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Recenzja

pracy doktorskiej mgr marzeny Skrzypa pt. ,,Metylacja DNA oraz polimorfizmy

genetyczne w chorobie Alzheimera”

Praca wykonana w Uniwersytecie Rzeszowskim pod opiekg promotor prof. dr
hab. lzabeli Zawlik

Ocena merytoryczna pracy.

Rozprawa doktorska mgr Marzeny Skrzypa porusza bardzo aktualny temat
dotyczgcy diagnostyki choroby Alzheimera. Jest to choroba cywilizacyjna,
neurodegeneracyjna, ktérej wczesne objawy bardzo czesto sg na tyle dyskretne, ze
niekiedy umykajg w rutynowej diagnostyce neurologicznej. Choroba ta objawia sie
zazwyczaj u pacjentéw powyzej 65 r. z. Jako tzw. posta¢ sporadyczna (ok. 95%), za$
u pacjentéw mitodszych, tj. ponizej 60 r. z. choroba ta spowodowana jest znaczgcym
wplywem zaburzeh genetycznych (familial Alzheimer disease — FAD z udziatem
genow takich jak APP, PSEN1, PSEN2).
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Choroba Alzheimera charakteryzuje sie postepujgcg demencjg oraz zaburzeniami
pamieci. Ponadto pojawiajg sie zaburzenia zachowania, ktére z czasem
uniemozliwiajg catkowite funkcjonowanie w spoteczenstwie i rodzinie.
W patogenezie choroby Alzheimera charakterystyczne jest odktadanie sie biatek
patologicznych w istocie szarej osrodkowego uktadu nerwowego takich jak beta-
amyloid oraz biatko tau. Powoduje to nieodwracalne zmiany w neuronach istoty
szarej (zmiany degeneracyjne komorek wraz z nastepczg Smiercig neuronow).
Wspdtistnienie choréb ogdlonoustrojowych takich jak niewydolnos¢ krgzenia czy
nadcisnienie tetnicze krwi oraz cukrzyca typu 2, hiperlipidemia, mata aktywnos¢
spoteczna i fizyczna zwiekszajg zagrozenie rozwojem choroby Alzheimera. Podobnie
wspotistnienie depresji, pourazowe uszkodzenie modzgu oraz niedostuch mogag
przyczyni¢ sie do rozwoju zmian otepiennych.
Choroba Alzheimera jest najczestszg przyczyng zmian demencyjnych u dorostych.
Czestos¢ jej wystepowania wzrasta wsréd osob po 65 r. z. (65-85 lat i podwaja sie
srednio co 5 lat). Po 85 r. z. odsetek chorych na chorobe Alzheimera zmniejsza sie
na rzecz otepienia naczyniopochodnego.
Objawy choroby Alzheimera nasilajg sie wraz ze stadium choroby, zas w stadium
zaawansowanym dotgczajg sie takie zaburzenia jak zaburzenia ruchowe, {j.
zwiekszenie napiecia miesniowego, spowolnienie ruchowe, nietrzymanie moczu i
stolca. Tryb zycia zmienia sie najpierw na siedzgcy, zas w stadium terminalnym
choroby pacjent jest juz chorym lezgcym, czesto z powiktaniami w postaci odlezyn
czy zapalenia ptuc, co moze stac sie bezposrednig przyczyng zgonu chorego.
Przedstawiona do recenzji praca doktorska dotyczy oceny metylacji DNA oraz
polimorfizméw genowych w chorobie Alzheimera. Temat podjety przez Doktorantke
uwazam za wybitnie interesujacy i istotny z punktu widzenia diagnostyki, szczegdlnie
wczesnej nieinwazyjnej diagnostyki choroby Alzheimera (zwazywszy, iz obecnie do
badan biochemicznych potrzeba jest pobrania ptynu mdzgowo-rdzeniowego metodg
wktucia doledzwiowego).
Doktorantka we wstepie pracy bardzo doktadnie opisata ogdlng charakterystyke
choroby Alzheimera, biorgc pod uwage zaréwno aspekty epidemiologiczne jak i
patogeneze, diagnostyke oraz terapie zmian otepiennych. Doktorantka przedstawita
podziat choroby ze wzgledu na stopieh zaawansowania, z uwzglednieniem objawdw i
mozliwosci diagnostycznych w poszczegdlnych fazach choroby. W kolejnych

podrozdziatach wstepu Doktorantka bardzo szczegdtowo opisuje mechanizmy
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genetyczne, biorgce udziat w rozwoju choroby Alzheimera, w tym polimorfizm
genetyczny czy zmiany epigenetyczne.

Dysertacja posiada typowy uktad, zawiera 243 strony, 16 podrozdziatow,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz zastosowanych skrotow w pracy
doktorskiej, spis tabel, spis rycin oraz spis wykresow. Zatgczona zostata takze zgoda
komisji bioetycznej Uniwersytetu Rzeszowskiego.

Praca Doktorska zawiera 4 sprecyzowane cele badania, zakonczona jest 4
obszernymi wnioskami, z ktoérych kazdy zawiera bardzo szczegotowe opisy
poszczegolnych wnioskow. Doktorantka zamiescita takze rozdziat dotyczacy
ograniczen (limitacje) zwigzanych z przeprowadzonymi badaniami oraz rozdziat
Dyskusja, w ktorym zamiescita 212 pozycji literatury dotyczgcej tematu badania.

Wiegkszosc¢ z nich to publikacje z ostatnich 5 lat.

Ocena metodologii pracy.

Doktorantka szczegotowo opisata prace badawcze, opisata badany materiat
biologiczny (krew petna oraz ptyn mézgowo-rdzeniowy). Na uwage zastuguje bardzo
dobre przygotowanie materiatu do badan genetyczno-molekularnych. Szczegotowo
zostata opisana grupa badana, witgcznie z okresleniem kryteriow wigczenia i
wytgczenia z grupy badanej oraz grupy kontrolne;j.

W podrozdziale Metody Doktorantka bardzo doktadnie opisata zastosowane metody
badawcze, w tym izolacje genomowego DNA z krwi petnej, opis zastosowanych
testow ELISA do okreslenia poziomu biatek typowych dla choroby Alzhaimera ( B —
amyloid 1-40, B- amyloid 1-42, ufosforylowane biatko Tau) metody PCR do
amplifikacji wybranych fragmentow DNA, PCR — RLFP dla polimorfizmu typu SNP
wybranych genéw APCE, APOC1, PC2 z elektroforezg kapilarng dla genu TOMMA40,
PCR dla polimorfizmu w genie ACE.

Doktorantka zawarta takze opis zastosowanych metod elektroforezy zelowej,
kapilarnej, metod stosowanych w badaniach poziomu wzglednej metylacji DNA (w
tym bisulfidacji i oczyszczania DNA), reakcje qMSP — PCR w ocenie poziomu
wzglednej metylacji w promotorach wybranych gendéw. Ponadto doktorantka opisata

metody statystyczne zastosowane w ocenie wynikéw przeprowadzonych badan.

Ocena uzyskanych wynikéw badan dla nauki i praktyki.
Wyniki opisane sg w 9 podrozdziatach i przedstawiajg w sposéb bardzo szczegdétowy

osiggniete przez Doktorantke rezultaty zastosowanych metod badawczych.
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Doktorantka przedstawita charakterystyke grupy badanej i kontrolnej. Grupe badang
stanowito 161 o0s6b z otepieniem typu alzheimerowskiego oraz 62 osoby bez
otepienia stanowigcych grupe kontrolng. Klasyfikacje przeprowadzono na podstawie
wstepnej diagnozy testow ELISA i testu MMSE. 53 osoby z zdiagnozowanym MCI,
108 prob od pacjentéw z demencjg typu AD: ADI — 50 préb, ADI — 48 préb, ADII -
10 préb.

Doktorantka w bardzo szczegotowy i analityczny sposéb przedstawita uzyskane
wyniki badan z zastosowaniem wykresow i tabel.

Wyniki badan uwazam za bardzo wazne i znaczgce w rozwoju nowych metod
diagnostycznych, szczegdlnie nowych postaci choroby Alzheimera. Wyniki
przedstawionych badan pozwolity na osiggniecie bardzo waznych i interesujgcych
wnioskow koncowych, ktore mogtyby pozwoli¢ na odkrycie nowych skutecznych
markeréw genetycznych uzyskanych metodami mniej inwazyjnymi (z krwi petnej,
surowicy lub osocza). Markery te mogtyby stuzy¢ do okreslenia predyspozycji i
mozliwych szans wystgpienia objawow otepienia jeszcze przed wystgpieniem
petnoobjawowej choroby.

Whioski z przeprowadzonych analiz pozwolity na wyodrebnienie genotypdéw
genéw APOE, APOE 1, genu TOMM40O (wyodrebniono typy alleli predysponujgcych
do rozwoju choroby Alzheimera), genu ACE (wyodrebniono allele zwiekszajgce
szanse wystgpienia choroby Alzheimera). Doktorantka wysuneta takze bardzo
znaczgce wnioski co do wystepowania polimorfizméw w podgrupie oséb mtodych ( w
tym allele genu APOE, APOC1, genu TOMM40O oraz genu ACE). Doktorantka
analizujgc podgrupe o0s6b mtodych stwierdzita, Zze dodatkowymi czynnikami
wplywajgcymi na rozwoj choroby Alzheimera mogtyby by¢, oprécz podtoza
genetycznego, choroby wspdtistniejgce w tym depresja i hiperlipidemia. Whnioski
wynikajgce z zaleznosci pomiedzy polimorfizmami w wybranych genach a stopniem
zaawansowania choroby otepiennej sg bardzo szczegotowo opisane w
podrozdziatach. Natomiast wnioski wynikajgce z zaleznosci pomiedzy
polimorfizmami w wybranych genach w podgrupie oséb mtodych pokazujg istotnos¢
zaleznosci genotypdéw i polimorfizmu badanych genéw (w typu E3/E3 w genie
APOE vs genotyp L/L w genie TOMM40O oraz genotypu E4/E4 w genie APOE vs
genotyp L/L w genie TOMM40). Ma to duze znaczenie w typowaniu predyspozycji do
rozwoju choroby Alzheimera w mtodym wieku. Doktorantka zamie$cita takze istotne
wnioski dotyczgce analizy poziomu wzglednej metylacji w promotorach badanych
genow i ich wzglednych polimorfizméw (3 podtypy). Bardzo istotnym w praktycznym
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zastosowaniu wydaje sie by¢ wynik pokazujgcy, ze wraz z wzrostem poziomu
metylacji w promotorze genu APOE (hipermetylacji) maleje stezenie biatka
catkowitego hTau. Taki wynik, istotny statystycznie, Doktorantka otrzymata w
stadium poprzedzajgcym chorobe Alzheimera.

W analizie pomiedzy poziomem metylacji w promotorze genu TOMMA40 i stezeniem
biatka fosforylanowego — pTau Doktorantka zauwazyta, ze wraz ze wzrostem
metylacji w promotorze genu TOMMA40 (hipermetylacji) wzrasta stezenie biatka pTau.
Te zaleznos¢ Doktorantka otrzymata rowniez w zestawieniu dla stadium otepienia
typu MCI (fagodne zaburzenie poznawcze).

Whnioski z analizy zaleznosci pomiedzy poziomem wzglednej metylacji w
promotorach wybranych gendéw, ich polimorfizméw a czynnikami takimi jak wiek,
obecnos$¢ depresji, nadcisnienia tetniczego, podniesionych stezen lipidow we krwi
pokazujg ich wptyw na rozwaj lub pogtebienie stadium otepienia alzheimerowskiego .
Doktorantka w rozdziale Dyskusja porownata otrzymane wyniki badan
przedstawionych w najnowszej literaturze. Wykazata sie doskonatg znajomoscig
zagadnienia, przedstawita argumentacje potwierdzajgcg stusznosc¢ stawianych tez
oraz wyciggnietych wnioskow. Wyniki uzyskane przez Doktorantke korelujg z
wynikami przedstawionymi przez innych autoréw. Doktorantka dyskutujgc z
dostepnymi w literaturze wynikami badan przedstawia wiele istotnych aspektow
przeprowadzonego badania, miedzy innymi przedstawia konkretne genotypy,
polimorfizmy genowe oraz metylacje promotorow genow, ktére wg otrzymanych
wynikdow badania i zgodnie z danymi literaturowymi, zwielokrotniajg mozliwosé
rozwoju choroby Alzheimera zarébwno w postaci sporadycznej jak i postaci
uwarunkowanej genetycznie. Dyskusja przeprowadzona jest w sposob logiczny
chronologicznie co do uzyskanych wynikow badan oraz poréwnuje uzyskane wyniki
badan ttumaczgc zbieznosci lub rozbieznosci do danych literaturowych.

Bardzo waznym rozdziatem jest rozdziat Limitacje, w ktérym Doktorantka
przedstawia ograniczenia zwigzane z doborem grupy badawczej, zastosowanych
metod, czy uzyskanych wynikéw. W ramach piSmiennictwa zawarty jest opis
publikacji zgodny z tematem rozprawy.

Po zapoznaniu sie z tematem pracy doktorskiej mgr Marzeny Skrzypa
oceniam jg bardzo dobrze. Jest to obszerna i szczegdtowa analiza profili
molekularnych moggcych mie¢ wptyw na rozwoj i progresje choroby Alzheimera.
Réznorodno$é metod zastosowanych w badaniu, dobdr grupy kontrolnej i badane;,

opis szczegbétowy uzyskanych wynikow oraz logicznie wyciggniete wnioski z badania
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stanowig niewatpliwy atut dysertacji. Na uznanie zastuguje szczegotowoscC opisu
zastosowanych metod, co potwierdza dogtebng znajomos¢ metod biologii
molekularnej w badaniach medycznych, zastosowanych przez Doktorantke. Liczne
szczegotowe wykresy oraz tabele znacznie utatwiajg poznanie uzyskanych wynikow
badan.

Praca mgr Moniki Skrzypa jest napisana w sposob odpowiadajgcy pracy
doktorskiej, przedstawione wyniki badan i zawarte wnioski sg przedstawione trafnie i
logicznie.

Recenzowana praca doktorska wymaga od Doktorantki nie tylko bardzo
doskonatej znajomosci metod biologii molekularnej, ale takze wiedzy dotyczgcej
patogenezy, diagnostyki i leczenia choroby Alzheimera. W odniesieniu do pracy

nasuwajg mi sie 2 pytania do Doktorantki:

1) Jakie mozliwosci praktycznego zastosowania mogtoby mie¢ oznaczanie
gendéw predysponujgcych do choroby Alzheimera u pacjentéw ponizej 60 roku
zycia, u ktérych w wywiadzie stwierdzono wystepowanie rodzinnej postaci
choroby.

2) Rozwazenie wykonania analizy badan genetyczno - molekularnych
przedstawionych w dysertacji w tkance modzgowej zabezpieczonej od
pacjentow zmartych z chorobg Alzheimera (badanie zaréwno retrospektywne
jak i prospektywne na tkance zabezpieczonej w procesie autopsji do bloczkéw
parafinowych lub/i zamrozonej w — 80 stopni C) i poréwnanie uzyskanych

wynikdw z obrazem morfologicznym istoty szare;j.

W podsumowaniu stwierdzam, iz praca doktorska mgr Marzeny Skrzypa spetnia
warunki okreslone w art. 13 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki ( Dz. U. z 2017 r. poz.
1789 z pdzniejszymi zmianami). Jak réwniez stosowne zapisy Ustawy z dnia 20

lipca 2018 r. (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzniejszymi zmianami).

6]Strona



W zwigzku z powyzszym mam zaszczyt zwrocic sie do Wysokiej Rady
Naukowej Uniwersytetu Rzeszowskiego z prosba o dopuszczenie mgr Marzeny
Skrzypa do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie uwzgledniajgc wysokg wartos¢ merytoryczng rozprawy wnosze

0 jej wyroznienie.
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