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Ogoélny opis pracy

Tematem recenzowanej rozprawy doktorskiej mgr Anity Lizinczyk jest rola apolipoproteiny E
w patogenezie choréb prionowych. Rozprawe stanowi cykl dwodch publikacji opublikowanych
w czasopismie Acta Neuropathologica Communications w 2021 i 2026 r. (IF odpowiednio 7,6 i 5,7),
majacym duzy prestiz w naukach neurobiologicznych, uzupetniony o szczegétowy Opis tych prac
w jezyku angielskim. W obu publikacjach Doktorantka jest jedng z dwdéch réwnorzednych pierwszych
autorek.

Taka formuta rozprawy doktorskiej jest w petni akceptowalna biorgc pod uwage wymogi
ustawowe oraz jakos¢ obu publikacji, zréznicowanie metod, szczegdétowe omodwienie wynikow
i rozbudowang dyskusje. Dotaczony do tych prac Opis zawiera spis publikacji Doktorantki, liste jej
ustnych i plakatowych prezentacji, zrédta finansowania badan oraz typowe elementy rozprawy jak:
streszczenia po polsku i angielsku, hipoteze badawcza, cele pracy, opis metod, wyniki, konkluzje oraz
bibliografie (49 pozycji). Zarobwno w publikacjach (87 pozyciji literaturowych w pierwszej i 126 pozycji
w drugiej) jak i w Opisie Doktorantka powotuje sie na najwazniejsze prace innych autoréw dotyczace
choréb prionowych oraz innych choréb neurodegeneracyjnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem
choroby Alzheimera (AD). Lista ta wydaje sie wyczerpujaca i umozliwia ocene oryginalnosci podjetej
tematyki, jakosci badan oraz ich znaczenia dla rozwoju nauki. Na koficu dokumentu (str. 145-153)
znajdujg sie oswiadczenia Doktorantkii wspoétautorow dotyczace ich wktadu w obie publikacje. Wynika
z nich, ze mgr Anita Lizinczyk miata 35% wktad w publikacji z 2021 r. i 40% w publikacji z 2026 r., co
zgadza sie z oSwiadczeniami pozostatych wspotautorow.

Cele pracy i uzasadnienie podjecia tematu

Celem projektu, ktorego realizacja i wyniki sg gtéwna czescig rozprawy, jest ustalenie roli
ludzkiej apoliproteiny E (APOE) w patogenezie priondéw oraz zidentyfikowanie mechanizméw w to
zaangazowanych. Biorgc pod uwage niewystarczajgcy stan wiedzy na ten temat, podjecie tej tematyki
jest w petni uzasadnione. Ze wzgledu na to, ze u cztowieka wystepuja trzy allele APOE, uznano za
konieczne poréwnanie roli kazdego z nich w rozwoju patogenezy prionowej. Byto to istotne, gdyz
wiadomo, ze forma APOE4 jest czynnikiem ryzyka w AD.

Badania przeprowadzono na szczepach myszy, gdyz dostep do posmiertnego materiatu
ludzkiego jest ograniczony oraz istnieje wysokie ryzyko transmisji ludzkich prionoz. Realizacje projektu
podzielono na pie¢ etapow (str. 24 Opisu). W pierwszym zbadano jak zakazenie prionami wptywa na
badany organizm i jak zmienia sie ekspresja ApoE. Kolejnym byto wyjasnienie, jak usuniecie genu ApoE
wptywa na tempo powstawania choroby prionowej i jej nasilenie. Trzecim etapem byto zbadanie jakie
mechanizmy sg aktywne w nieobecnosci ApoE. Nastepnie wyjasniano jak ludzkie odmiany biatka APOE
wptywajg na czas inkubaciji i przebieg choroby prionowej. Ostatnim etapem byto zidentyfikowanie
mechanizmoéw zaleznych od poszczegdlnych odmian APOE w przebiegu choroby.
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Materiat badawczy i metody

Chociaz u ludzi wystepuja trzy allele genu APOE, to u myszy znana jest tylko jedna forma ApoE.
Dzieki temu mozna byto stworzy¢ jedna linie myszy nieprodukujgcej biatka ApoE w zadnym narzadzie
(catkowity knock-out — myszy ApoE”) oraz trzy linie myszy z dwualleliczng, ukierunkowang zamianag
(TR-targeted replacement) genu ApoE na ludzkie allele APOE e2, e3 i e4. W liniach tych miata miejsce
ekspresja jednego ludzkiego allele pod promotorem mysiego ApoE (APOE-TR e2/e2, APOE-TR e3/e3
i APOE-TR e4/ed). Pigtg badang linig byty myszy ekspresjonujgce dzikg (WT) forme endogennej APOE
(str. 25 Opisu). Do badan wykorzystywano homogenat mézgu pobrany z ostatnich faz choroby
prionowej szczepu myszy 22L, ktory nie stwarza ryzyka transmisji choroby prionowej na ludzi. Uzywajac
tego homogenatu wywotywano chorobe prionowa u wszystkich 5 linii myszy i przeprowadzono cztery
typy oznaczen: analize behawioru, iloSciowe oznaczenia neuropatologiczne, analize transkrypcji
wybranych gendéw i badanie biatek. Ich szczegétowy opis znajduje sie na stronach 26-27 Opisu. Wsréd
metod oceniajgcych zmiany patologiczne znalazty sie: analiza obecnosci zmian ggbczastych w korze
ruchowej M1, ocena ilosci biatka prionowego (PrP) w mdzgu w korze somatosensorycznej S1 oraz
analiza Western blot biatka PrP w homogenacie mdézgu, ocena poziomu PrPSc (zakaznej i toksycznej
konformacji komorkowego biatka prionowego PrPC) w mézgu i Sledzionie, test rozpuszczalnosci biatka
prionowego w detergentach w homogenatach mézgu i ocena oligomeryzacji biatka prionowego w
homogenatach mézgu. Ponadto, oznaczano catkowity poziomu ApoE w mézgu oraz poziom ekspresji
ApoE w formie specyficznej dla komdorek mikrogleju i astrocytéw, wykrywano kompleksy ApoE/PrP
w homogenacie kory mézgowej w korze somatosensorycznej S1 oraz oceniano poziom astrogliozy
i mikroglejozy. Wykonano tez profilowanie transkryptomiczne astrocytéw i mikrogleju, w ktérych
oznaczono poziom ekspresji wybranych genéw. Oznaczono tez poziom wybranych cytokin i chemokin
w mozgu.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w Opisie dobrze scharakteryzowano materiat badawczy, czyli
linie myszy oraz szczegbétowo opisano rodzaje doswiadczen. Liczba myszy w kazdej grupie pozwolita na
uzyskania wynikéw statystycznie istotnych. Zatgczone schematy: Fig. 1 na str. 18, Fig. 2 na str. 28; Fig.
12 nastr.68; Fig. 10 na str. 117 sg przejrzyste i pozwalajg dobrze zrozumie¢ schemat badawczy i wyniki.

Wyniki kolejnych etapow pracy

Jednym z kluczowych wynikéw pierwszego etapu byto pokazanie, ze podczas gdy w grupie
kontrolnej, tj. zaszczepionej homogenatem z mézgu zdrowych myszy (Normal Brain Homogenate,
NBH) sygnat ApoE jest ograniczony do astrocytéw, to u myszy zaszczepionych homogenatem
inicjujacym chorobe prionowg (22L) zaobserwowano w poréwnaniu z grupg kontrolng 24-krotny wzrost
ekspresji ApoE w mikrogleju identyfikowanym przeciwciatami na IBA1. Natomiast w astrocytach
poziom ApoE byt istotnie zmniejszony. Nastepnie wykazano, ze zmiana ekspresji ApoE w tych
komadrkach zwigzana jest z funkcjonalnag transformacjag astrocytow ze stanu spoczynkowego do stanu
okreslanego jako przewlekle reaktywny (zmniejszona ekspresja ApoE) oraz transformacjg mikrogleju
ze stanu obserwacji do fenotypu patologicznego MGnD — microglial neurodegenerative phenotype.
Innymi stowy w mikrogleju miata miejsce derepresja genu ApoE).

Whyniki drugiej czesci wskazano, ze brak ApoE znaczaco skraca okres latencji choroby,
przyspieszajgc pojawienie sie objawdw neurologicznych i molekularnych takich jak zmiany ggbczaste
w moézgu, akumulacja PrPSc i utrata neuronéw. Obserwacje te wskazujg na dotychczas niedoceniang
role ApoE w patogenezie choroby prionowej.

W trzeciej czesci wykazano nasilenie aktywacji astrocytéw i mikrogleju w odpowiedzi na
homogenat mézgu 22L u myszy ApoE” (ApoE’22L) w poréwnaniu ze zwierzetami posiadajgcymi dzika
forme ApoE traktowanymi tym homogenatem (myszy B622L). Przyspieszony przebieg patologii
prionowej przy braku ekspresji ApoE jest zwigzany ze wzmochionym fenotypem mikrogleju MGnD
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i przewlekle reaktywnych astrocytéw. Mikroglej MGnD nie fagocytuje resztek neurondéw ani PrPSc, co
nasila odpowiedz neurozapalng i wydzielanie cytokin prozapalnych przez mikroglej MGnD i astrocyty.
ApoE ma zatem kluczowa role jako opsonina i czynnik promujacy aktywnos$¢ fagocytarng mikrogleju.
Natomiast brak ApoE sprawia, ze degradacja lizosomalna jest nieefektywna.

W czwartej czesci ustalano, czy i jesli tak, to jak poszczegélne allele APOE wptywajg na czas
inkubaciji i nasilenie choroby prionowej. W tym celu zaszczepiono myszy APOE-TR e2/e2, APOE-TR
e3/e3 i APOE-TR ed/e4 homogenatem 22L i poréwnywano ich parametry behawioralne
i neuropatologiczne. Zaobserwowano znaczgce rdéznice w uktadzie nerwowym miedzy tymi trzema
typami zwierzat polegajace na ocenie ogbélnego wyniku w skali scrapie (TSS), gdzie najbardziej
intensywne patologie uwidocznity sie w przypadku szczepu z ekspresjg APOE4, mniejsze u myszy
z APOE2, a najmniejsze z APOES3. Nie znaleziono natomiast istotnych réznic pomiedzy myszami ptci
zenskiej i meskiej, co wskazuje na brak wptywu ptci na patologie prionowa.

W piatej czesci, ktéra byta ostatnim etapem pracy, identyfikowano w przebiegu choroby
prionowej mechanizmy, ktére zalezaty od poszczegdlnych allele APOE. Zidentyfikowano dwa
mechanizmy zaangazowane w patologie prionéw. Jeden z nich to akumulacjai agregacja PrPSc, a drugi
to reakcja neurozapalna. Pierwszy mechanizm jest znaczgco wzmacniany przez allele e4, a drugi
zaroéwno przez allele e4 i w mniejszym stopniu przez allele e2. W podsumowaniu stwierdzono, ze allele
ed jest powigzany ze zwiekszong akumulacjg i oligomeryzacjg PrPSc oraz odpowiedzig neurozapalng
zwigzang z odktadaniem sie PrPSc, podczas gdy allele e2 jedynie z odpowiedzig neurozapalna. Te
obserwacje wyjasniaja, dlaczego zaréwno allele e4, jak i e2 skracajg okres latencji choroby,
przyspieszajg postep objawdéw neurologicznych i sg powigzane z wiekszym nasileniem zmian
neuropatologicznych w poréwnaniu z allele e3.

Whioski
Zprzeprowadzonych doswiadczen i analizy wynikéw zawartych w obu publikacjach Doktorantka
wyciagneta 5 wnioskéw, ktére sg zebrane w Opisie na str. 36.

1. Podczas choroby prionowej poziom mézgowej ApoE wzrasta, co jest zwigzane ze specyficzng
zmiang ekspresji tego biatka w komaérkach mikrogleju i astrocytach. Zmniejszona ekspresja
ApoE w astrocytach jest zastepowana syntezg tego biatka przez mikroglej o fenotypie MGnD.

2. Brak ekspresji ApoE u myszy sprzyja patologii prionowe;.

3. Brak ApoE wzmacnia prozapalny charakteréw mikrogleju i zmniejsza jego funkcje fagocytarne
do usuwania PrPSc i resztek neuronalnych. To przyczynia sie do ich akumulacji, co nasila
neurozapalenie. ApoE dziata jako opsonina promujgca prawidtowag funkcje fagocytarng
mikrogleju.

4. Allele APOE réznicowo modulujg patologie priondw, najmocniej allele e4, w mniejszym stopniu
allele e2 w poréwnaniu z allele e3.

5. Allele e4 APOE wywotuje proteinopatie PrPSc, wspierajgc konwersje PrPC do PrPSc,

akumulacjeioligomeryzacje PrPSc i ma najsilniejsze dziatanie prozapalne w poréwnaniu z allele
e2iallele e3.

Dyskusja

W Opisie rozprawy doktorskiej nie ma niestety wyodrebnionej czesci pt. Dyskusja. Jest to
niezrozumiale, bo jej brak powoduje, ze nie tylko recenzent, ale i kazdy inny czytelnik bedzie zmuszony
do zapoznania sie ze szczegétowa dyskusjg w kazdej publikacji. Obie dyskusje sa bardzo obszerne,
a duzg ich czesc¢ stanowi powtdrzenie wynikdw. Co wiecej, nie sg napisane precyzyjnie, niektére
fragmenty wydajg sie odnosi¢ do tych samych zagadnien i trudno jest wyodrebni¢ najwazniejsze
elementy. Niewatpliwie, krétkie podsumowanie obu dyskusji bytoby bardzo przydatne.
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Uwagi krytyczne dotyczace spraw technicznych

Powyzsze i ponizsze uwagi krytyczne nie majg wptywu na moja bardzo wysokg ocene rozprawy
doktorskiej. Z obowigzku recenzenta musze jednak wskazac takie elementy, ktory budzg watpliwosci
lub wywotujg pytania. | tak, opis wywotywania choroby prionowej u myszy jest nieprecyzyjny. W Opisie
sg sformutowania typu ,intraperitonially inoculated with 22L mouse adapted scrapie strain”, podczas
gdy jak napisano w metodach pracy z 2021 r. chodzito o homogenat otrzymany z mdzgu myszy
znajdujacych sie w terminalnym stanie choroby prionowej. Nie stosowano przyjetego sposobu
rozrozniania nazw biatek od nazw gendw, ktore powinny by¢ pisane kursywa. Ludzkie biatka i geny
pisane sg zawsze wielkimi literami, a w przypadku ssakéw nazwa zaczyna sie wielka literg, co w Opisie
nie jest stosowane w przypadku nazwy mysiej apoliporoteiny E (apoE).

Zdjecia mikroskopowe preparatow immunohistochemicznych sg w niektérych przypadkach
mato kontrastowe i wydaja sie trudne do wykonania doktadnej analizy ilosciowej. Na przyktad, na Fig.
6i z pracy z 2021 r. — panel 22L 15wpi obraz WT versus ApoE” wydaje sie rézni¢, podczas gdy analiza
iloSciowa tej réznicy nie pokazuje. Podobnie watpliwosci powstajg podczas analizy Fig. 1e-f z pracy z
2026 r. Wedtug analizy ilosciowej proby e3/ €3 versus e4/e4 w panelu 22L15wpi majg bardzo nisk3 i
jednakowg intensywnosé sygnatu (1f), podczas gdy obserwacja wizualna wydaje sie wskazywac na
réznice (1e). Jakos¢ barwienia na Fig. 5a,c w pracy z 2026 r. (str. 108) jest bardzo niska, a mimo to wyniki
ilosciowe sg bardzo jednoznaczne (Fig. 5d). Czy mozna byto to potwierdzi¢ metodg Western blot?

Te watpliwosci mogtyby by¢ wyjasnione, gdyby w Opisie znalazty sie szczegdtowe objasnienia
jak przetwarzano zdjecia mikroskopowe na dane liczbowe. Co prawda w publikacjach z 2021 i 2026 .
jest odniesienie do prac Pankiewicziwsp. 2017, 2020, w ktérych taka metoda jest opisana, ale dotyczy
to jakosciowo lepszych obrazéw. Nie jest tez jasne, dlaczego na jednym panelu préby z réznymi allele
sg pokazywane w poziomie (Fig. 1), a na kolejnych - w pionie (Fig. 5i7)?

Intensywnos¢ pragzkéw na kliszach po barwieniu blotéw przeciwciatami wywotywanymi
chemiluminescencja przedstawiano ilosciowo. Jednak by wyniki byty w petni miarodajne krytyczny jest
czas po jakim zatrzymano reakcje. Niektore immunobloty wydajag sie by¢ wywotywane zbyt dtugo
i wydaja sie przeswietlone. Krotsze wywotywanie mogtoby tez pokazaé np. na Fig. 4a w pracy z 2026 r.
(str. 106), czy we wszystkich probach kazda odmiana biatka APOE jest dimerem, czy tylko APOE4? Czy
jestinne wyjasnienie na podwdjny prazek?

Podsumowanie recenzji

Autorka podjeta wazny i ciekawy temat, uzyskata interesujgce wyniki, ktére maja nie tylko
wartos¢ naukowa, ale moga stanowi¢ punkt wyjscia do badan aplikacyjnych dotyczgcych leczenia
choréb prionowych. Podsumowata je w postaci pieciu wnioskow, ktére dobrze oddajg osiagniecia
pracy opublikowanejw dwdch oryginalnych artykutach w czasopismie o duzym wspoétczynniku wptywu.
Uzyskane wyniki oceniam wysoko. Wstep w Opisie oraz w obu publikacjach wskazuje na rozlegta
wiedze teoretyczng Autorki w odniesieniu do choréb prionowych i innych chordb
neurodegeneracyjnych. Pod wzgledem metodycznym rowniez bardzo wysoko oceniam warsztat
badawczy Doktorantki. Powyzsze uwagi krytyczne nie zmieniajg mojego pogladu, ze jest to bardzo
dobra praca, majgca znaczacy udziat w zrozumieniu mechanizmdéw chordéb prionowych. Co wiecej,
wskazanie, iz allele e4 jest najbardziej niekorzystnym dla ich rozwoju stanowi dobrg wskazéwke dla
badaczy choroby Alzheimeraiinnych choréb neurodegeneracyjnych, mogaca rozszerzyé poszukiwanie
nowych i bardziej skutecznych terapii.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Anity
Lizinczyk spetnia warunki okreslone w art. 190 pkt 2 i 3. Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668). Tym samym sktadam wniosek do Komisji
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UL ds. stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Anity Lizinczyk do
dalszych etapow postepowania doktorskiego.

Jednoczesnie zgtaszam wniosek o wyrdznienie tej rozprawy doktorskiej, gdyz dotyczy ona
waznego tematu, wykonano ogromna ilos¢ pracy z wykorzystaniem optymalnego modelu, tj. szczepow
myszy modyfikowanych biatkiem prionowym, u ktérych endogenne biatko ApoE wymieniono na ludzkie
odmiany biatka APOE. W badaniach zastosowano wachlarz ré6znorodnych technik badawczych, od
behawioralnych przez immunoanalizy skrawkéw moézgu do transkryptomiki i proteomiki,
wymagajacych duzej doktadnosci. Doswiadczenia wykonano i udokumentowano starannie, a wyniki
tej pracy opublikowane w bardzo dobrym czasopi$mie znaczgco poszerzajg wiedze w zakresie
funkcjonowania uktadu nerwowego, roli biatka APOE oraz mikrogleju i astrocytow w chorobie
prionowe;j.

Podpisane elektronicznie przez
Jacek Marceli Kuznicki (Certyfikat
kwalifikowany) w dniu
2026-08-03.
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Prof. dr hab. Jacek Kuznicki
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i Komoérkowej w Warszawie
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