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L OCENA METODOLOGICZNA I FORMALNA PRACY
Temat pracy, trafno$¢ podjetej problematyki badaweczej i jej oryginalnosé

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agaty Hasko zatytutowana ,.4naliza zaburzen
ekspresji wybranych mikroRNA w chorobie Alzheimera” ma charakter klasycznej monografii
badawczej z pogranicza neurologii klinicznej, biologii molekularnej, genetyki medyczne;j,
neurobiologii choréb zwyrodnieniowych oraz medycyny translacyjnej. Tematyka pracy zostala
osadzona w jednym z najistotniejszych obszarow wspodtczesnej medycyny: poszukiwaniu
ptynowych, mozliwie mato inwazyjnych markeréw biologicznych choroby Alzheimera, ktore
mogtyby uzupehic istniejace markery amyloidowe i tau oraz zwigkszy¢ rozumienie molekularnych
mechanizméw progresji otgpienia.

Wybor problematyki badawczej nalezy oceni¢ jako bardzo trafny. Choroba Alzheimera
pozostaje najczestsza przyczyna otepienia w populacji starzejace;j sig, a jednoczesnie jest jednostka,
ktdrej rozpoznanie i stratyfikacja coraz wyrazniej przesuwajg si¢ od klasycznej diagnozy klinicznej
ku definicji biologicznej. Aktualne kryteria Alzheimer’s Association z 2024 r. wskazuja, ze chorobg
Alzheimera nalezy rozumie¢ jako proces biologiczny mozliwy do potwierdzenia za pomoca
biomarkeréw patologii amyloidowej i tau, a nie wylacznie jako zespot objawéw klinicznych.
Wspoéiczesny rozwdj badan nad biomarkerami krwi, w tym p-tau217, p-taul8l, stosunkiem
AP42/AB40, NfL i GFAP, tworzy nowy punkt odniesienia dla wszystkich kandydatow
biomarkerowych, w tym réwniez mikroRNA.

Na tym tle praca Doktorantki ma szczegélne znaczenie, poniewaz nie ogranicza si¢ do opisu
stezen klasycznych biatek PMR, ale podejmuje prébe uchwycenia epigenetyczno-regulatorowego
wymiaru choroby. MikroRNA sg krotkimi niekodujacymi czasteczkami RNA, ktore reguluja
ekspresj¢ gendw na poziomie potranskrypcyjnym, a ich stabilnosé w ptynach ustrojowych oraz
zwigzek z procesami zapalnymi, synaptycznymi, metabolicznymi i neurodegeneracyjnymi
sprawiaja, ze od kilkunastu lat sa intensywnie badane jako potencjalne biomarkery i cele
terapeutyczne w chorobach uktadu nerwowego.

Doktorantka skoncentrowata sig na trzech czasteczkach: miRNA-132-3p, miRNA-146a-5p oraz
miRNA-200a-3p. Wybér wymienionych trzech miRNA jest w pehni uzasadniony, tacza one obszar
kliniczny, zaangazowanie w kluczowe procesy AD (plastyczno$é synaptyczna, neurozapalenie, stres
amyloidowy) oraz biologiczny. miR-132/212 nalezy do najwazniejszych rodzin miRNA wigzanych
z plastycznoscig synaptyczna, funkcja neuronéw i patologia tau; miR-146a jest uznawany za istotny
regulator osi neurozapalnej NF-kB, TLR, IRAK i TRAF6; natomiast miR-200a-3p pojawia sie¢ w
literaturze w kontekscie odpowiedzi komorkowej na stres, regulacji szlakow zwigzanych z
amyloidem, BACE1, SIRT1 oraz przezyciem komérek nerwowych. Ograniczenie panelu do trzech
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czasteczek jest racjonalne z punktu widzenia pracy doktorskiej, a jednoczesne potaczenie na
poziomie klinicznym i molekularnym na tyle szerokie, ze pozwala na ocen¢ w obu wymiarach.

Najbardziej oryginalnym komponentem pracy jest powigzanie ekspresji wybranych krazacych
miRNA z polimorfizmami genéw APOE i ACE. Gen APOE, zwtaszcza obecnos¢ allelu €4, pozostaje
najsilniejszym powszechnym czynnikiem ryzyka poznej postaci choroby Alzheimera,
wplywajacym na metabolizm lipidéow, usuwanie amyloidu, funkcje gleju, neurozapalenie oraz
podatnos¢ neuronéw na uszkodzenie. Gen ACE, poprzez zwigzek z uktadem renina-angiotensyna,
cisnieniem tetniczym, czynnikami naczyniowymi i degradacjg AP, stanowi interesujacy gen
kandydujacy, cho¢ wyniki badan asocjacyjnych dotyczacych polimorfizmu I/D pozostajg bardziej
heterogenne. Potaczenie tych dwoch osi genetycznych z regulacjg miRNA nadaje rozprawie wymiar
wykraczajacy poza rutynowe badanie biomarkerowe.

Zasadnicza wartoscig recenzowanej rozprawy jest wigc proba integracji kilku pozioméw
biologii choroby: obrazu klinicznego i stadium otepienia, klasycznych biomarkeréw PMR, profilu
ekspresji miRNA w surowicy oraz uwarunkowan genetycznych. Taki projekt badawczy nalezy
uzna¢ za ambitny, aktualny i dobrze wpisujacy si¢ w kierunek medycyny precyzyjnej w neurologii.
Praca ma charakter eksploracyjno-walidacyjny w ograniczonej kohorcie, ale juz na obecnym etapie
pokazuje dojrzatos¢ naukowa Autorki i umiejetnos¢ formutowania problemow badawczych na styku
kliniki i biologii molekularne;j.

Ocena formalno-redakcyjna

Rozprawa zostala przygotowana w formie zwartej monografii, a jej objgtos¢ i zakres
odpowiadaja wymaganiom stawianym rozprawom doktorskim w naukach medycznych.
Konstrukcja pracy jest logiczna i odpowiada standardom rozpraw doktorskich. Autorka
konsekwentnie prowadzi Czytelnika od problemu klinicznego i biologicznego, przez zatozenia,
metody, wyniki, dyskusje, az do wnioskow.

Strona edytorska pracy jest poprawna. Tabele, ryciny i wykresy petnia funkcje informacyjna i
porzadkujaca. Wykaz skrotow jest przydatny, poniewaz praca obejmuje liczne pojgcia z zakresu
neurologii, genetyki, biologii molekularnej i statystyki. Streszczenie w jezyku polskim i angielskim
syntetycznie oddaje cel, materiat, metody i gtowne wyniki.

Wstep zostat opracowany szeroko i wyczerpujaco. Pozytywnie oceniam wiaczenie danych
epidemiologicznych, w tym danych Narodowego Funduszu Zdrowia dotyczacych Polski, poniewaz
pokazuje to spoteczne i systemowe znaczenie analizowanego problemu.

Czgs¢ poswigcona miRNA jest wystarczajgco szczegétowa, by uzasadni¢ wybor markerow.

Cele pracy zostaty sformutowane jasno. Zakres pracy jest szeroki i pozwala na oceng zarwno
wymiaru klinicznego, jak i molekularnego.
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Hipotezy badawcze zostaly sformutowane jasno i precyzyjnie, w sposéb mozliwy do
weryfikacji, a uzyskane wyniki wspierajg zatozone hipotezy.
Pismiennictwo jest obszerne i adekwatne do tematu.

Poprawnos¢ formulowania probleméw, hipotez i zalozen badawczych

Problem badawczy zostat sformutowany prawidtowo i wynika z wyraznej luki poznawcze;.
Pomimo ogromnego postepu w diagnostyce biologicznej AD nadal brakuje markeréw, ktére w
Sposob  prosty, powtarzalny i mato inwazyjny odzwierciedlatyby dynamike procesu
neurodegeneracyjnego, szczegdlnie w odniesieniu do heterogennosci genetycznej i zapalno-
synaptycznej. Doktorantka trafnie rozpoznata, ze krazagce miRNA moga byé takim uzupehniajgcym
narzedziem badawczym.

Hipotezy zostaty sformutowane w sposéb przejrzysty i poddajacy si¢ weryfikacji. Ich zaletg jest
potaczenie wymiaru klinicznego i molekularnego. Pierwsza hipoteza dotyczyta zaleznosci profilu
ekspresji krazacych miRNA od stadium AD; druga wptywu obecnosci allelu APOE &4 na ekspresje
miRNA; trzecia wptywu allelu insercyjnego ACE na ekspresje miRNA.

W pracy nie ograniczono si¢ zatem do pytania, czy miRNA roznicujg pacjentow i grupe
kontrolna, lecz postawiono bardziej ambitne pytania o zwiazek ekspresji miRNA ze stadium
choroby i genotypem. Taki sposéb myslenia swiadezy o dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Celem ich weryfikacji, Autorka podjeta si¢ zbadania zmian ekspresji trzech wybranych miRNA
w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby oraz okreslenia zwiazku pomiedzy ekspresja
miRNA a polimorfizmami genéw 4POE i ACE. Ponadto przeanalizowata zaleznosci z chorobami
wspdtistniejagcymi, wybranymi parametrami biochemicznymi oraz biatkami i wskaznikami
diagnostycznymi PMR, w tym AB1-42, AB1-40, p-Tau, t-Tau, AB1-42/AB1-40, p-Tau/AB1-42 oraz
h-Tau/AB1-42.

Whioski wynikaja z przeprowadzonych badaf. Za najbardziej uzasadniony uznaje wniosek
dotyczacy miRNA-132-3p jako potencjalnego markera progresji_stadium otepienia. Wnioski
dotyczace APOE i ACE sg réwniez wazne, lecz powinny by¢ traktowane jako wymagajace
replikacji.

Uzyskane wyniki potwierdzity zatozone hipotezy: pierwsza i druga hipoteza uzyskaty
najsilniejsze potwierdzenie przede wszystkim dla miRNA-132-3p, natomiast trzecia dotyczyla
wszystkich trzech analizowanych czasteczek.

Reasumujac, sformutowanie, ze badane miRNA moga w przysztosci stanowi¢ markery
diagnostyczne lub prognostyczne, jest wiasciwe, o ile zachowana zostaje ostroznos¢ wynikajaca z
braku walidacji zewnetrzne;.

Trafnos$¢ doboru metod i narzedzi badawczych oraz umiejetnosé ich zastosowania
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Doboér metod jest adekwatny do zatozonego celu. Zastosowano adekwatne metody badawcze
zar6wno w sferze badan molekularnych jak ianalizy statystycznej, co uwzgledniajgc dobrze
opfracowang strone kliniczna, zapewnilo wielopoziomowg ocen¢ badanego problemu. Warsztat
techniczny jest spojny i wskazuje na dobre przygotowanie Doktorantki do pracy z materiatem
klinicznym i molekularnym.

Szczegodlnie wysoko oceniam potaczenie biomarkerow PMR z markerami miRNA i genotypem.
Taki projekt wymaga dostgpu do dobrze scharakteryzowanego materiatu klinicznego, odpowiedniej
organizacji probek, wspoétpracy kliniczno-laboratoryjnej oraz zrozumienia znaczenia danych
biologicznych. Praca pokazuje, ze Doktorantka potrafi prowadzi¢ badania na styku laboratorium i
kliniki.

Dobor piSmiennictwa i umiejetnos¢ wykorzystywania zrodet

Dobor pismiennictwa nalezy oceni¢ wysoce pozytywnie. Rozprawa opiera si¢ na literaturze
obejmujacej wszystkie aspekty poruszane w pracy doktorskiej. Autorka wykazuje swobodg w
korzystaniu z danych naukowych i potrafi odnies¢ wiasne wyniki do wynikéw innych badaczy.

Wysoko oceniam fakt, ze dyskusja nie ogranicza si¢ do prostego potwierdzania wynikow, lecz
wskazuje rowniez rozbieznosci w literaturze. Jest to szczeg6lnie istotne w obszarze miRNA, gdzie
wyniki badan sg zalezne od rodzaju materiatu, protokotéw, normalizacji i charakterystyki kohort.
Doktorantka rozumie, ze miRNA jako biomarkery sg obiecujace, ale wymagaja dalszej standaryzacji
i walidacji.

Poprawnos¢ jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna

Rozprawa jest napisana z uzyciem wiasciwej terminologii medycznej i molekularnej. Styl jest
typowy dla rozpraw doktorskich. Struktura tekstu pozwala na sledzenie toku rozumowania Autorki.

Uwagi jezykowe dotyczg przede wszystkim drobnych niezrgcznosci, powtorzen i pojedynczych
btgdow sktadniowych. W pracy wystepuja rowniez miejsca wymagajace ujednolicenia nazewnictwa
miRNA oraz terminéw angielskich i polskich. Sg to uchybienia redakcyjne, a nie merytoryczne.

PODSUMOWANIE

W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Agaty Hasko pt. ,A4naliza zaburzen ekspresji
wybranych mikroRNA w chorobie Alzheimera” stanowi samodzielne, oryginalne i wartosciowe
opracowanie naukowe i jest opracowaniem wysoce wartosciowym i ambitnym. Autorka wykazata
si¢ dobra ogodlng wiedzg teoretyczng w dyscyplinie nauki medyczne, znajomoscia aktualnych
problemow diagnostyki choroby Alzheimera, umiejetnoscig korzystania z metod biologii
molekularnej oraz zdolnoscia do samodzielnej analizy i interpretacji danych kliniczno-
laboratoryjnych.
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Systematyczne przeglady i badania kohortowe dotyczace krazacych miRNA w AD wskazuja na
znaczny potencjat tej klasy czasteczek, ale takze na duze rozbieznosci migdzy publikacjami. Wu i
wspotpracownicy juz w 2016 r. wskazywali na liczne miRNA roznicujgce AD i MCI, ale podkreslali
brak pelnej standaryzacji. Nowsze przeglady z lat 2024-2025 potwierdzaja, ze miR-132, miR-146a,
miR-34a, miR-125b, miR-29 i miR-107 naleza do najczesciej dyskutowanych kandydatéw, lecz
zaden nie osiggnat jeszcze statusu rutynowego biomarkera klinicznego.

W odniesieniu do miR-132 wyniki Doktorantki sg szczeg6lnie interesujace. Literatura podkresla
zwiazek miR-132 z funkcja synaps, pamigcig i procesami tau. Prace dotyczace neuronopochodnych
egzosomOw wykazywaly obnizenie miR-132/212 w AD, natomiast niektére badania surowicy w
MCI wskazywaty wyniki odmienne, co pokazuje zaleznosé od typu materiatu i stadium choroby.
Obserwowany w rozprawie spadek miRNA-132-3p wraz z progresja AD jest spdjny biologicznie i
stanowi jeden z najmocniejszych argumentéw za wysoka wartoscig naukowa pracy.

W odniesieniu do miR-146a praca wpisuje sie w nurt badan nad neurozapaleniem w AD. Liczne
publikacje wskazuja na udzial miR-146a w regulacji aktywacji mikrogleju i astrocytéw oraz w
odpowiedzi na amyloid i stres zapalny. Korelacja miR-146a-5p ze wskaznikami p-Tau/AB42 i h-
Tau/AB42 jest zatem wynikiem logicznym biologicznie. Jednoczesnie miR-146a jest markerem
mato swoistym, poniewaz jego ekspresja ulega zmianie w wielu stanach zapalnych. Oznacza to, ze
Jego potencjalna rola kliniczna moze polegaé raczej na uzupetnieniu panelu niz na samodzielnej
diagnostyce AD.

W odniesieniu do miR-200a-3p literatura jest mniej obszerna, ale wskazuje na jego mozliwy
udziat w odpowiedzi neuronéw na toksyczno$é AP, stres oksydacyjny, regulacje BACE1 oraz
procesy przezycia komérkowego. Praca Doktorantki wzbogaca ten obszar poprzez powigzanie miR-
200a-3p z polimorfizmem ACE. Jest to watek nowatorski i potencjalnie wartosciowy, zwlaszcza w
kontekscie coraz wigkszego znaczenia komponentu naczyniowego w patogenezie otepienia.

Reasumujac, rozprawa dotkorska mgr Hasko dobrze koresponduje z aktualnym trendem
biomedycznym: od pojedynczego biomarkera do zintegrowanego profilu biologicznego. W
chorobie Alzheimera najbardziej obiecujace sa obecnie modele laczace markery biatkowe,
genetykg, oceng funkcji poznawczych, obrazowanie i dane omiczne. W tym kontekscie wyniki mgr
Agaty Hasko maja wysokg warto$¢ koncepcyjna, poniewaz wskazuja, ze miRNA moga by¢ nie tylko
markerami réznicujacymi grupy, ale takze wskaznikami biologicznej heterogennosci choroby
zwiazanej z APOE i ACE.

Nalezy podkresli¢, iz przedmiotem rozprawy jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Szczegllnie wartosciowe s3 wyniki dotyczace miRNA-132-3p jako potencjalnego markera
progresji stadium otgpienia oraz obserwacje wskazujace na zwigzek APOE 4 i ACE I/D z profilem
ekspresji badanych miRNA. Wyniki te maja znaczenie poznawcze i translacyjne, poniewaz
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poszerzaja rozumienie biologicznej heterogennosci AD i mogg stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych
badan walidacyjnych.

Wartosciowym elementem rozprawy jest proba odniesienia wynikéw molekularnych do
klasycznych marker6w PMR i parametréw klinicznych. Integracja danych jest obecnie warunkiem
postepu w badaniach biomarkerowych. Pojedynczy marker krwi rzadko wystarcza do diagnostyki
choroby tak heterogennej jak AD; wicksze znaczenie maja modele wielowymiarowe obejmujace
klinikg, genetyke, biomarkery biatkowe, dane obrazowe i markery regulatorowe. Recenzowana
praca idzie w tym kierunku i dlatego zastuguje na wysoka oceng.

Podsumowujac, oceniana dysertacja spetnia kryteria przypisane rozprawom na stopiefi naukowy
doktora, okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.
Rozprawa prezentuje ogolng wiedze teoretyczna Kandydatki w dyscyplinie nauki medyczne,
potwierdza umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz przedstawia oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego.

Dlatego zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu
Rzeszowskiego o dopuszczenie mgr Agaty Hasko do dalszych etapéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie, biorac pod uwage aktualnos¢ tematu, oryginalnos¢ potaczenia analiz w obszarze
molekularnym i klinicznym, warto$é poznawczg uzyskanych wynikéw, translacyjny potencjat
pracy, poprawnos¢ metodologiczng oraz dojrzatos¢ naukowa Autorki, whnioskuje do Wysokiej Rady
Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego o wyréznienie rozprawy
doktorskiej mgr Agaty Hasko.
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