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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anity Lizinczyk

Rola apolipoproteiny E w patogenezie choréb prionowych

(Role of Apolipoprotein E in the Pathogenesis of Prion Diseases)
przedtozonej w postgpowaniu o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne

Promotorami pracy sg dr hab. Magdalena Druszczynska, profesor Uniwersytetu Lodzkiego
oraz dr hab. n. med. Martin Sadowski, profesor New York University Grossman School

of Medicine.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku angielskim
i zaopatrzona w streszczenie po polsku. Rozprawa oparta jest na dwoch powigzanych
tematycznie artykutach oryginalnych, ktére ukazaly si¢ w Acta Neuropathologica
Communications w roku 2021 oraz 2026 (IF 7.6 i 5.7; faczna punktacja MNiSW 280).
Manuskrypt zawiera skrocony wycigg z tresci dwdch powyzszych publikacji, ktory zostat
podzielony na rozdziaty o tradycyjnym uktadzie: Introduction, Hypothesis, Specific aims of the
project, Methodology, Results, Conclusions, Bibliography. Do rozprawy wiaczone zostaly
ponadto obydwa artykuly oryginalne wraz z obszernymi materiatami dodatkowymi, a takze
informacja o zrédtach finansowania projektow. Zatgczony zostal réwniez wykaz innych
publikacji Autorki, obejmujgcy jedng prace niepowiazana z trescia rozprawy, ktorej
Doktorantka jest wspotautorkg i ktora zostata opublikowana w 2020 roku w Molecular
Neurodegeneration (IF 14.19), a takze 9 doniesien zjazdowych, w wigkszo$ci dotyczacych
tematyki patogenezy chordb neurodegeneracyjnych. Catkowity IF publikacji Doktorantki
wynosi 27.49, a punktacja MNisW 420.



W rozprawie zamieszczono ponadto oswiadczenia Doktorantki oraz wszystkich wspotautorow
obydwu artykutéw, dotyczace udzialu procentowego oraz charakteru wkladu w powstanie
publikacji. W obydwu pracach Doktorantka jest jedng z dwoch réwnorzednych pierwszych
autorek, z wkladem wynoszacym 35% i 40%, a jej udzial obejmuje zaréwno planowanie

i wykonywanie eksperymentow, jak i opracowanie wynikéw i przygotowanie publikacji.

Na poczatku rozprawy Doktorantka przedstawia wprowadzenie teoretyczne, w ktorym
w sposob jasny, czytelny i wyczerpujacy charakteryzuje choroby wywotane przez priony oraz
mechanizmy prowadzace do ich powstawania. Choroby prionowe stanowia unikalng grupe
wiéréd schorzef spowodowanych przez odktadanie si¢ w mozgu nieprawidtowo zwinigtych
biatek, poniewaz w ich przypadku biatko kluczowe dla patogenezy choroby jest zarazem
czynnikiem zakaznym. W zwigzku z tym choroby te moga wystepowa¢ nie tylko w postaci
sporadycznej lub uwarunkowanej genetycznie (jak pozostate choroby neurodegeneracyjne),
lecz moga byé takze nabyte, np. przez spozycie zywno$ci zawierajacej priony lub w wyniku
niektérych procedur medycznych. Choroby wywotane przez priony naleza do schorzen
rzadkich, jednak ze wzgledu na ich zakazny charakter, brak mozliwosci leczenia oraz szybki
przebieg choroby prowadzacy nieuchronnie do §mierci stanowig powazny problem medyczny
i epidemiologiczny. Prace podjete przez Doktorantke wpisujg si¢ w wazny nurt badan

nad — nie do konca wyjasniong — etiopatogeneza tych choréb.

Apolipoproteina E, gtéwny przedmiot naukowych zainteresowan Doktorantki, to biatko
fizjologicznie zwigzane z transportem lipidéw, ktore uczestniczy réwniez w procesach
patologicznych w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych, a polimorficzne warianty genu
APOE i kodowane przez nie izoformy biatka sa powigzane z ryzykiem zachorowania
na sporadyczng postaé choroby Alzheimera. O ile rola tego biatka zostata dobrze zbadana
w przypadku AD i znane s3 takze jego powigzania z niektorymi innymi schorzeniami, takimi
jak postepujace porazenie nadjadrowe czy zwyrodnienie korowo-podstawne, jego znaczenie

w chorobach prionowych wciaz pozostaje niewyjasnione.

Na podstawie przedstawionych we Wstepie przestanck Autorka stawia hipotezg, ze biatko
ApoE odgrywa istotng role réwniez w przebiegu choréb wywotanych przez priony i wskazuje
jako gtéwny cel badawczy pracy ustalenie roli apolipoproteiny E oraz okreslenie wptywu
poszczegdlnych wariantéw APOE na patogenezg zakazenia prionami. Cel ten jest doktadnie

sprecyzowany w postaci pieciu celow szczegdlowych, obejmujacych analizg zmian w ekspresji



apoE w trakcie trwania choroby; ustalenie wplywu poszczegélnych polimorficznych alleli
APOE oraz braku ekspresji genu Apoe na czas inkubacji i przebieg choroby, a takze
identyfikacje mechanizméw, za posrednictwem ktdrych biatko apoE moduluje patologiczne
zjawiska zwigzane z przebiegiem choroby prionowej. Wszystkie cele sformutowane sg

w sposo6b logiczny, przejrzysty i adekwatny do postawionej hipotezy.

Dobér materiatu i metod badawczych jest wiasciwy do zaplanowanych celow. Prace
prowadzono z wykorzystaniem modelu myszy: o genotypie dzikim, z modyfikacja knock-out
Apoe-/- oraz modeli transgenicznych z wprowadzonymi ludzkimi allelami genu APOE.
W oryginalnych publikacjach stanowigcych podstawe rozprawy opisano takze eksperymenty
z uzyciem hodowli linii komérkowych N2A. Myszy inokulowane byty za pomocg szczepu 22L
scrapie, a w kolejnych etapach pracy wykorzystano bardzo szerokg game metod badawczych:
od oceny neuropatologicznych markeréw choroby (barwienia immunohistochemiczne
i badania mikroskopowe, w tym mikroskopia konfokalna ze skanowaniem laserowym), poprzez
badania proteomiczne (immunoprecypitacja, Western blot, ELISA), po molekularne analizy
transkryptomiczne (qQRI-PCR oraz profilowanie ekspresji genéw z uzyciem platformy
NanoString). Zastosowanie réznorodnej metodyki umozliwito wieloptaszczyznowe podejscie
do podejmowanych probleméw badawczych. Dzigki takiemu podejsciu wyniki uzyskane
w badaniach mikroskopowych byly uzupeiniane o jakosciowe i iloSciowe dane na temat biatek
istotnych z punktu widzenia patogenezy choroby (apoE, PrP, bialkowe markery astrocytéw

i komérek mikrogleju) oraz weryfikowane na poziomie RNA.

Wyniki przeprowadzonych badan opisane sa w sposéb logiczny i uporzadkowany, wedtug
kolejnosci realizowania poszczegdlnych celéw pracy. Na podstawie uzyskanych wynikow
Doktorantka formutuje wnioski ujete w pieciu punktach. Wszystkie przedstawione wnioski sg
spojne z przedstawionymi wynikami, a cele postawione na poczatku pracy zostaly
zrealizowane. Za najwazniejsze osiggniecia pracy uwazam:
e wykazanie, ze ekspresja apoE w mézgu zwigksza si¢ pod wptywem zakazenia scrapie,
i ze jest to powigzane ze zmiang zrodta pochodzenia tego biatka (z astrocytow, ktore sg
gléwnymi producentami biatka apoE w warunkach fizjologicznych, na komorki
mikrogleju);
e ustalenie, ze brak bialka apoE skutkuje wzmozona odpowiedzia neurozapalng

oraz skréceniem okresu inkubacji i zwiekszeniem tempa rozwoju choroby;



e ustalenie wplywu poszczegblnych alleli APOE na konwersje PrPC-PrPS¢,
oligomeryzacje i akumulacje biatka prionu w mézgu, ze wskazaniem na genotyp e4/e4
jako najbardziej promujgcy zjawiska patologiczne w przebiegu choroby, a takze

wykazanie bezposredniego oddziatywania pomigdzy biatkami ApoE i PrP.

Dyskusja przedstawiona w obydwu zataczonych publikacjach jest obszerna, wnikliwa
i dowodzi bardzo dobrej znajomosci aktualnej literatury zwiazanej z poruszang tematyka.
Na uwage zashuguje réwniez bardzo staranne opracowanie rozprawy, nie tylko pod wzgledem

merytorycznym, ale rowniez redakcyjnym.

Podczas zapoznawania sie z rozprawg nasunety mi si¢ nastepujace pytania i uwagi:

1. Wiekszo$é ilosciowych oznaczen biatek opisanych w rozprawie wykonywana byta
z wykorzystaniem metody Western blot. Pomiar densytometryczny prazkéw
z odniesieniem do beta-aktyny jako biatka referencyjnego jest obarczony duzym btedem
i uznawany za metode pétilodciows, w odrdznieniu od metody immunoenzymatycznej
ELISA, ktéra umozliwia dokonanie bezwzglednego pomiaru stgzenia biatka. Dlaczego
zatem w prezentowanych badaniach wybrano taka wiasnie metode?

2. W badaniach nad oslabiong aktywnoscig fagocytarna mikrogleju u myszy Apoe-/-
stwierdzono zwiekszong ilo$¢ transkryptéw CD38 i Trem?2 przy jednoczesnej obnizone;j
ekspresji obserwowanej na poziomie biatka. Interesujaca bytaby kontynuacja badan
i wyjasnienie, jaki mechanizm jest odpowiedzialny za zaobserwowang rozbieznos¢
(hamowanie translacji czy nietrwato$é/degradacja powstajacych biatek?), a takze,
czy/ jaka role w tym mechanizmie odgrywa obecnos¢ lub brak biatka apoE.

3. W artykutach oryginalnych Autorki jednym z dyskutowanych zagadnieni jest zaleznosé
przebiegu choroby prionowej od drogi inokulacji (domézgowo lub dootrzewnowo)
oraz od szczepu prionu uzytego do zakazenia zwierzat laboratoryjnych. Powstaje zatem
pytanie, w jakim stopniu wyniki badan uzyskanych ;1a mysim modelu mozna odnies$¢
do patomechanizméw choréb prionowych u ludzi? Pytanie wydaje si¢ tym bardziej
zasadne, ze najczestszg chorobg wywotang przez priony u cztowieka jest sporadyczna
posta¢ choroby Creutzfeldta-Jakoba, uznawana za samoistna, w ktérej nie dochodzi
do zakazenia czasteczkami biatka prionu pochodzacymi z zewnatrz. W tej chorobie
proces powstawania i szerzenia si¢ nieprawidlowego biatka prionu rozpoczyna sig
samoczynnie w osrodkowym ukiadzie nerwowym, a wigec mechanizmy biochemiczne

i molekularne uczestniczace w rozwoju choroby moga by¢ inne niz w przypadku



zakazanych dootrzewnowo zwierzgt. Ludzkie biatko prionu nie jest réwniez tozsame
z eksperymentalnymi szczepami scrapie. Czy Doktorantka widzi mozliwos¢
kontynuacji badah z wykorzystaniem materiatu tkankowego od zmartych na CJD
(na przyktad bloczkéw parafinowych bedacych w posiadaniu o$rodkéw, ktére prowadza
diagnostyke post-mortem tej choroby)?

Powyzsze komentarze nie wplywajg na mojg wysoka oceng pracy, nalezy traktowa¢ je jedynie

jako sugestie i przyczynek do ewentualnej dyskusji podczas obrony.

Podsumowujgc, rozprawe doktorskg oraz caty dorobek naukowy Pani mgr Anity Lizinczyk
oceniam bardzo pozytywnie. Recenzowana praca stanowi oryginalne rozwigzanie
postawionego problemu badawczego, podjeta przez Autorke tematyka jest aktualna
i interesujgca, a uzyskane wyniki wnosza nowe elementy w rozwdj wiedzy na temat
patomechanizméw chordéb wywolanych przez priony. Udzial Doktorantki w planowaniu,
wykonaniu badan i analizie uzyskanych wynikéw zaprezentowanych w oryginalnych
publikacjach oceniam jako znaczgcy, a cato$é przedstawionej rozprawy dowodzi duzej wiedzy
Autorki oraz umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Biorge pod uwage
wszystko powyzsze, stwierdzam, ze praca doktorska Pani mgr Lizinczyk odpowiada
wymaganiom stawianym rozprawom na stopien doktora nauk biologicznych oraz speinia
warunki okre$lone w art. 187 ust.1 i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U.2022.poz.574).

W zwigzku z tym zwracam si¢ z wnioskiem do Komisji Uniwersytetu L.odzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pani mgr Anity

Lizinczyk do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

Dodatkowo ze wzgledu na nastgpujace przestanki:

e wyrdézniajgcyg jakos¢ przeprowadzonych badan (szeroki zakres badan, wielowatkowe
podejscie i roznorodnosé wykorzystanych metod),

e innowacyjno$¢ i wysokg warto$¢ poznawczg otrzymanych wynikéw (praca dotyczy
zagadnien, ktore zostaty podjete przez Doktorantke po raz pierwszy i nie byly wczesniej
opisywane w literaturze),

a takze ze wzgledu na fakt, iz wyniki zawarte w rozprawie zostaly opublikowane

w dwoch wysoko punktowanych publikacjach (faczna punktacja MNiSW  280),



z pierwszoautorskim udziatem mgr Lizificzyk, wnosze¢ o wyréznienie niniejszej rozprawy

doktorskiej.

Z wyrazami szacunku,

dr hab. n. med. Ewa Golanska



