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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. farm. Michata Prendeckiego
"Poszukiwanie biomarkeréw genetycznych i biochemicznych o mozliwym
znaczeniu diagnostycznym i terapeutycznym u chorych z chorobg Alzheimera”

Choroba Alzheimer (AD) jest najczestszg przyczyna otepienia u oséb powyzej 65
roku zycia. Jak na razie leczenie AD jest wylgcznie objawowe i nie istniejg metody
zapobiegania czy opdzniania procesu chorobowego. Szereg badan przedklinicznych
i epidemiologicznych powigzato metaboliczne czynniki ryzyka z patogeneza AD.
Niemniej mechanizmy molekularne lezace u podtoza wspomnianej zaleznosci nie sg
w petni zrozumiate. Poniewaz tylko ok. 1% wszystkich przypadkéw AD mozna
przypisa¢ genetycznym czynnikom przyczynowym (mutacje konkretnych genow)
rozpoznanie proceséw molekularnych wiodacych do AD czy wyznaczenie
konkretnych markeréw biochemicznych i genomowych dla czynnikéw ryzyka AD
stanowi niezbedny etap dla opracowania skutecznych metod diagnostyki i leczenia
0s6b z chorobg Alzheimera.

Powszechnie wystepujace warianty genetyczne w locus APOE (E2: C112,
C158; E3: C112, R158 i E4: R112, R158) sg najsilniejszym znanym genetycznym
czynnikiem ryzyka AD (zwigzek z tagodnymi otepieniami poznawczymi, a zwtaszcza
konwersjg do AD, jest mniej wyrazny). Zwigzek ma solidne podstawy, jako ze biatko
APOE wplywa na wiele procesow fizjologicznych istotnych w AD: od metabolizmu
cholesterolu, transportu i homeostazy lipidéw, poprzez agregacje oligomeréw AB i
odktadanie ztogdéw amyloidowych, po mézgowy metabolizm glukozy. Allel APOE4 w
uktadzie heterozygotycznym zwieksza ryzyko zachorowania ok. 3x, natomiast ok.
14x w homozygotycznym (w poréwnaniu z nosicielami dwu alleli APOEJ), a takze
obniza wiek wystapienia pierwszych objawéw choroby. Podobnie — cho¢ stabiej —
wplywa allel APOE3. Zaleznoéci maja nature probabilistyczna, stad wiele os6b z
genotypem APOE4/ APOE4 nie rozwija AD. Wskazuje to wskazuje m.in. na
oczywistg redundancje procesow biologicznych oraz istnienie czynnikéw ochronnych.

Badania z zastosowaniem sekwencjonowania catego eksomu lub genomu
umozliwity wstepne zidentyfikowanie wielu genéw i wariantow (o czgstosci w
populaciji nizszej niz APOE), modyfikujacych w rézny sposoéb dziatanie alleli APOE
(np. TREM2, TOMM40, SORL1, APOC1 czy ABCA7). Warianty wspomnianych
genéw wykrywane byty wielokrotnie, w niezaleznych badaniach asocjacyjnych, co
wskazuje ze wptywaja na patogeneze AD poprzez rézne mechanizmy molekularne.

Ryzyko AD modyfikujg tez czynniki pozagenetyczne, na przyktad
wspotwystepowanie u chorych zespotéw metabolicznych (MetS), w tym np. otytosci,
nadci$nienia, zaburzen gospodarki lipidowej, czy cukrzycy typu 2. Zwigzek MetS i AD
wynika z deregulacji szeregu wspélnych szlakéw sygnatowych, w ktorych
uczestniczg np.: Wnt, leptyna, angiotensyna. Od niedawna wiadomo tez, ze
powigzanie nastepuje na poziomie epigenetycznym, poprzez regulacyjne RNA
(miRNA) tgczace rézne elementy szlakéw biochemicznych i sygnatowych.



W patogenezie AD istotna jest takze pte¢ biologiczna, przyktadowo: kobiety
bedace nosicielkami APOE4, sg bardziej podatne na rozwdj AD niz mescy nosiciele
tego samego allelu. Ponadto konkretny sktad mikrobiomu jelitowego nie tylko
wspotwystepuje z chorobg Alzheimera, ale tez — jak sie przypuszcza - moduluje
ryzyko zachorowania na AD, by¢ moze w sposéb zalezny od pici.

Poszukiwanie markeréw uzytecznych w diagnostyce i — by¢ moze — leczeniu
choroby Alzheimera jest wiec zadaniem trudnym metodologicznie, jak i
merytorycznie. Wymienione powyzej elementy ztozonosci fenotypowej AD oraz
skomplikowanej patogenezy (w tym udziat wspotzaleznych proceséw biologicznych),
przekiadajg sie m.in. na trudnosci w uzyskaniu jednorodnej i odpowiednio licznej
grupy badanej, komplikujac uzyskiwanie jednoznacznych wynikéw.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. farm. Michata Prendeckiego
"Poszukiwanie biomarkeréw genetycznych i biochemicznych o mozliwym znaczeniu
diagnostycznym i terapeutycznym u chorych z chorobg Alzheimera” obejmuje
prowadzone przez Autora badania genetyczne, biochemiczne i epigenetyczne,
zmierzajace do wyodrebnienie i oceny uzytecznosci praktycznej potencjalnych
biomarkeréw AD. Wybér ogdinego tematu pracy przez Doktoranta nalezy oceni¢
pozytywnie, jako zasadny naukowo i posiadajacy perspektywe przysztego
przeniesienia wynikéw do praktyki klinicznej.

Rozprawa jest zbiorem trzech artykutéw oryginalnych, zaopatrzonych w spis
tresci, informacje o finansowaniu badan, wykaz stosowanych skrétéw, spis publikacji
stanowigcych rozprawe, omoéwienie publikacji (z okre$leniem zatozZenia i celu pracy
oraz uzyskanych wynikéw), streszczenie w jezyku polskim i angielskim, a takze
dotgczonych trzech wspomnianych artykutéw, opinii Komisji Bioetyczne;j,
os$wiadczenia wspotautoréw oraz zyciorysu naukowego Doktoranta.

Pierwszy z artykutéw (Prendecki M. et al. — ,Normal aging and dementia.”),
opublikowany jako rozdziat 11. monografii ,Update on dementia” pod red. Moretti DV,
InTech 2016, tgczy elementy przegladu literaturowego (pierwsze dziewie¢ stron) oraz
artykutu oryginalnego (pozostate pie¢, nie liczac cytowanej literatury). Wszystkie
artykuty dotyczg podtoza molekularnego (przede wszystkim genetycznego oraz
epigenetycznego) choroby Alzheimera. Spetnione zostaty tym samym podstawowe,
ustawowe wymogi odnos$nie spéjnosci tematycznej publikacji wchodzgcych w sktad
rozprawy doktorskie;.

Wszystkie artykuly sg pracami wieloautorskimi, a dwa z nich zostaty
opublikowane w czasopismach z Listy Filadelfijskiej (Folia Neuropathologica IF
1.160; Oncotarget IF 2016: 5.168). Artykut nr 3. byt cytowany jeden raz (co
zrozumiate, biorgc pod uwage date publikacji), pozostate byty jedynie autocytowane.
Do rozprawy dotgczone sg o$wiadczenia wszystkich wspétautorow, wskazujace na
znaczacy, indywidualny wktad Doktoranta przy opracowywaniu koncepcji, wykonaniu
czesci eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikoéw poszczegoinych prac.
Nalezy zwréci¢ uwage, ze we wszystkich publikacjach Doktorant jest pierwszym
autorem (cho¢ nie autorem korespondencyjnym).

W krétkim ,Oméwieniu cyklu publikacji” Doktorant podaje podstawowe fakty
dotyczace epidemiologii choroby Alzheimera, cech fenotypu klinicznego, czynnikow
ryzyka (w tym: wariantow genetycznych APOE i genéw pofozonych w poblizu,
miRNA regulujgcych geny skiadnikéw a- i B-sekretazy oraz APOE), mozliwego
znaczenia antyoksydantow i ich metabolitow w patogenezie AD. Nastepnie mgr
Prendecki podaje trzy zasadnicze cele pracy: - okreslenie czestosci wariantow trzech
genéw (TOMM40, APOE, APOC1) w populacji polskiej — zbadanie czy ryzyko AD
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moze by¢ zwigzane z posiadaniem przez chorych konkretnych wariantow
genetycznych APOE oraz pozioméw dwu miRNA (107 i 650) — sprawdzenie czy
parametry biochemiczne zwigzane z metabolizmem antyoksydantéw i stresem
tlenowym moga by¢ czynnikami ryzyka AD i czy sg skorelowane z jednoczesnym
posiadaniem wariantéw genetycznych TOMM40 i APOC1 w populacji polskie;.

W podrozdziale zabrakio syntetycznego przedstawienia liczebnosci i struktury
grup badanych i kontrolnych (tak, jak to jest np. w publikacji nr 3). Ponadto w
konteks$cie liczebnosci analizowanych grup termin ,populacja polska” lepiej bytoby
zastgpié konstrukcja ,.u chorych z populagcji polskiej” ,u 0séb zdrowych z populaciji
polskiej” lub podobnie.

W pierwszej pracy Doktorant analizowat grupe neurologicznie zdrowych osob
w wieku <60 lat (n=83; w tym 70 kobiet, (84.3%) Srednia wieku 51.9 + 7.2 oraz 13
mezczyzn, $rednia wieku 44.9 + 11.7). Do genotypowania powszechnie
wystepujacych alleli APOE (E2, E3 i E4) zastosowat technike ilosciowego PCR, a
wyniki potwierdzono sekwencjonowaniem sangerowskim. Jednocze$nie, w osoczu
krwi obwodowej, oznaczat stezenie biatka APOE technikg ELISA. W ocenie istotno$ci
wynikow wykorzystat poprawnag metodologie statystyczng, choé zabrakto wyliczenia
mocy testow (power analysis), co jest istotne zwtaszcza przy niewielkich grupach
badanych — uwaga ta dotyczy wszystkich trzech artykutow.

Wyniki genotypowania potwierdzity dane literaturowe rozktadu alleli APOE dia
réznych populacji europejskich, a korelacja genotypu APOE z poziomami biatka w
osoczu wykazata najwyzsze stezenie APOE u posiadaczy genotypu APOE3/APOES3,
a najnizsze u oséb z genotypem APOE4/APOE4 (w badanej grupie nie wykryto
nosicieli homozygotycznych APOE2, co jest spodziewane przy tak matej liczebnosci
grupy badanej). U jednej osoby APOE2/APOE4 Doktorant zaobserwowat zwigkszony
poziom APOE w osoczu (nie jest jednak podane w poréwnaniu z poziomem w 0s6b z
jakim genotypem, wynik nie zostat ponadto potwierdzony ponownym oznaczeniem).
Obserwowane poziomy APOE u osé6b z takim samym genotypem réznity sie w
zaleznosci od ptci osoby badanej. W tabelach nie podano jednak bezwzglednych
wartosci dla liczebnosci os6b z konkretnym genotypem i picig, co utrudnia ocene
znaczenia wynikow.

Wyniki potwierdzajg zasadniczo dane uzyskane dla innych populaciji np.
zacytowanej przez Doktoranta pracy Rasmussen KL et al. Ann Neurol. 2015;
77:301-311 czy tegorocznym uzupetnieniu: Rasmussen KL et al. Eur Heart J. 2019
Jun 24. pii: ehz402. Uzyskane przez Doktoranta wyniki sg ciekawe, cho¢ wstepne i
wymagajace dalszych badan, z zastosowaniem wiekszej grupy oséb zdrowych, w
wieku ponizej 60 lat, bardziej jednolitej pod wzgledem wiekowym oraz bardzie;
zrownowazonej pod wzgledem pici biologiczne;j.

W drugiej pracy Doktorant skoncentrowat sie na okre$leniu zwigzku genotypu
APOE, poziomu osoczowego APOE oraz pozioméw dwu miRNA, wytypowanych na
podstawie analizy in silico (programem miRWalk ver. 2.0; nie podano jednak
blizszych wynikéw, poza wzmiankg w Dyskusji) oraz danych literaturowych,
wskazujgcych na ich mozliwy udziat w procesach neurodegeneracyjnych, w tym
zwigzanych z B-amyloidem. Poziomy miRNA w osoczu oznaczano technikg
ilociowego PCR w sposob standardowy. Grupa badana obejmowata 196 osob, w
tym: 64 chorych z AD (spetniajacych kryteria NINCDS-ADRDA dla prawdopodobnego
AD; w wieku 76.0 lat, 68.8% kobiet), 74 os6b zdrowych (bez schorzen
neurologicznych i historii rodzinnej AD, w wieku powyzej 60 lat (Srednia 71.4, w tym
78.4% kobiet) oznaczonych skrotem UC, a takze 58 os6b powyzej 60 r. z z historig
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rodzinng AD (jednak bez objawow otepienia i choréb neurologicznych; w wieku 65.5
lat, 70.7% kobiet), oznaczanych w pracy skrotem RC.

Doktorant wykazat, ze $rednie stezenie APOE jest zmniejszone u 0oséb z AD
(0 28.7% w poréwnaniu do UC oraz 49.2% w poréwnaniu do RC). Ponadto 62.5%
pacjentéw AD cechuje obnizone stezenie osoczowego APOE (< 1.315 mg/dl),
zaznaczone zwtaszcza w poréwnaniu do grupy UC. Najnizsze poziomy korelowaty z
genotypem APOE4/APOE4, natomiast osoby z genotypem APOE3/APOE3 cechowat
najwyzszy $redni poziom APOE (za wyjatkiem osoby APOE2/APOE2 z grupy UC).
Analiza statystyczna wskazuje, ze stezenie osoczowe APOE moze by¢ zwigzane z
wiekiem pojawienia sie pierwszych objawow AD.

Doktorant zaobserwowat takze tendencije bliska istotnosci statystycznej
zmniejszania sie stezenia miRNA-107 u chorych z AD w poréwnaniu z obiema
grupami kontrolnymi (a zwtaszcza z grupg RC). Zaobserwowat takze mozliwy (nadal
ha poziomie trendu) pozytywny zwigzek niskiego poziomu miRNA-107 z liczbg alleli
APOE4. Poziom miRNA-107 korelowat takze negatywnie z wiekiem pojawienia sie
pierwszych objawow AD, a takze ostroscia objawdw choroby.

Podobne obserwacje Doktorant poczynit dla pozioméw miRNA-650, ktory u
os6b z AD byt $rednio najnizszy w poréwnaniu do obu kontroli. Ostro§¢ objawéw AD
korelowata z niskim poziomem miRNA-650.

Doktorant przedyskutowat w $wietle wynikéw wtasnych i literatury przedmiotu
mozliwe drogi oddziatywania obu miRNA z procesami istotnymi w patogenezie AD.
Nie prowadzit jednak badan funkcjonalnych. Badania funkcjonalne, zmierzajace do
okreslenia znaczenia i wptywu miRNA-650 w modelu in vitro neurodegeneracji sg
aktualnie prowadzone przez Doktoranta w ramach dziatari Pracowni Neurobiologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu i moga stac sie podstawa kolejnej publikaciji.

Podsumowujgc: wyniki uzyskane przez mgr. Prendeckiego i przedstawione w
publikacji 2 s3 interesujgce, wnosza pewne nowe elementy do wiedzy o znaczeniu
alleli APOE, biatka apolipoproteiny E oraz epigenetycznych regulatoréw procesow
komoérkowych. Moga wskazywac kierunek i stanowi¢ podstawe dalszych badan nie
tylko epidemiologicznych, lecz i funkcjonalnych, z wykorzystaniem zdecydowanie
wiekszych grup osdb z chorobg Alzheimera oraz grup oséb neurologicznie zdrowych,
dajgc wyniki juz statystycznie znaczace.

Trzecia, najbardziej rozbudowana praca obejmuje analize parametrow
biochemicznych wigzanych z chorobg Alzheimera, przede wszystkim zwigzkow
chronigcych przed reaktywnymi formami tlenu: homocysteing (Hcy) i glutationem
(GSH), a takze markerow stresu oksydacyjnego: 8-oxo-2’-deoxyguanozyny (8-
0x02dG) i glikozylazy 8-oxoguaninowej DNA (OGG1). Analiza biochemiczna zostata
uzupetniong genetycznymi badaniami asocjacyjnymi polimorfizméw trzech genow
(APOE, APOC1 oraz TREMMA40). Grupa badana obejmowata tgcznie 230 osob: 88
pacjentéw AD (jak poprzednio spetniajacych kryteria NINCDS-ADRDA), 80 osob
zdrowych neurologicznie bez historii AD (UC) oraz 62 osoby zdrowe, z historig
rodzinng AD (RC). Okreélenie genotypéw badanych genéw wykonano metodami
opisanymi w literaturze, poziomy OGG1 i 8-0x02dG wyznaczono technika ELISA, a
Hcy, GSH technikg HPLC/EC.

Doktorant wykazat, ze ponad 60% chorych z AD posiada zwigkszony poziom
Hcy w osoczu (poréwnujac z UC, p<0.01, oraz poréwnujac z RC, p<0.001),
natomiast zmniejszone poziom GSH (p<0.01, w poréwnaniu z grupg UC), 8-0x02dG
(w poréwnaniu z UC p<0.01, oraz w poréwnaniu z RC, p<0.001). Dla badanych
gendw trzy allele TOMMA4O0 allel L, allel G APOC1 rs4420638-G oraz TOMMA40 allel G
rs2075650 wystepowaly z czestoscig wigksza w grupie AD. W przypadku wariantow
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APOC1 rs4420638-G i TOMM40 rs2075650-G zwigzek pozostawat istotny
statystycznie dla 0séb nie niosacych allelu E4. Nieprawidtowe poziomy Hcy, GSH
oraz 8-0x02dG i OGG1 cechowaty przede wszystkim osoby posiadajgce warianty
TOMMA40 rs10524523-S/VL, APOC1 rs4420638-A oraz TOMM40 rs2075650-A.

Wyniki wskazuja, ze badane warianty APOC1 oraz TOMMA40 (rs2075650)
moga byé czynnikami ryzyka AD, powigzanymi z metabolizmem Hyc i GSH oraz
mniej sprawng naprawg DNA. Sa to wyniki i sugestie interesujgce, ktére znajda
zapewne kontynuacje nie tylko w badaniach Doktoranta.

W czesci polskojezycznej rozprawy znajduje sie pare literéwek, obecny jest
niekiedy laboratoryjny styl pisania, jest troche skrétéw myslowych, co jednak nie
wplywa na ogéing ocene rozprawy. W angielskojezycznych artykutach znajdujq sie
réwniez btedy jezykowe i literowki (np. NINCDS-ADRDRDA), trudno mi jednak
globalnie oceni¢ poprawnos¢ jezykowa artykutow.

Podsumowuijac: stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa spetnia
podstawowe wymogi formalne stawiane pracom na tytut doktora nauk medycznych i
nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne. W zwiazku z powyzszym zglaszam
wniosek do Wysokiej Rady Wydziatu Lekarskiego | Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o dopuszczenie magistra farmaciji
Michata Prendeckiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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