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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra Rafata Swiechowskiego pt.:

»Polimorfizmy i ekspresja wybranych cytochromoéw u pacjentéw z depresja”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana magistra Rafata
Swiechowskiego pt.: ,Polimorfizmy i ekspresja wybranych cytochroméw u pacjentow
z depresjg” zostata przygotowana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n. farm. Ewy
Balcerczak oraz Pani dr n. farm. Agnieszki Jelen petnigcej role promotora
pomocniczego. Praca doktorska zostata przygotowana w Zaktadzie Biochemii
Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej na Wydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Medycznego w todzi. Praca doktorska dotyczy oceny potencjalnego
znaczenia klinicznego wariantéw allelicznych CYP3A4*1B, CYP3A5*3 oraz
CYP2C19*2 w depresji nawracajgcej. Dodatkowo u czeéci chorych z depresjg
dokonano oceny ekspresji genu CYP3A4 oraz powigzania go z wariantem
polimorficznym CYP3A4*1B i parametrami klinicznymi. Temat podjety w pracy
doktorskiej jest istotny dla okreslenia klinicznego znaczenia polimorfizmow
genetycznych ~ wybranych  cytochroméw w  zaburzeniach  depresyjnych
nawracajgcych.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu
liczacego 114 stron. Praca ma typowy uktad stosowany w rozprawach doktorskich z
podziatem na rozdziaty: wstep, zatozenia i cele pracy, materiaty i metody, wyniki,
dyskusja, wnioski, streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), spis rycin i tabel oraz

piSmiennictwo. Praca zawiera wykaz skrotéw, 32 wykresy oraz 19 tabel.
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Pismiennictwo obejmuje 131 pozycji literaturowych pochodzgcych gtéwnie z
ostatnich kilku lat z dominacja literatury anglojezycznej. Dodatkowo do pracy
dotgczono wykaz publikacji i doniesien zjazdowych Doktoranta. Dorobek publikacyjny
Doktoranta stanowig 4 prace opublikowane w latach 2015-2019 (w tym jedna
publikacja obejmuje wstepne badania zawarte w pracy doktorskiej) i 9 komunikatéow
zjazdowych zaprezentowanych w latach 2013-2017. Sumaryczny wspotczynnik
oddziatywania dorobku publikacyjnego Doktoranta wynosi 6,682 i nalezy go uznac za

wysoki biorgc pod uwage wczesny etap kariery naukowej Doktoranta.

Cata rozprawa doktorska napisana jest w zwartym i syntetycznym stylu.
Pierwszy i drugi rozdziat pracy stanowi doktadng analize aktualnego stanu wiedzy na
temat podjetego problemu badawczego uzasadniajgc celowosé prowadzonych
badan. W pierwszym rozdziale pracy przedstawiono szczegodtowy opis dotyczacy
epidemiologii, etiopatogenezy oraz diagnostyki i leczenia zaburzen depresyjnych. W
drugim rozdziale przedstawiono doktadng charakterystyke analizowanych
cytochroméw. Zatozenia pracy zostaty jasno sformutowane. W pracy zatozono, ze
polimorfizmy wybranych cytochroméw moga mie¢ znaczenie w etiopatogenezie oraz
w procesie leczenia zaburzen depresyjnych. Bardzo istotne dla praktycznego
zastosowania uzyskanych wynikéw jest to, ze w pracy uwzgledniono cytochromy,
ktére odgrywajg kluczowg role w metabolizmie obecnie stosowanych Ilekoéw

przeciwdepresyjnych.

Cele pracy =zostaty precyzyjnie przedstawione w czterech punktach i
poprawnos$¢ ich sformutowania nie budzi watpliwosci. Wszystkie etapy badawcze
zostaly prawidtowo zaprojektowane i zrealizowane w kontek$cie spetnienia
zatozonych celow pracy doktorskiej. Grupe badang stanowito 108 pacjentéw z
zaburzeniami depresyjnymi nawracajgcymi (72 kobiety i 36 mezczyzn), ktérzy zostali
zakwalifikowani w oparciu o kryteria ICD-10. Mediana wieku w grupie chorych
wynosita 51 lat. Grupe kontrolng zdrowg stanowito 93 oséb (57 kobiet i 36 mezczyzn)
z mediang wieku 40 lat. Zastrzezenie w tym miejscu budzi zbyt ogolna
charakterystyka pacjentébw z zaburzeniami depresyjnymi oraz oséb stanowigcych
grupe kontrolng zdrowg. W pracy nie podano przyktadowo informacji dotyczacych
chorob wspdtistniejgcych pacjentéw czy przyjmowania innych lekéw. W pracy nie
wyjaéniono réwniez na podstawie jakich kryteriow dokonano doboru grupy kontrolne;j.
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Z drobnych btedéw edytorskich nalezy wymieni¢ powtorzenie 5 zdan dotyczacych
opisu grupy badanej i kontrolnej na str. 43. Jednakze wskazane powyzej uwagi i
btedy edytorskie nie zmniejszajg wysokiego poziomu merytorycznego przedstawionej
do oceny pracy doktorskiej. Zastosowane w pracy metody molekularne zostaty
bardzo szczegotowo opisane. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla poszczegdinych
metod oraz warunki prowadzenia reakcji zostaty doktadnie przedstawione. Obecno$é
alleli CYP3A4*1B, CYP3A5*3 oraz CYP2C19*2 oceniono przy uzyciu metody PCR-
RFLP. W opisie tej metody wymieniono zastosowane enzymy restrykcyjne, podano
sekwencje rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne oraz podano diugosci
fragmentow restrykcyjnych, co utatwia interpretacje wynikéw. Analize ekspresji genu
CYP3A4 okreslono u 38 pacjentéw z wykorzystaniem metody Real-Time PCR. Ze
wzgledu na roznice w wydajno$ciach reakcji dla genu metabolizmu podstawowego-
GAPDH i genu badanego- CYP3A4 do obliczenia relatywnego poziomu ekspresji
genu badanego wybrano model matematyczny wedtug Pfaffla. Zastrzezenie w tym
miejscu budzi zbyt ogdlny opis modelu matematycznego wedtug Pfaffla; zaréwno w
rozdziale 2.2.7, jak i 3.2 nie podano wystarczajacego opisu. W pracy doktorskiej
zastosowano adekwatne dla rozwigzania probleméw badawczych analizy

statystyczne.

Uzyskane wyniki zostaty zaprezentowane w uporzadkowany sposéb, a
wiasciwie dobrane tabele i wykresy utatwiajg analize wynikéw. Do najwazniejszych
uzyskanych wynikow nalezy wykazanie statystycznie istotnej réznicy w czestosci
wystepowania poszczegdlnych genotypdéw oraz dystrybucji allelu CYP3A5*3
pomigdzy grupg badang a kontrolng. W pracy doktorskiej wykazano, ze allel
CYP3A5*3 wystepowat rzadziej w grupie kontrolnej w poréwnaniu do grupy badane;.
Natomiast nie stwierdzono istotnie statystycznych roznic w czestosci wystepowania
allelu CYP3A4*1B oraz CYP2C19*2 pomiedzy grupg badang i kontrolng. Dla
polimorfizmu CYP3A5*3 wykazano rowniez statystycznie istotng zalezno$¢ pomiedzy
poszczegolnym genotypem i dystrybucjg allelu dzikiego a wiekiem w momencie
diagnozy. Pacjenci z genotypem CYP3A5*3/*3 byli diagnozowani w mtodszym wieku
W porownaniu do pacjentow z genotypem CYP3A5*1/*3. Wykazano réwniez
zaleznos¢ pomiedzy obecnoscig allelu CYP2C19*2 a skutecznoscig leczenia
wyrazong jako % zmiany HDRS. Pacjenci z przynajmniej jednym allelem CYP2C19*2



mieli lepsze rezultaty leczenia. Potwierdzono réwniez statystycznie istotny zwigzek
pomiedzy rozktadem poszczegélinych genotypéw polimorfizmu CYPC219*2 a picia.
Wzgledny poziom ekspresji genu CYP3A4 nie roznit sie istotnie w zaleznosci od ptci i
wieku pacjenta. Nie wykazano wplywu polimorfizmu CYP3A4*1B na wzgledny
poziom ekspresji genu CYP3A4.

Dyskusja jest napisana w sposéb rzeczowy i wnikliwy. Wyniki uzyskane w
ramach realizacji pracy doktorskiej zostaty skonfrontowane z najnowszymi wynikami
opublikowanych badan o podobnej tematyce. Dyskusja w petni ukazuje bardzo dobre
zorientowanie Doktoranta w aktualnej literaturze dotyczacej zwigzku badanych
polimorfizméw z rozwojem depresji i ich klinicznym znaczeniem. Na podstawie
uzyskanych wynikéw prawidtowo sformutowano wnioski koncowe wskazujgce na
mozliwg protekcyjng role genotypu CYP3A5*3/*3 w rozwoju zaburzen depresyjnych.
Genotyp CYP3A5*3/*3 moze takze odpowiadac za wystapienie pierwszych objawéw
choroby w mtodszym wieku. Uzyskane wyniki wskazujg rowniez na potencjalny
wptyw wystepowania allelu CYP2C19*2 na lepsza odpowiedz na leczenie. Natomiast
zmiany ekspresji wzglednego poziomu genu CYP3A4 nie majg istotnego wptywu na
rozwoj, przebieg i skutecznosci leczenia depresji. PrzedstaWione w pracy doktorskiej

wnioski koncowe nie budza zadnych zastrzezen.

Podsumowujgc, prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne Autora oraz opanowanie przez niego warsztatu
badawczego. Wysoko oceniam warto$¢ naukowg przedstawionej pracy doktorskiej, a
uwagi przedstawione w recenzji nie umniejszajg mojej wysokiej oceny tej pracy.
Praca doktorska pt.: ,Polimorfizmy i ekspresja wybranych cytochroméw u pacjentow
z depresjg” w petni spetnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim,
dlatego wnosze o dopuszczenie Pana magistra Rafata Swiechowskiego do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie, z uwagi na wysokg wartosé
poznawczg prowadzonych badan, pragne ztozy¢ wniosek o wyrdznienie niniejsze;
pracy doktorskie;.
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