennictwo przedstawiono w kolejnosci
cytowania w pracy.

Podczas czytania pracy nasunely mi sie uwagi i spostrzezenia, ktére z obowigzku recenzenta
pragne przedstawic:

- moim zdaniem wstep jest zbyt obszerny, stanowi bowiem 50% calej rozprawy, co zaburza nieco
strukture rozprawy,

- podobnie streszczenie pracy znalazto si¢ na samym poczatku rozprawy zaraz po stronie tytutowej i
podziekowaniach,

- cel pracy oddaje tylko pierwsze zdanie. Pozostate dwie i pot strony mogloby by¢ zakwalifikowane
jako uzasadnienie celu pracy,

- w czesci metodycznej po charakterystyce badanych grup umieszczony znsté% podrozdziat 3.2,
Hipotezy badawcze, co rowniez zaburza strukture pracy. Hipotezy postawione w tym podrozdziale
powinny znalezc sie w rozdziale cel pracy.

Pozostate drobne uwagi stylistyczne i edytorskie oméwitem z Doktorantkg i mam nadzieje, ze
zostang one wykorzystane przez Autorke podczas przygotowywania pracy do publikacji. Pragne
jednoczesnie podkreslic, ze poczynione uwagi w niczym nie umniejszajg wysokiej wartosci pracy.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa Doktorska dowodzi osiagniecia zamierzonego celu.
Autorka wykazala sie rozlegly wiedza i umiejetnie jg wykorzystata tak w badaniach naukowych jak
i pisaniu pracy. Wyniki badan uzyskane przez Doktorantke majg bez watpienia duze znaczenie
poznawcze ale rowniez aplikacyjne rzucajace nowe spojrzenie na patomechanizm choroby
wiencowej (CAD).

W tym miejscu pragne pogratulowac tak Promotorowi jak i Doktorantce za bardzo celnywybar

interesujgcego problemu badawczego.
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Reasumujac uwazam rozprawe doktorskg lek. med. Agnieszki Pietruszynskiej-Reszetarskie]
pt: ,,0cena wplywu zaburzen metylacji uwarunkowanych polimorfizmem genu reduktazy
metyltetrahydrofolianiwej (MTHFR) na metabolizm folianow (kwas foliowy, 5-MTHF) u
pacjentow z chorobg wiencowa.” za podejmujgcg bardzo istotny, wcigz aktualny, ciekawy i
praktyczny problem badawczy, zawierajacg oryginalne wyniki, nalezycie przedstawione i
wlasciwie opracowane.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
roku. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2022Poz. 574).

W oparciu o swojg wysoka ocene pracy skladam wniosek do Wysokiej Rady Nauk Medycznych
Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Eodzi o przyjecie rozprawy i dopuszczenie

lek. med. Agnieszki Pietruszyniskiej-Rzeszetarskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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