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Ocena

Rozprawy doktorskiej: ,,Metylacja DNA oraz polimorfizmy genetyczne w chorobie
Alzheimera” mgr Marzeny Skrzypy na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych i

nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.

Recenzje przygotowano w zwigzku z pismem z dnia 21 kwietnia 2023, Prorektora ds.

Kolegium Nauk Medycznych prof. dr hab. n. med. Artura Mazura.

Przedstawiona do recenzji praca po$wigcona jest poszukiwaniu nowych markeréw

molekularnych przydatnych w rozpoznaniu i ocenie zaawansowania choroby Alzheimera.

Praca zostala wykonana w Laboratorium Biologii Molekularnej, Przyrodniczo
Medycznego Centrum Badan Innowacyjnych, Kolegium Nauk Medycznych, Uniwersytetu

Rzeszowskiego, pod kierunkiem Pani Profesor dr hab. 1zabeli Zawlik.

Zatozenia pracy wpisuja si¢ w jeden z istotnych klinicznie nurtow naukowych jakim
jest poszukiwanie nowych molekularnych czynnikoéw przydatnych w ocenie ryzyka
zachorowania na chorobe Alzheimera. W tym zakresie podjete zostaly dziatania majgce na
celu okreslenie znaczenia metylacji oraz polimorfizméw wybranych genow APOE, APOC1,
TOMMA40 i ACE.



Do realizacji celu glownego zostaly, przez Doktorantke, okreslone 4 cele szczegotowe
polegajace na: analizie wybranych polimorfizméw w genach mogacych mie¢ wptyw na rozwoj
choroby Alzheimera jakim sg APOE, APOC1, TOMM40 i ACE; poszukiwaniu zaleznos$ci
pomi¢dzy polimorfizmami a stopniem zaawansowania choroby Alzheimera; ocenie metylacji
w promotorach genow: APOE, TOMMA40 i ACE, oraz weryfikacji wptywu metylacji na rozwoj
choroby Alzheimera. Ostatnim z celéw szczegdétowych byla analiza zalezno$ci pomiedzy
wzglednymi poziomami metylacji W promotorach wybranych gendw, polimorfizmami
genetycznymi a dodatkowymi czynnikami zwigzanymi z rozwojem objawdéw typowych dla

choroby Alzheimera.

Praca doktorska mgr Marzeny Skrzypy jest 244 stronicowym opracowaniem,
sktadajagcym si¢ z czeg$Ci teoretycznej zawierajacej wstep, czeSci praktycznej w ktorej
umieszczono zatozenie i cel pracy, materialy i metodyke, wyniki, wnioski, dyskusje,
podsumowanie dyskusji oraz ograniczenia pracy nazwane nieco niestandardowo limitacjami.
Ostatnig czg$¢ pracy stanowi Streszczenie i pismiennictwo obejmujace 212 pozycji, w tym
wiekszo$¢ z ostatnich dziesigciu lat, pozostate publikacje stanowig istotne uzupeknienie,
pokazujac uzasadnienie podje¢cia tematu badawczego 1 jego wagi na przestrzeni wielu lat badan
naukowych. Do pracy zostaly dotgczone spisy: tabel, rycin i wykresow co w sposob istotny
utatwia poruszanie si¢ po dysertacji.

We wstepie pracy przedstawiono charakterystyke Choroby Alzheimera, z
uwzglednieniem roéznych postaci tej jednostki chorobowej, omdéwiono w sposéb rzetelny
wybrane geny oraz badane przez Doktorantk¢ polimorfizmy. W ostatniej czeSci Wstgpu
przedstawiono role metylacji w procesie regulacji ekspresji gendw oraz dane na temat
znaczenia tego zjawiska w Chorobie Alzheimera.

W jednym z podrozdziatéw przedstawiono ,,patologiczne biatka” oraz wywotane przez
nie zaburzenia w funkcjonowaniu mézgu, warto bytoby rowniez zamiesci¢ wigcej informacji
na temat potencjalnych patomechanizméow. W podrozdziale (strona 15 Wstepu), w ktorym
Doktorantka wymienia w punktach dostgpne narzedzia diagnostyczne, niepotrzebnie zostaty
zamieszczone dane zawarte w punktach 4 i 5. To sa nowe trendy badan naukowych, a nie juz
dostepne testy. We Wstepie zabraklo odrgbnego podrozdziatu o dostgpnych terapiach, do
ktorych Doktorantka nawigzuje w réznych miejscach swojej dysertacji co jest jak najbardziej
uzasadnione, gdyz przeprowadzone przez Panig Magister Skrzype badania mogg znalezé

zastosowanie roéwniez w poszukiwaniu nowych celow terapeutycznych.



Pomimo drobnych uchybien, Wstep stanowi bardzo dobre wprowadzenie do czgsci
eksperymentalnej.

Czg$¢ doswiadczalna pracy obejmuje 126 stron. Doktorantka przeprowadzita badania
na grupie badanej liczacej 161 oséb oraz grupie kontrolnej obejmujacej 62 osoby. Z grupy
badanej na potrzeby analiz statystycznych wyodrebniono podgrupe osob miodych. Na
przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetyki. Tytut podrozdziatu 5.1.1. powinien
uwzglednia¢ réwniez grupe kontrolna. Material biologiczny biobankowano i przechowywano
w temp. — 86°C.

W pracy badawczej wykorzystano metody z zakresu biologii molekularnej. W czesci
poswieconej metodyce w sposob jasny omoéwiono migdzy innymi procedury: izolowania DNA
z krwi pelnej, oceny polimorfizméw typu SNP w genie APOE metoda PCR-RFLP, oceny
polimorfizmu I/D w genie APOC1 metoda PCR-RFLP, oceny polimorfizmu typu VNTR
(nukleotydow poli-T) w genie TOMM40 metoda PCR z zastosowaniem elektroforezy
kapilarnej, oceny polimorfizmu 1/D w genie ACE metoda PCR, oceny metylacji w regionach
promotorowych genéw: APOE, TOMMA40 i ACE metoda qMSP. Przedstawiono réwniez
procedure dla testu ELISA przeprowadzanego w materiale jakim jest plyn moézgowo-
rdzeniowy. W ostatnim rozdziale omowione zostaty narzg¢dzia statystyczne.

Z obowigzku recenzenta zamieszczam drobne uwagi dotyczace tej czgsci pracy. W
Tabelach 6 i 19 zamiast stowa kroki bardziej odpowiednie byloby uzycie stowa etapy. W
niektorych opisach mozna byto pominag¢ podstawowe informacje, jak na przyktad: szczegétowa
charakterystyka proteinazy K, charakterystyka buforu TBE czy tez opis metody PCR i jej
potencjalnego wykorzystania. W podrozdziale 5.2.2 zamiast stowa absorbancja/absorpcja uzyto
omytkowo stowa adsorpcja, w podrozdziale 5.2.3 zamiast stowa ,,ratio” powinno si¢ pojawic
stowo wspoétczynniki lub stosunek. Doktorantka powinna réwniez unika¢ sformutowania ,, w
rs11568822 genu APOC1”, zwykle podajemy rs, albo zamieszczamy informacje, ze w
okreslonej pozycji. Tytul Tabeli 13 rowniez powinien by¢ przeredagowany. Stowo amplikon w
kilku miejscach nalezatoby zastapi¢ okresleniem produkt reakcji PCR.

W przypadku oceny metylacji mamy doczynienia ze wzglednym poziomem metylacji
czyli poziomem znormalizowanym do liczby par CG w danym regionie lub innego genu a nie
poziomem wzglednej metylacji, wymienne stosowanie tych dwoch okres§len pojawia si¢ w
wielu miejscach rozprawy.

Szczegdtowo opisang metodyke wzbogacityby schematy podsumowujgce proces
techniczny otrzymywania wyniku w poszczegoélnych etapach badan, co byloby duzym

utatwieniem dla czytelnika.



Nalezy podkresli¢, ze w pracy Doktorantka wykorzystala z sukcesem szeroki wachlarz
zréznicowanych technik badawczych co pozwolito na uzyskanie niezwykle ciekawych

wynikow i realizacje celu pracy.

Wyniki uzyskane w recenzowanej pracy zostaty bardzo dobrze udokumentowane w
postaci 50 wykreséw, 34 tabel oraz jednej ryciny obrazujacych: zaleznosci pomiedzy
poziomami badanych bialek a stadiami otgpienia; czestosci rozktadu genotypow, alleli, liczby
nukleotydow dla badanych polimorfizméw w badanych grupach, czestosci genotypow w
zaleznosci od parametrow klinicznych, poziomow metylacji, réznice w poziomach metylacji
miedzy grupg badang i kontrolna, plus szereg innych zaleznosci. W tytutach niektorych
wykresoéw, na przyktad Wykres 38 nie podano informacji o jaka podgrupe chodzi.

Waznym podrozdzialem jest omowienie wptywu ukladéw mozliwych genotypow dla
badanych w pracy genéw, na ryzyko wystgpienia otepienia.

W rozprawie znalazly si¢ rowniez zdjecia dokumentujace rozdziaty elektroforetyczne
produktéow reakcji PCR oraz produktéw trawienia enzymami restrykcyjnymi. Sposob

prezentacji wynikow pozwala $ledzi¢ postepy pracy i realizacje jej kolejnych celow.

Metodyka oraz wyniki stanowig niezwykle wartoSciowy element rozprawy. Nie
zaktocajg tego drobne niedociagnigcia typu: pojecie punkt polimorficzny, okreslenie hydroliza
restrykcyjna/mieszanina hydrolizujaca dla metody RFLP; Zargonowy termin marker masy,
zamiast wzorzec masy molekularnej, gen targetowy czy tez okreslenie typu genotyp
heterozygotyczny. Wskazuje je po to aby Doktorantka zwrdcita na nie uwage przygotowujac

kolejne publikacje.

Na podstawie uzyskanych w pracy doktorskiej wynikow Autorka wykazata, ze dla genu
APOE najczesciej wystepujacym allelem jest €3, ale to obecno$¢ allelu €4 zwigksza iloraz szans
wystgpienia otgpienia o 4,3 razy, co wskazuje na potencjalng mozliwos¢ wykorzystania w
diagnostyce. Dla genu APOC1 obecnos$¢ allela insercyjnego (I), rs11568822 zwicksza iloraz
szans wystapienia AD o 4,2 razy zardbwno u homozygot 1 i heterozygot ID. Dla genu TOMM40
allel S ma prawdopodobnie dziatanie ochronne przed wystapieniem otgpienia ale tylko w
uktadzie homozygotycznym: S/S.

Stwierdzono istotne zalezno$ci pomiedzy genotypem DD genu APOC1 (rs11568822) a
genotypem S/VL genu TOMM40 (rs10524523) oraz pomigdzy genotypem DD genu APOC1
vs. VL/VL dla genu TOMM40, a wystepowaniem umiarkowanego otepienia w chorobie



Alzheimera. Stwierdzono réwniez istotne zaleznos$ci pomiedzy genotypem II w genie ACE
(rs1799752) a genotypem S/S w genie TOMMA40 (rs10524523) oraz pomi¢dzy genotypem ID
w genie ACE i genotypem S/VL w genie TOMM40 a wystepowaniem tagodnego otgpienia.

Doktorantka zaobserwowata roéwniez, ze W badanej podgrupie 0s6b mtodych (< 60 r.2.)
czynnikiem decydujacym o wystgpieniu objawdéw otepienia przed 60. rokiem zycia byla
przyczyna genetyczna.

Niezwykle interesujaca jest obserwacja pokazujaca, ze poziom metylacji w promotorze
genu spada we wczesnym stadium AD, natomiast wraz z zaawansowaniem choroby poziom
metylacji ponownie wzrasta osiggajac wartosci takie jak w grupie kontrolnej. Badanie poziomu
metylacji pozwala na rozréznienie grupy oséb zdrowych od 0s6b z tagodnym otepieniem — AD
I. Dla innych gendéw nie zaobserwowano takich zalezno$ci. Doktorantka w sposob wywazony
zinterpretowata uzyskane wyniki uwzgledniajac dynamike procesu metylacji w odniesieniu do

wikeu pacjentéw 1 innych czynnikow wspétistniejacych.

Te ciekawe i nowatorskie obserwacje mogg stanowi¢ obiecujacy wstep do dalszych

badan, majg tez potencjat aplikacyjny jako potencjalne nowe narzg¢dzia diagnostyczne.

Mgr Marzena Skrzypa w sposob prawidlowy zaplanowata, zaprojektowata i
przeprowadzita badania oraz z sukcesem w sposob czytelny zaprezentowata w postaci logicznej
catosci wyniki i dokonata ich interpretacji. Postawiony cel gtéwny oraz cele szczegdtowe
zostaly osiagnigte dzigcki dobrej organizacji pracy, jak i wsparciu oraz doswiadczeniu

Promotora w osobie Pani Profesor 1zabeli Zawlik.

Uzyskane wyniki zostaly omowione w dyskusji oraz rozdziale podsumowujgcym
dyskusje, ktore sa wartosciowym elementem recenzowanej pracy i pokazuja dojrzatosé
naukowg mgr Marzeny Skrzypy. Doktorantka przedstawita w niej przekonujgce oméwienie
wynikow wyptywajacych z wlasnych badan, w poréwnaniu z danymi dostgpnymi w

cytowanych publikacjach.

Dorobek naukowy Doktorantki stanowi wspotautorstwo w 10 pracach oryginalnych i 1
pracy przegladowej, gdzie w trzech mgr Marzena Skrzypa jest pierwszym autorem.
Sumaryczny IF wynosi 28.608, a punktacja MEIN 1050. Wyniki zostaly réwniez

zaprezentowane na konferencji krajowej.



Podsumowujgc praca zostala przygotowana w sposob wilasciwy, a pojedyncze biedy
nie wplywaja na jej ostateczna, wysoka ocene. Nalezy podkresli¢, ze rozprawa wnosi istotny
wklad w rozwoj wiedzy na temat Choroby Alzheimera, a uzyskane wyniki sg mozliwe do

klinicznego wykorzystania w diagnostyce medycznej po przeprowadzeniu walidacji.

Z ogromng przyjemnoscig stwierdzam zatem, ze praca spelnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Naukowej Kolegium Nauk Medycznych
Uniwersytetu Rzeszowskiego 0 przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Marzeny Skrzypy i

dopuszczenie jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Whioskuje rowniez do Rady Naukowej Kolegium Nauk Medycznych Uniwersytetu
Rzeszowskiego o wyroznienie rozprawy doktorskiej Pani Magister Marzeny Skrzypy stosowna
nagroda ze wzgledu na wysokg warto§¢ naukowa uzyskanych wynikéw jak 1 mozliwo$¢ ich

praktycznego wykorzystania.
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