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I ZASADNOSC PODJECIA TEMATU PRACY DOKTORSKIE)

Praca doktorska dotyczy zagadnien zwigzanych z chorobg Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease - AD),
a w szczegolnosci otytosci, ktdry przyczynia sie do jej rozwoju. Zagadnienie to jest niezwykle istotne
we wspoéfczesnym Swiecie w zwigzku ze wzrostem sredniej dtugosci zycia i procesami starzenia sie
spoteczenstw. Konsekwencjg powyzszych zmian demograficznych jest zauwazalny wzrost probleméw
zdrowotnych np. chordb neurodegeneracyjnych i otepiennych, w tym AD. Dodatkowo zmiana stylu,
ktérej towarzyszy spozywanie tzw. ,diety zachodniej” (ang. Western diet - WD) wywodzgcej sie z
USA, a obecnie coraz powszechniejszej w Europie i Azji, prowadzi do rozwoju otytosci. Otytos¢,
uznana zostata przez WHO za chorobe cywilizacyjng, a dane literaturowe wskazujg, ze spozywanie
takiej diet bogatej w weglowodany i ttuszcze moze przyczyniac sie do rozwoju AD. W obecnej sytuacji
wobec braku skutecznych metod leczenia AD dziatania prewencyjne, w tym stosowanie tzw. ,zdrowej
diety” sg powszechnie zalecane.

Ponadto konieczne jest zrozumienie mechanizméw dziatania czynnikéw ryzyka, w tym
niewtasciwej diety w patologii AD. Stad tez celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto
zweryfikowanie, czy niezdrowy sposéb odzywiania, taki jak stosowanie WD, ktéry wywotuje zespot
metaboliczny i ogdlnoustrojowy stan zapalny moze przyspieszy¢ i/lub intensyfikowaé stan zapalny
mazgu oraz zmiany neuropatologiczne charakterystyczne dla AD.

Temat rozprawy doktorskiej uwazam za wysoce zasadny nie tylko z punktu widzenia badan
podstawowych, ale takze znaczenia dla rozwoju metod prezencji choréb otepiennych, w tym AD.



OCENA FORMALNA PRACY DOKTORSKIEJ

Praca doktorska ma forme monografii liczagcq 167 stron i posiada typowy ukfad, tj. sktada sie
z nastepujacych rozdziatow: spis tresci, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrétow
(1 3/4 strony), obszerny wstep (str. 11-30), zatozenia i cele pracy (1 strona), materiaty i metody (str.
33-46), wyniki (str. 47-107), dyskusja (str. 108-133), podsumowanie i wnioski (2 strony), bogata
bibliografia (str. 138-166), spis publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej oraz publikacji
dodatkowych (1 strona).

W sktad rozprawy doktorskiej wchodzg dwie publikacje:

1. Wieckowska-Gacek A, Mietelska-Porowska A, Wydrych M, Wojda U. Western diet as a trigger of
Alzheimer's disease: From metabolic syndrome and systemic inflammation to
neuroinflammation and neurodegeneration. Ageing Res Rev. 2021 Sep;70:101397. doi:
10.1016/j.arr.2021.101397. IF=10,616

2. Wieckowska-Gacek A, Mietelska-Porowska A, Chutoranski D, Wydrych M, Diugosz J, Wojda U.
Western Diet Induces Impairment of Liver-Brain Axis Accelerating Neuroinflammation and
Amyloid Pathology in Alzheimer's Disease. Front Aging Neurosci. 2021 Apr 1;13:654509. doi:
10.3389/fnagi.2021.654509. IF=5,750

W obu publikacjach Doktoranta jest pierwszg autorky, co wskazuje na znaczacy Jej wktad w ich
powstanie. Artykuty ukazaty sie w bardzo dobrych czasopismach zwigzanych z tematyka starzenia sie
(Aging Res Rev. oraz Front Aging Neurosci) o IF odpowiednio 10,616 i 5,750. Jedna pozycja jest praca
przeglagdowg opublikowang przez wydawnictwo ELSEVIER, a druga oryginalng pracg twoérczg wydang
przez Frontiers. Szkoda, ze prace te nie zostaty dotgczone do rozprawy doktorskiej. Sg one jednak
dostepne w bazie PubMed.

Ponadto Doktorantka jest rowniez wspdtautorka trzech innych publikacji okreslonych w rozprawie
doktorskiej jako ,,publikacje dodatkowe” (str. 167):

1. Mietelska-Porowska A, Domanska J, Want A, Wieckowska-Gacek A, Chutoranski D, Koperski M,
Wojda U. Induction of Brain Insulin Resistance and Alzheimer's Molecular Changes by Western
Diet. Int J Mol Sci. 2022 Apr 25;23(9):4744. doi: 10.3390/ijms23094744. IF= 5,924

2. Ptatek R, Grycz K, Wieckowska A, Czarkowska-Bauch J, Skup M. L1 Cell Adhesion Molecule
Overexpression Down Regulates Phosphacan and Up Regulates Structural Plasticity-Related
Genes Rostral and Caudal to the Complete Spinal Cord Transection. J Neurotrauma. 2020 Feb
1;37(3):534-554. doi: 10.1089/neu.2018.6103. IF = 5,269

3.  Wieckowska A, Gajewska-Wozniak O, Gtowacka A, Ji B, Grycz K, Czarkowska-Bauch J, Skup M.
Spinalization and locomotor training differentially affect muscarinic acetylcholine receptor type
2 abutting on a-motoneurons innervating the ankle extensor and flexor muscles. J Neurochem.
2018 Nov;147(3):361-379. doi: 10.1111/jnc.14567. IF= 4,066

Jedna z tych publikacji dotyczy zagadnien poruszanych w doktoracie i ukazata sie w czasopismie
nalezacym do MDPI. Publikacja ta nie zostata dofagczona do doktoratu, ale jest dostepna w bazie
PubMed. Natomiast dwie pozostate prace nie dotyczg tematyki rozprawy doktorskiej i nie sg
dostepne poprzez baze PubMed. W recenzowanej rozprawie doktorskiej nie zawarto informacji na
temat wktadu Doktorantki w powstanie poszczegdlnych artykutdw i oSwiadczen wspotautordw. Stad
tez moje pytanie, ktdre konkretnie badania wchodzgce w sktad doktoratu Autorka przeprowadzita
samodzielnie.



Na podstawie dostarczonej rozprawy doktorskiej oraz wyzej wspomnianych publikacji mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, ze Doktorantka dobrze orientuje sie w tematyce badawczej dotyczacej
choroby Alzheimera, o czym rdéwniez sSwiadczy bogata literatura zamieszczona w rozprawie
doktorskie;j.

1. OCENA MERYTORYCZNA PRACY DOKTORSKIEJ

We wstepie Autorka przedstawia charakterystyke i przebieg AD, omawia progresje zmian
patologicznych w mdzgu w tym schorzeniu oraz przedstawia hipotezy i genetyczne czynnik ryzyka
przyczyniajace sie do rozwoju choroby. Zgodnie z przyjetym modelem badawczym Doktorantka
skupia sie i szczegdtowo omawia hipoteze stanu zapalnego mézgu w AD oraz analizuje literature
dotyczgca wptywu zespotu metabolicznego i powstawania stanu zapalnego w rozwoju tej choroby.
Ta czes¢ pracy zostata dobrze napisana, przedstawiono w niej zatozenia, sktaniajagce do podjecia
tematyki badawczej i postawienia hipotezy. Autorka w interesujacy sposdb, w oparciu o analize
literatury naukowej dokonuje wprowadzenia w zakres podejmowanych probleméw badawczych.
Wstep w duzej mierze omawia zagadnienia przedstawione réwniez w pierwszej publikacji — tj. pracy
przegladowej opublikowanej w Ageing Res Rev w 2021 r. Zaréwno praca przeglagdowa jak i wstep sg
bogato ilustrowane rycinami, ktére ufatwiajg zrozumienie tresci.

Petnigc role recenzenta pragne zwrdéci¢ uwage na kilka kwestii dotyczycgcych tej czesci doktoratu:

1) Na str. 11 napisano ,Postep naukowy spowodowat w czasach wspotczesnych wzrost sredniej
dtugosci zycia ludzkiego w pordéwnaniu z poprzednimi wiekami”. Sadze, ze Autorka uzyta tutaj
pewnego skrétu myslowego i pod pojeciem postepu naukowego rozumie réwniez postep
w rozwoju diagnostyki chordb i metody ich leczenia.

2) Nastronie 12 Doktorantka napisata, ze ,w przysztosci jednym skutecznym narzedziem terapii AD
bedzie medycyna spersonalizowana”, prositabym aby Autorka szerzej odniosta sie do tej kwestii
i tego w jaki sposdb wyobraza sobie takie podejscie terapeutyczne.

3) Na str. 16 uzyte zostato okreslnie ,Podstawowe hipotezy oraz genetyczne czynniki ryzyka AD”,
dlaczego wprowadzono pojecie ,podstawowe” ?

4) Na str. 21 Autorka wspomina o przedklinicznych modelach AD, jednak ich nie opisuje. Czy
Doktorantka mogtaby przyblizy¢ kilka z tych modeli ?

5) Str. 25 - Doktorantka napisata, ze tkanka ttuszczowa wydziela hormony jednak nie podata
przyktadow.

6) Str. 25 napisano: ,Co wiecej, typ rozwinietej otytosci (otytos¢ metabolicznie zdrowa lub
niezdrowa) wydaje sie by¢ istotnym elementem ryzyka wystgpienia AD”. Co Autorka rozumie
pod pojeciem ,otytos¢ metabolicznie zdrowa” ?

7) Na str. 27 Doktorantka napisata: ,Ponadto, spozycie WD wigze sie ze zmniejszeniem objetosci
lewego hipokampa w badaniu przeprowadzonym u mezczyzn w przedziale wiekowym 60-64 lata
(Jacka i in, 2015)”. Czy widomo dlaczego zmiany zaobserwowano tylko w obrebie lewego, a nie
prawego hipokampa ?

Zatozenia i cele pracy umieszczony zostaty na jednej stronie i zawierajg wszystkie istotne informacje,
tj. zarowno hipoteze badawczg, jak i pie¢ szczegotowych celéw badawczych. Hipoteza i cele badawcze
sg jasno sformutowane.



Rozdziat ,,Materiaty i metody” rozpoczyna sie spisem zastosowanych odczynnikow, roztwordw,
przeciwciat i urzgdzen umieszczonym w tabeli, ktory uwazam za bardzo pomocny.

W tym spisie znalazto sie jednak kilka niedociaggniec:

1) Brak istotnych informacji dotyczgcych przeciwciat, tj. czy sg one pochodzenia monoklonalnego
czy poliklonalnego ?

2) Na str. 40 brak informacji o tym ile zwierzat przebywato w jednej klatce w opisanym
doswiadczeniu.

3) Str. 40 - Skad wynika nieréwna liczba zwierzat w grupach doswiadczalnych i kontrolnych, np. 4W
kontrola n=7, a grupy doswiadczalne LPS n=4, WD n=4, WD+LPS n=5 ? Czy Doktorantka nie
obawia sie, ze n=4 to stosunkowo nieliczna grupa. Czy przeprowadzana zostata analiza mocy
testow (ang. power analysis) do oszacowania optymalnej liczebnosci grup ?

4) Na str. 41 napisano: “Usmiercanie, perfuzja oraz pobieranie krwi i tkanek”. Potocznie tak sie
oczywiscie méwi, ale jak wiadomo krew to tez rodzaj tkanki, z tym ze ptynne;.

5) Str.42 ,,...krew do analizy pobrano terminalnie bezposrednio z serca znieczulonej myszy...” Czy
znieczulenie nie miato wptywu na badanie parametry we krwi ?

6) Str. 43 — uzyto nastepujgce sformutowanie: ,Preparaty z tkanki mdzgu przygotowano recznie”.
Czy Autorka moze wyjasni¢ na czym polegato ,reczne przygotowanie preparatow” ?

7) Na str. 45 zostaty podane koordynaty stereotaktyczne dla hipokampa, ale nie powotano sie na
atlas moézgu, albo inne zrédto jakim sie postugiwano do ich okreslenia.

8) Na str. 46 napisano: ,lIstotnos$¢ statystyczng okreslono przy uzyciu niesparowanego testu
t- Studenta oraz jedno- i dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Do jakich analiz
statystycznych uzyto testu t-Studenta ?

Whyniki - Ta czes¢ rozprawy doktorskiej zawiera liczne wyniki przedstawione w postaci rycin (ryc. 11 -
ryc. 44) i tabel (tab. 12 - tab. 25). Ze wzgledu na liczbe badanych grup w poszczegdlinych
doswiadczeniach przedstawienie wynikow nie jest zapewne tatwe. Jednak moja ogdlna uwaga do
dotyczy umieszczenia poziomu istotnosci na poszczegdlnych rycinach w postaci wartosci p. Te
oznaczenia sg napisane matg czcionkg i pomimo wytezania wzroku w wielu przypadkach trudne do
odczytania. Alternatywnie mozna umiesci¢ gwiazdki, np. * p<0.05; ** p<0.01 itd. Natomiast trend
mozna zaznaczy¢, np. # lub innym symbolem. Opis oznaczen w tym przypadku mozna umiescicé
w legendzie. To w znacznym stopniu ufatwia przejrzystos¢ rycin. Ponadto moze warto rowniez
stosowac regute zaokraglania wartosci p, a nie podawania petnych wartosci z doktadnoscig do trzech
miejsc po przecinku. Ponizej umieszczam dodatkowo szczegétowe uwagi dotyczace tej czesci
rozprawy doktorskiej.

1) Na str. 49 brak opisu NS w tabeli, ktéry oznacza nieistotnos¢ statystyczna

2) Str.51, ryc. 12a - Zdjecia obrazujace balonowanie watroby sg bardzo mate. Czy Doktorantka moze
wyjasni¢ na czym polega balonowanie komérek watrobowych, gdyz na zamieszczonych rycinach
nie jest ono dobrze widoczne.

3) Bardzo pomocne s3 prezentacje w postaci rycin podsumowujgce chronologicznie zachodzgce
zmiany pod wptywem badanych czynnikéw, tj. WD, LP i WD+LPS.

4) Str. 54, ryc. 14 - Wptyw WD oraz iniekcji LPS na rozwiniecie stanu zapalnego. Na tej rycinie
widoczne sg duze wartosci odchylenia standardowego szczegdlnie w przypadku biatych krwinek,
monocytow i granulocytéw. Z czego one mogty wynikac ?

5) Na str. 55 Doktorantka napisata: ,Podsumowujgc, analiza hematologiczna krwi wykazata
nieistotny wzrost poziomu biatych krwinek, zwtaszcza granulocytéw i monocytéw, juz po 3



tygodniach karmienia myszy”. Rozumiem, ze ten wzrost byt nieistotny statystycznie ? Czy byt
trend we wzroscie ? Jesli tak to jakie byty wartoscip ?

6) Str. 57 — Sposdb przedstawienia wynikow Western Blot jest niejednorodny. Np. na str. 57, 61
i w kilku innych miejscach przedstawiono tylko powycinane pojedyncze paski co nie jest zbyt
przekonujace. Lepszy sposéb przedstawienia wynikow zaprezentowano np. na str. 60 ,czy na str.
95, 97, gdzie widac cate linie, a nie tylko wyciete fragmenty.

7) Str. 64 - Obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiajgce Ibal i Hoechst sg bardzo mate,
a wstawione czarno-biate obrazy bardzo stabo widoczne.

8) Str. 65, ryc. 19 —Szczegdlnie w czesci A zaleznosci pomiedzy grupami sg nie do odczytania z ryciny.
Prezentowane jest od 9-12 zaleznosci z odpowiadajacymi im wartosciami p, ktére pomimo
wytezania wzroku sg niemozliwe do odczytania. To samo dotyczy ryc. 20 (cze$¢ A), ryc. 22 a (cze$¢
B).

9) Jakie kontrole Doktorantka stosowata w przypadku badar immunofluorescencyjnych ?

10) Str. 75, ryc. 24 - W przypadku IL-1 beta w okresach 4 M i 8 M obserwuje sie nizsze stezeniaw korze
srodwechowej w poréwnaniu z hipokampem, a w 12 M ta zaleznos¢ jest odwrotna. Dlaczego ?

11) Str. 78, ryc. 26 a — Wptyw WD i iniekcji LPS na tworzenie ptytek A beta - 3 rzad 3 mikrofotografia
— widnieje tutaj czerwono smuga biegnaca przez Srodek — czy to jest artefakt polegajacy na
zagieciu preparatu ?

12) Str. 79, ryc. 26 b - Brakuje mikrofotografii pokazujacej wptyw WD na tworzenie sie ptytek A beta.

13) W kontekscie przeprowadzonych badahn uwazam za bardzo cenne obok wynikéw
przedstawionych z uzyciem modelu zwierzecym wykonanie eksperymentdéw na tkance moézgowej
post mortem od 85-letniego pacjenta, u ktdrego zdiagnozowano SAD (str. 84).

14) Str. 99 Doktorantka napisata: ,,neurony nieprawidtowe majg wyraznie zmieniong morfologie, sg
obkurczone przez co przybierajg ksztatt wrzecionowaty, ich cytoplazma jest wyraznie wypetniona
eozyng i nie sy widoczne jadra komdrkowe”. Do tego opisuj przydatby sie przyktadowy mikrograf.

15) Str. 100 — Przy porownaniu zmian morfologicznych neuronéw w hipokampie oraz w korze
srodwechowej w opisie w obrebie pola CA3 hipokampa napisano: , wszystkie zaobserwowane
zmiany, niezaleznie od grupy doswiadczalnej, byty obecne w brzusznej czesci hipokampa”.

Czy Doktorantka moze zaproponowac wyjasnienie dlaczego powyzsze zmiany obserwowano tylko
w czesci brzusznej hipokampa ?

Dyskusja napisana jest w interesujacy sposob i zawiera liczne ryciny podsumowujgce poszczegolne
wyniki, ktére znakomicie jg uzupetniaja. W pierwszej czesci tego rozdziatu Autorka powraca raz
jeszcze do celu pracy. Przedstawia mysi model i dokonuje krotko jego walidacji. Nastepnie
Doktorantka przedstawia najwazniejsze wyniki (str. 109), uprawniajgce do zaproponowania
przebiegu wydarzen, ktére majg miejsce w rozwoju AD w prezentowanych modelach badawczych. Ta
czes¢ napisana jest w bardzo jasny sposéb. W tym miejscu warto przedstawic¢ w tabeli dla poréwnania
zmiany zachodzgce w hipokampie i w korze srodwechowe;j.

1) Na str. 111 Doktorantka wspomina o dysfunkcjach mitochondriéw i stresie oksydacyjnym
w przebiegu AD. Czy te procesy byly badanie przez Autorke albo zespdt naukowy, w ktérym
pracuje ?

2) Na str. 112 Autorka napisata: , Otrzymane wyniki sugeruja, ze dotychczas zbyt mate znaczenie
przypisywano roli astrocytow w patogenezie AD”. Jak wyglagda zaangazowanie astrocytow
w patogenezie innych chordéb neurodegeneracyjnych ? Czy Doktorantka mogtaby podad
konkretne przyktady badan ?

3) Str. 113 i w innych miejscach rozprawy doktorskiej Autorka powotuje sie zmiany
w przepuszczalnosci bariery krew mozg w patogenezie AD. Czy tego typu badania prowadzone



byty w modelu mysimi w zespole naukowym, w ktérym pracuje Doktorantka ? Jesli tak to jakie sg
ich wyniki. Jesli nie, to czy Autorka doktoratu mogtaby zaproponowac tego typu badania ?

4) Str. 114 Doktorantka powotujgc sie na badania Wilsona z 1997 r. napisata, ze karmienie WD
prowadzi do zmian w poziomie leptyny natomiast w prezentowanych badaniach nie oceniano
poziomu tego hormonu, ktéry jest niezwykle istotny w rozwoju otytosci. Dlaczego ?

5) Na str. 119 Autorka napisata: ,,w niniejszym badaniu w analizie iloSciowej nie zaobserwowano
istotnego wptywu WD na obnizenie poziomu markera synaptycznego PSD95 i neuronalnego
NeuN, zarowno w hipokampie, jak i w korze srédwechowej”. Natomiast napisano dalszej czesci
pracy, ze na podstawie analizy mikroskopowej wykazano zmiany w morfologii neurondéw. Te
wyniki, jak zauwaza Doktorantka s3 odmienne od dostepnych danych literaturowych (np. Liuiin.,
2014; Hong i in., 2020). Jako mozliwy powdd rozbieznosci podano réznice w sktadzie diety
i zastosowanie roznych modeli zwierzecych. Czy Autorka mogtaby wyttumaczy¢ jakie sktadniki
diety byty rézne ?

6) Str. 119 napisano: ,Neurony, o zmienionej morfologii, sugerujgce uruchomienie mechanizmoéw
prowadzacych do smierci komorki widoczne byty w hipokampie i korze srodwechowej gtownie
u starzejacych sie myszy ” Czy Doktorantka mogtaby zaproponowaé przeprowadzenie badan,
ktdre by pozwolity potwierdzi¢ powyzsze stwierdzenie ?

7) Umieszczony na str. 130 schemat przedstawiajacy proponowane mechanizmy i zaleznosci miedzy
wywotanymi przez WD zaburzeniami metabolicznymi i ogdlnoustrojowymi, a zmianami
patologicznymi w modzgu prowadzacymi do przyspieszonego rozwoju AD uwazam za bardzo
pomocny. Stanowi on dobre podsumowanie wynikéw i wnioskéw z przeprowadzonych badan.

Podsumowanie i wnioski sg napisane w sposdb zwiezty. Na szczegdlng uwage zastugujg nowatorskie
wyniki otrzymane w czasie realizacji doktoratu, tj.:

Przeprowadzenie szczegotowej analizy sekwencji patologicznych zdarzen zachodzacych w moézgu
wywotanych przez WD na réznych etapach przedobjawowego stadium AD, oraz wykazanie
szczegolnej wrazliwosci hipokampa na dziatanie powyzszej diety w porédwnaniu do kory
srodwechowej. Po raz pierwszy wykazano réwniez, ze wystepuje korelacja pomiedzy zaburzeniami
metabolicznymi wywotfanymi przez WD i zmianami zachodzgcymi w médzgu na réznych etapach
przedobjawowego stadium AD. Ponadto stwierdzono, ze w badanym mysim modelu silniejszy byt
wptyw WD niz LPD na neuropatologie AD.

Powyzsze wyniki i wnioski z nich ptyngce majg na nie tylko znaczenie dla badan podstawowych, ale
rowniez mogg miec zastosowanie w diagnostyce tej choroby. Ponadto podkreslajg one dobitnie
wptyw niezdrowej diety typu WD przyczyniajgcej sie do rozwoju AD.

Str. 137 - We wnioskach koncowych napisano, ze obserwowane w niniejszej pracy zmiany w modelu
AD zwigzane s3 a uszkodzong BBB. Na podstawie badan zaprezentowanych w doktoracie nie zostaty
przedstawione jednoznaczne dowody na uszkodzenie BBB. Czy w innych badaniach
niezaprezentowanych w recenzowanej pracy badano przepuszczalnosc tej bfony ?

Oprocz wyzej opisanych nowatorskich wynikéw i wnioskéw przeprowadzone w pracy badania
doprowadzity do sformutowani 10 innych wnioskow, ktdre w syntetyczny sposéb przedstawiono na
str. 136 137.

Bibliografia jest obszerna i zostata umieszczona na str. 138-166. Zawiera ona zaréwno starsze, jak
i najnowsze pozycje oraz wskazuje na dobrg znajomos¢ tematyki badawczej przez Doktorantke.
Zostata ona starannie przygotowana, mam jedynie kilka drobnych uwag.



1) Na str. 157 widnieje pozycja NFZ o zdrowiu. Alzheimer 2022 — brak informacji o wydawnictwie
lub odnosnika do strony internetowej
2) Na str. 164 znajduje sie pozycja literaturowa Wang LM et al. Z 2018 r., w ktorej brak numeru doi.

Podsumowanie cze$ci merytorycznej rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata napisana jezykiem naukowa z duza
starannoscia. Autorka wykazata sie znajomoscig tematyki badawczej dotyczacej choroby Alzheimera.
Powyzszy wniosek wyciggam na podstawie lektury wstepu, dyskusji, bogatej literatury oraz
opublikowanych dwéch artykutéw wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej i jednego
dodatkowego z zakresu tej tematyki badawcze;j.

Rozprawa doktorska zawiera liczne rycyniny podsumowujace poszczegdlne etapy badan,
ktore uwazam za szczegdlnie pomocne w zrozumieniu otrzymanych wynikéw. Badania zostaty
przeprowadzone w oparciu o jasno sformutowang hipoteze badawczg i cele. Metody zostaty dobrze
dobrane i przeprowadzone na witasciwym mysim modelu. Za szczegdlnie cenne uwazam réwniez
przeprowadzanie badan post mortem na ludzkiej tkance mozgowe;.

Wyniki przedstawione w sposéb jasny (z drobnymi uwagi omdwionymi powyzej).
Eksperymenty przeprowadzone w ramach doktoratu doprowadzity do uzyskania nowatorskich
wynikow, ktore sg istotne nie tylko z punku widzenia badan podstawowych, ale moga miec rowniez
znaczenie w prewencji AD.

Prace doktorskg oceniam bardzo dobre, a powyzsze krytyczne uwagi napisane z racji petnienia
funkcji recenzenta, nie umniejszajg jej merytorycznej wartosci.

V. UWAGI DOTYCZACE STYLU PRACY

1) Na str. 20 uzyto ponownie angielskiego okreslania neuroinflamammation, ktére byto juz
wprowadzone na str. 18, stad jest ono zbedne.

2) Str. 23 - Dieta zachodnia jest raz uzywana na tej stronie w cudzystowiu, a raz bez.

3) Str. 23 - Ostatnie zdanie jest bardzo dtugie i miesci sie na 7 linijkach.

4) Str. 25 - Uzyto terminu ,szerokie dane” moze lepiej zastgpi¢ okresleniami liczne dane lub bogata
literatura.

5) Str. 26 - Zdanie rozpoczynajgce sie od: ,Liczne badania na zwierzetach i ludziach wykazuja, ze.....
jest bardzo dtugie i miesci sie na 5 i pof linijkach. Mozna je zastgpi¢ dwoma zdaniami.

6) Str. 27 - Zdanie zaczynajgce sie od stow: ,, Co ciekawe, w badaniach na gryzoniach odnotowano
takie zjawiska, jak gorsze uczenie sie.....” zajmuje 5 linijek. To zdanie mozna podzieli¢ na dwa.

7) Str. 28 - Btad w pisowni ,,udowo-dniono” i ,,zapa-lnego” . Zbedne sg mysiniki.

8) Na str. 33 zamiast ,,odczynnik réznicujgcy barwe niebieska” zostato napisane ,,odczynniku”.

9) Str. 41 - Po (Gasparottoiin, 2017) nalezatoby postawic¢ kropke, a nastepne zdanie zaczg¢ z duzej
litery od Wg.

10) Str. 43 - ,, Przygotowanie tkanek do znakowania histologicznego” mozna zastgpi¢ ,,do badania
histologicznego”.

11) Str. 43 - ,W celu przygotowania bloczkéw parafinowych przygotowane w procesie fragmenty
tkanek zatopiono w parafinie...” ten fragment jest napisany niejasno.

12) Str. 43 - Po wymienieniu stezen alkoholu zastosowano skrot myslowy ,,az do wody”.

13) Str. 53 - W tekscie brak akapitow, poza pierwszym akapitem.

14) Str. 56 - ,,astro-cytéw” — Niepotrzebny jest mysinik.



V. PODSUMOWANIE

Stwierdzam, ze przestawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Angeliki Wieckowskiej-Gacek
pt. ,Wptyw diety zachodniej na rozwdj stanu zapalnego i patologicznych zmian w mézgu w mysim
modelu choroby Alzheimera” spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630).

Jednoczesnie ze wzgledu na duzg wartos¢ merytoryczng rozprawy zwracam sie do rady Naukowej
Instytutu Nenckiego o jej wyrdznienie.

Whnosze do Rady Naukowej Dyscypliny Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego
Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,
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prof. dr hab. Joanna H. Sliwowska
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Angeliki Wieckowskiej-Gacek

pt: ,Wplyw diety zachodniej na rozwdéj stanu zapalnego i patologicznych zmian w mézgu
w mysim modelu choroby Alzheimera”
wykonanej w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk,

w Pracowni Badan Przedklinicznych o Podwyziszonym Standardzie

PROMOTOR: Prof. dr hab. Urszula Wojda; PROMOTOR POMOCNICZY: dr Anna Mietelska-Porowska

Choroba Alzheimera (chA) jest najczesciej wystepujacg postacig demencji na Swiecie i dotyczy przede
wszystkim oséb starszych. Szacuje sie, ze do 2030 r. liczba chorych osiggnie 82 min, a w 2050 r. 152 min. Dlatego
schorzenie to jest bardzo powaznym obcigzeniem ekonomicznym dla starzejacych sie spoteczerstw. Oprdcz
kosztéw ekonomicznych pocigga za sobg ogromne koszty spoteczne. Rodziny i opiekunowie chorych sg obcigzeni
psychicznie i fizycznie, zwtaszcza w podzniejszych stadiach choroby, kiedy dochodzi do petnego uzaleznienia
chorego od opiekuna. Mimo wielu dekad badan zmierzajacych do zrozumienia patogenezy tej dewastacyjnej
choroby jej przyczyny pozostajg nadal niewyjasnione. Badania ostatnich lat wskazujg, ze jest to choroba
wieloczynnikowa, co stusznie podkresla Autorka recenzowanej pracy. Poza niemodyfikowalnymi czynnikami
ryzyka, takimi jak wiek, pte¢ czy tez mutacje genetyczne, coraz wiecej badan wskazuje na istotng role
modyfikowalnych czynnikdw ryzyka chA, zwigzanych ze stylem zycia, w tym brak aktywnosci fizycznej, otytosé, czy
niezréwnowazona dieta. Doktorantka w swojej pracy skupia sie na roli czynnikdw infekcyjnych w patogenezie chA.

Przewlekte infekcje wirusowe czy bakteryjne mogg by¢ waznym, modyfikowalnym czynnikiem ryzyka chA oraz
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innych zaburzen neuropsychiatrycznych, dlatego praca wpisuje sie w nurt najnowszych badani zmierzajgcych do
zrozumienia etiopatogenezy chA i wyjasnienia molekularnych mechanizmow proceséw neurodegeneracyjnych.

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Angeliki Wieckowskiej-Gacek jest obszernym
opracowaniem o tradycyjnej formie, liczy 167 stron, 49 Rycin (w tym Wykresy i Schematy) oraz 25 Tabel. Zostata
podzielona na Rozdziaty: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Zatozenia i cele pracy, Materiaty i
Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i Wnioski, Bibliografia oraz Publikacje wchodzace w skfad rozprawy
doktorskiej i dodatkowe, umieszczono réwniez wykaz najwazniejszych skrétéw.

We Wstepie liczagcym 21 stron Autorka wprowadza czytelnika w istote problemu podjetego w pracy.
Kolejne podrozdziaty Wstepu, Charakterystyka i przebieg choroby Alzheimera, Progresja zmian patologicznych w
moézgu w chA, Podstawowe hipotezy oraz genetyczne czynniki ryzyka chA, wskazujg na doskonatg znajomosé
proponowanych obecnie mechanizméw tego zaburzenia neurodegeneracyjnego. Ryciny przedstawiajgce
rozprzestrzenianie sie patologii AB oraz biatka Tau w réznych obszarach mézgu u pacjentéw z chorobg Alzheimera
i przebieg stadidw choroby oraz sciezki proteolizy biatka APP, amyloidogenna i nieamyloidogenna s3
przygotowane bardzo starannie i doskonale obrazujg omawiane zagadnienia (Ryciny 1-4). W pierwszej czesci
Wstepu, w podrozdziale dotyczgcym hipotez choroby przedstawiono dwie najpopularniejsze, amyloidowg, ktéra
wigze chorobe z odktadaniem sie w modzgu blaszek starczych oraz zwigzang z obecnoscig splatkow
neurofibrynalnych biatka Tau. Mimo toczacych sie ostatnio dyskusji nad znaczeniem peptydéw AR w patologii
chA, nadal jest to najwazniejsza hipoteza, dlatego Doktorantka powotujac sie na najnowszg literature omawia
molekularne mechanizmy toksycznosci beta amyloidu uwzgledniajac znaczenie zaleznej od AB aktywacji
mikrogleju i astrocytéw, oraz rozwdéj neurozapalenia, umiejetnie przechodzac do alternatywnych mechanizmoéw
choroby. Doktorantka doskonale orientuje sie w najnowszych badaniach w tym obszarze, ktére sugerujg
powigzanie chA z przewlektymi stanami zapalnymi obejmujgcymi uktad nerwowy, i w dalszej czesci Wstepu skupia
sie na roli neurozapalenia w rozwoju chA, powotujac sie na najnowszg literature. To rozwazanie jest wyjgtkowo
interesujgce, Autorka sugeruje iz przyczyng aktywacji gleju i rozwoju neurozapalenia moze by¢ oligomeryzacja
peptyddéw AB. Z drugiej strony toczaca sie reakcja zapalna moze prowadzi¢ do oligomeryzacji, a nastepnie
agregacji AB, co sugeruje, iz AB jest czynnikiem koniecznym do rozwoju chA, ale nie nadrzednym. Zgodnie z
podjetg tematyka badan, w kolejnym obszernym podrozdziale Doktorantka charakteryzuje diete typu
zachodniego (ang. western diet, WD) i przedstawia konsekwencje jej stosowania jako czynnika inicjujgcego rozwdéj
zespotu metabolicznego oraz przewlektego ogdlnoustrojowego stanu zapalnego. Logicznie poprowadzone
rozwazania we WSstepie przekonujg, iz pod wptywem dfugotrwale utrzymujgcego sie i powtarzajacego sie stanu
zapalnego mogg rozwija¢ schorzenia takie jak cukrzyca, miazdzyca, choroby uktadu krgzenia oraz choroby
neurodegeneracyjne, w tym chA, a przyczyng rozwoju proceséw prozapalnych moze by¢ wtasnie stosowanie diety
zachodniej.

Analizujgc wptyw diety zachodniej na uposledzenie pamieci i markery chA w mézgu Autorka stwierdza,
Ze sposob odzywiania moze wptywaé na poziom biatek zaangazowanych w plastycznos¢ synaptyczng (str. 27) i

wymienia miedzy innymi neuroprzekazniki takie jak acetylocholina, dopamina, czy serotonina oraz biatko
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synaptyczne - PSD-95 i czynnik neurotroficzny pochodzenia mézgowego (BDNF). Jest to btad, prawdopodobnie
redakcyjny, poniewaz wymienione neuroprzekazniki, acetylocholina, czy dopamina nie s3 biatkami.
Acetylocholina, to ester kwasu octowego i choliny, a dopamina nalezy do katecholamin. Chociaz we Wstepie nie
udato sie Autorce unikngé¢ dos¢ licznych, ale drobnych btedéw redakcyjnych (np. strony: 28, 31,43 ......), nie majg
one wptywu na wartos¢ merytoryczng i ocene pracy. Podsumowujac ocene tej czesci pracy stwierdzam, ze Wstep
bardzo dobrze koresponduje z zatozeniami pracy i uzasadnia cel podjetych badan, ktéry zostat jasno
sformutowany w kolejnym rozdziale pracy. Gtdwnym celem pracy byto bowiem przeprowadzenie szczegdtowej
analizy sekwencji patologicznych zdarzen wywotanych przez diete zachodnig podczas przedobjawowego stadium
chA w dwéch kluczowych dla tej choroby strukturach mdézgu: w hipokampie oraz w korze $rédwechowej.
Dodatkowym celem pracy byto poréwnanie sekwencji patologicznych zdarzern w mdzgu wywotanych przez diete
zachodnig z sekwencjg wywotang dootrzewnowym podaniem endotoksyny bakteryjnej, lipopolisacharydu (LPS),
odzwierciedlajgcym przejscie ostrej infekcji bakteryjnej. Ten gtdwny ogdlny cel, zostat nastepnie szczegétowo
opisany w 5 punktach, prezentujacych kolejne cele szczegétowe.

Rozdziat Materiaty i Metody rozpoczeto od zamieszczenia kilku Tabel, w ktérych kolejno zestawiono spis
odczynnikéw, roztwory do immunohistochemii oraz do Western blottingu, nastepnie spis przeciwciat pierwszo- i
drugorzedowych, stosowane leki i Srodki do znieczulenia ogdlnego oraz zastosowane urzadzenia i
oprogramowania. Takie ujecie wykorzystywanych odczynnikdw i materiatédw jest bardzo przejrzyste i
porzadkujgce ten rozdziat, cho¢ nie udato sie Autorce unikngé¢ w tym miejscu pomytki w numeracji Tabel (Tabela
5, nastepnie Tabela 9 i Tabela 6, w dalszej czesci pracy znowu pojawia sie Tabela 9, w efekcie tym samym numerem
oznaczono dwie rézne Tabele). Ponadto, pojawit sie btad na Rycinie 9 przedstawiajgcej chronologie
patologicznych zmian zachodzgcych w mdzgu myszy APPswe, ostatnim punktem powinien by¢ wiek zwierzat
odpowiadajgcy 18-miesiecznym myszom, a jest 15 miesiecy. Poza tym przebieg eksperymentu poparty
schematem doswiadczalnym zostat opisany perfekcyjnie, odniesienie wieku myszy do wieku ludzi bardzo utatwia
zrozumienie zachodzgcych w mdzgu zmian. Podsumowujac te czes¢ pracy stwierdzam, ze opis zastosowanych
metod jest wyczerpujacy i jasno przedstawiony i dowodzi, ze Doktorantka potrafi dobrze zaplanowad i
przeprowadzi¢ badania postugujac sie wachlarzem odpowiednich technik badawczych. Pewne nieprawidtowosci
pojawity sie w opisie statystycznej analizy danych, ktére zostaty powielane wielokrotnie w catej pracy, Autorka
stwierdza, ze ,w wynikach uwzgledniono takze wartosci p mieszczace sie w przedziale 0,1 < p £ 0,05 oznaczone
jako tendencja,, - podany przedziat jest nieprawidtowo wyznaczony, p powinno miesci¢ sie w przedziale 0,05 < p
<0,1.

Kolejny i najwazniejszy rozdziat to Wyniki, ktéry Doktorantka rozpoczyna od przedstawienia wptywu diety
zachodniej i dootrzewnowej iniekcji LPS na rozwiniecie zespotu metabolicznego u myszy APPswe 4-, 8- i 12-
miesiecznych. Analiza mikroskopowa stopnia sttuszczenia watroby wykazata narastajgce z wiekiem uszkodzenia
watroby w miare karmienia dietg zachodnig, nie wykazano natomiast zmian po podaniu LPS. Opis tej czesci
wynikéw zawiera pewne niedociggniecia, jak podaje Autorka w tekscie, odpowiednie wakuole ttuszczowe

zaznaczono kropkowanymi strzatkami, a hepatocyty przerostowe strzatkami, nie widac¢ takich strzatek na
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opisywanej Rycinie 12a A, poza tym ,,Rycina 12b B i C, strzatki” — nie ma takiej Ryciny. Analizujgc nastepnie wptyw
diety zachodniej i LPS na rozwiniecie ogdlnoustrojowego stanu zapalnego Doktorantka bada poziom
odpowiednich frakcji leukocytéw we krwi obwodowej i zauwaza pewne tendencje do wzrostu w poszczegdlnych
populacjach biatych krwinek juz po 3 tygodniach karmienia myszy dietg zachodnig, nie sg to jednak zmiany istotne
statystycznie. Na str. 53 Autorka stwierdza, ze ,analiza grup z dootrzewnowgq iniekcjq LPS nie wykazata Zadnych
réznic ani tendencji w stezeniu analizowanych populacji biatych krwinek co swiadczy, ze ostry stan zapalny
wywotany poprzez dootrzewnowq iniekcie LPS daje silng, ale krotkotrwatq reakcje komodrek
immunokompetentnych bezposrednio po podaniu czynnika infekcyjnego, a nastepnie dosc¢ szybko komorki uktadu
odpornosciowego prowadzq do redukcji tej reakcji w celu obrony przed jej negatywnymi konsekwencjami”.
Whiosek jest stuszny, poniewaz odpowiedz uktadu odpornosciowego na LPS jest bardzo dobrze udokumentowana
w literaturze, niemniej jednak, w recenzowanej pracy nie zostat poparty oznaczeniem markeréw stanu zapalnego
bezposrednio po podaniu LPS, np. oznaczeniem cytokin prozapalnych we krwi obwodowej (np. TNF-a, IL-6 i inne)
po 2-3h od podania toksyny. Mam réwniez uwage dotyczacg analizy poziomu akwaporyny-4. Autorka stwierdza,
ze wykazano zalezne od struktury mézgu zmiany w wystepowaniu izoform tego biatka o masie 50 i 30 kDa w
hipokampie i prezentuje przyktadowe membrany, na ktérych widoczne s3 obie izoformy tego biatka (Rycina 18a
A), natomiast w przypadku kory srédwechowej zamieszczono tylko wyciety fragment membrany na wysokosci
odpowiadajgcej masie 50kDa (Rycina 18b B), co uniemozliwia petng analize obrazu. W tym miejscu chciatabym
réowniez zapytac, czy poréwnujac zmiany w hipokampie i w korze sSrédwechowej analizowano membrany Western
blot jednoczesnie w identycznych warunkach eksperymentalnych.

W dalszej czesci pracy Autorka konsekwentnie bada zmiany mikrogleju, w tym aktywacje i zdolnosci
fagocytarne. Analizujgc obszar znakowania Ibal w korze srédwechowej, na stronie 62 pisze, ze ,9 miesiecy
stosowania diety WD spowodowato znaczny wzrost aktywacji mikrogleju, natomiast poziom ten nie réznit sie
istotnie od dopasowanej wiekowo kontroli”, jest to niefortunne sformutowanie i wymaga wyjasnienia, sugeruje,
ze skoro poziom lbal nie réznit sie od kontroli, to dieta zachodnia nie wptywa na aktywacje mikrogleju w tej
strukturze mdzgu, a wzrost poziomu tego biatka moze by¢ zwigzany ze wzrastajgcym wraz z wiekiem poziomem
peptyddéw amyloidu beta w mdzgu myszy APPswe. Podsumowanie wynikéw na zakorczenie tego podrozdziatu
zobrazowane dodatkowo na dwéch schematach porzadkuje uzyskane wyniki badan i utatwia ich analize. Analize
aktywacji proceséw prozapalnych kontynuowano poprzez oznaczenie poziomu kluczowych cytokin prozapalnych,
II-6 i 1I-1B oraz receptora TLR4. Silniejszg odpowiedz zapalng zaobserwowano w hipokampie w poréwnaniu do
kory srodwechowej i wykazano zalezne od wieku zmiany poziomu badanych cytokin.

Badania dotyczgce wptywu diety zachodniej i zaleznej od LPS aktywacji uktadu odpornosciowego na
markery charakterystyczne dla chA sg bardzo wazne w kontekscie wyjasnienia udziatu czynnikdw srodowiskowych
W rozwoju tego zaburzenia. Autorka zbadata dwa kluczowe dla chA markery, odktadanie sie peptydéw amyloidu
beta w postaci blaszek starczych oraz fosforylacje biatka Tau i zalezne od tego biatka zmiany cytoszkieletu. Analiza
immunofluorescencyjna wykazata, ze dieta zachodnia znacznie przyspiesza pojawienie sie blaszek starczych

zarowno w hipokampie jak i w korze srodwechowej, podczas gdy nie zaobserwowano takiego efektu po podaniu
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LPS. Zaobserwowano réwniez wzrost poziomu APP oraz produktéw jego proteolizy w hipokampie 4-miesiecznych
zwierzat pozostajgcych na diecie zachodniej. Analizujgc zmiany w fosforylacji bialka Tau Autorka pracy skupita sie
na zmianie potranslacyjnej dotyczacej fosforylacji treoniny w pozycji 231, uzasadniajgc wyboér tym, iz jest to
powszechnie uznany marker diagnostyczny chA. W tym przypadku najwieksze zmiany uzyskano u zwierzat 4-
miesiecznych. Ostatni etap badan, to analiza poziomu biatek synaptycznych, ktérych zmiany wskazujg na
zaburzenia funkcji synaps. Zbadano m.in. biatko gestosci postsynaptycznej PSD95 oraz marker NeuN i chemokine
CX3CL1. Wykazano, ze zmiany poziomu PSD95 pojawiajg sie wczesniej w hipokampie niz w korze srédwechowej.
Réwniez w hipokampie w wieku 12 miesiecy nastgpit spadek poziomu NeuN, sugerujgcy spadek liczby neuronéw
z wiekiem. W tej strukturze mézgu zaobserwowano réwniez zmiane proteolizy chemokiny CX3CL1 wydzielanej
przez neurony. Zmiany tych biatek zalezne s3 od wieku zwierzat. Prace zakonczono badaniem zmian
morfologicznych w obrebie hipokampa i kory sSrédwechowej oraz poréwnano do zwierzat typu dzikiego.

W Dyskusji (str. 108-135) konsekwentnie podzielonej na podrozdziaty poruszajgce kluczowe zagadnienia
tej pracy Doktorantka podsumowuje uzyskane wyniki badan i konfrontuje je z najnowszg literaturg. Autorka
stusznie zauwaza, ze nadekspresja APP i uwalnianie peptydéw AP, ktére narasta wraz z wiekiem jest czynnikiem
kluczowym prowadzacym do dysfunkcji synaps w badanym modelu. Jednak jej badania niezbicie dowiodty, ze
dieta zachodnia prowadzi do aktywacji proceséw prozapalnych, ktére mogg przyspiesza¢ dysfunkcje zakonczen
synaptycznych i neurodegeneracje. Cho¢ mechanizmy aktywacji gleju zalezne od stosowania diety zachodniej
pozostajg niewyjasnione, to Autorka pracy na podstawie uzyskanych wynikéw badan oraz najnowszej literatury
proponuje Sciezki aktywacji gleju i stawia hipoteze, ze aktywacja kompleksu CD14-TLR4-MD2, a nastepnie
aktywacja czynnika transkrypcyjnego NfkB prowadzi do uwalniania cytokin prozapalnych i neurozapalenia.
Podchodzi jednak do uzyskanych wynikéw badan z duzg ostroznoscig i krytycyzmem.

Podsumowanie i Wnioski umieszczone po zakoriczeniu dyskusji sg prawidtowo skonstruowane, stanowia
jasne i logiczne streszczenie gtdwnych osiggnie¢ Autorki rozprawy i odpowiadajg na postawione cele.

Analiza pracy nasuneta mi jednak drobne uwagi i kilka pytan:

1. Przedstawienie wynikéw w postaci bardzo matych i prawie nieczytelnych wykreséw utrudnia ich analize;

2. Poniewaz w pracy wywotywano u badanych zwierzat ogdlnoustrojowy stan zapalny, chciatabym zapytaé, czy
po pobudzeniu uktadu odpornosciowego LPS obserwowano u zwierzat typowe dla infekcji bakteryjnej
zachowania i objawy chorobowe (ang. sickness behavior), np. zmiana temperatury ciata (gorgczka lub spadek),
zaburzenia taknienia, aktywnosci lokomotorycznej lub zachowan spotecznych. Czy jakiekolwiek ,sickness
behawior” obserwowano w przypadku myszy pozostajgcych na diecie zachodniej?

3. Czy Doktorantka planuje przeprowadzi¢ badania z wykorzystaniem zwierzat typu dzikiego na diecie zachodniej,
po podaniu LPS oraz na diecie zachodniej i po podaniu LPS w analogicznych punktach czasowych i ocene typowych
dla chA zmian patologicznych w mdzgu oraz poréwnanie z wynikami uzyskanymi w ocenianej pracy? Badania z
wykorzystaniem zwierzat typu dzikiego pozwolityby na odniesienie do sporadycznej postaci choroby Alzheimera,

wystepujacej znacznie czesciej niz postac rodzinna.
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Ocena koricowa

Rozprawa doktorska mgr Angeliki Wieckowskiej-Gacek jest bardzo obszernym, wyczerpujgcym
opracowaniem dotyczagcym wptywu diety zachodniej na rozwdj stanu zapalnego i patologicznych zmian w mdézgu
w mysim modelu choroby Alzheimera. Praca zawiera oryginalne, nowatorskie wyniki badan, ktére niewatpliwie
przyczyniajg sie do zrozumienia mechanizméw neurodegeneracji w chorobie Alzheimera, spetniajgc tym samym
podstawowe wymagania stawiane pracy doktorskiej w zakresie wktadu w rozwdj wiedzy. Wysnute z badan
whnioski majg znaczenie nie tylko teoretyczne ale i praktyczne, m.in. dla opracowania sposobdéw zdrowego stylu
zycia, ktéry moze opdznié¢ pojawienie sie objawdw neurodegeneracji, szczegdlnie w dobie starzejacych sie
spoteczenstw. Wskazane uchybienia w pracy majg charakter drobnych btedéw, trudnych do unikniecia w tak
obszernym opracowaniu. Podsumowujgc, rozprawa doktorska Pani Angeliki Wieckowskiej-Gacek oparta jest o
wartosciowe, oryginalne wyniki naukowe, przedstawione w interesujgcy sposéb. Cele pracy zostaty zrealizowane
przy uzyciu odpowiednich metod badawczych. Wyniki omdéwiono w logiczny sposéb i przedyskutowano w oparciu
0 najnowszg dobrze dobrang literature. Na uwage zastuguje fakt, ze czes¢ wynikdw zostata opublikowana w pismie
o wysokim wspétczynniku oddziatywania, Doktorantka jest rowniez pierwszym autorem znakomitej pracy
pogladowej opublikowanej w renomowanym pi$mie o IF = 10,616.

Stwierdzam zatem, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Angeliki Wieckowskiej-
Gacek p.t. ,Wptyw diety zachodniej na rozwdj stanu zapalnego i patologicznych zmian w mdézgu w mysim modelu
choroby Alzheimera” spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). Na tej podstawie wnosze do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie o dopuszczenie Doktorantki do dalszych

etapow postepowania doktorskiego.
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pracy doktorskiej mgr inz. Angeliki Wieckowskiej-Gacek

»Wplyw diety zachodniej na rozwoj stanu zapalnego i patologicznych
zmian w m6zgu w mysim modelu choroby Alzheimera”

Rozprawa doktorska porusza istotny z punktu widzenia diagnostycznego
1 terapeutycznego problem nieznanych drég w patogenezie choroby Alzheimera (chA),
powszechnie wystepujacego nieuleczalnego schorzenia neurozwyrodnieniowego.

Choroba Alzheimera charakteryzuje si¢ nabytym, postepujacym zaburzeniem funkcji
poznawczych, ktoére znaczaco przyczyniajg si¢ do pogorszenia jako$ci codziennego zycia
pacjentéw dotknigtych tym schorzeniem. W zdecydowanej wigkszosci przypadkéw, objawy
rozpoczynaja si¢ w péZnym wieku tj. po 65 r.z. Natomiast w przypadku 1% pacjentow
moéwimy o rodzinnej postaci chA (RehA), w ktorej objawy rozpoczynaja sie nawet okoto 30
r.z. Poczatkowa faza choroby przebiega skapoobjawowo, co nie wplywa w znaczny sposéb na
spadek komfortu codziennego funkcjonowania. Wraz z rozwojem choroby, wéréd
wystepujacych zaburzen funkcji poznawczych wyr6znia sie zaniki pamigci, zaburzenia
odbierania bodzcéw wizualnych, a takze uposledzong zdolno§¢ mowy, co wynika z
postepujacego zaniku kory moézgu i hipokampa. W patofizjologii chA obserwowane sg
odkfadajgce si¢ blaszki amyloidu ztozone z amyloidu B (AB) oraz splatki neurofibrylarne
sktadajace si¢ z hiperfosforylowanego biatka tau. Towarzyszacymi zjawiskami sg takze: pilsn
nerwowa, astrocytoza, aktywacja mikrogleju oraz mozgowa angiopatia amyloidowa. Proces
wiazgcy kaskade amyloidu i biatko tau WCiaz jest jeszcze tematem badan.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska wpisuje sie w zakres obecnie
prowadzonych badafn nad patogenezg chA. Przeprowadzone w niniejszej pracy badania
stanowig probg wyjasnienia procesu zwyrodnieniowego toczacego sie w przebiegu chA, w
oparciu 0 wzajemne zaleznosci pomigdzy procesem zapalnym a aktywacjg komorek
glejowych i tworzeniem sie toksycznych oligomeréw AP oraz blaszek amyloidowych. Wybor
tematu rozprawy doktorskiej jest zatem celny i praktycznie uzasadniony.

Oceniana rozprawa doktorska ma strukturg klasycznej dysertacji naukowej. Liczy 167
stron wydruku komputerowego i zostata podzielona na rozdzialy: streszczenie w Jjezyku
polskim i angielskim, wykaz najwazniejszych skrétow, wstep, zalozenia i cele pracy,
materiaty i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie i wnioski. Piémiennictwo tej pracy (w
liczbie ponad 350 pozycji) jest w duzej czgsci bardzo aktualne (okoto 40% pozycji z ostatnich

pigciu lat). Praca zawiera 25 tabel oraz 49 rycin. Wykaz stosowanych skrétéw zostat



umieszczony na poczatku pracy. Uklad pracy jest czytelny i logicznie zestawiony, z licznymi
autorskimi schematami ulatwiajgcymi zrozumienie analizowanych zagadnien.

We wstepie Doktorantka przyblizyta problemy zwigzane ze starzeniem si¢
spoteczefistw oraz wydtuzeniem sredniej dhugosei zycia w krajach uprzemystowionych i w
Polsce. Jak wiadomo, nastgpstwem wydtuzenia dhugoéci zycia bylo zwigkszenie populacji
036b po 65 r.z. oraz liczby zachorowan na choroby typowe dla tego wieku, w tym choroby
zwyrodnieniowe osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Mgr A. Wieckowska-Gacek
wsréd choréb o podiozu naurozwyrodnieniowym wyréznita choroby otepienne. Otgpienie
dotyka 18 milionéw ludzi na caltym $wiecie. Nalezy podkresli¢, Ze otepienie nie Jest
schorzeniem, ale zespolem objawow spowodowanych chorobg mézgu, zwykle przewlekts lub
postepujaca, klinicznie charakteryzujaca si¢ licznymi zaburzeniami wyzszych funkcji
korowych, takich jak pamig¢, myslenie, orientacja i uczenie si¢. Ponadto, w przebiegu
otgpienia obserwuje sie deficyty poznawcze, ktére czgsto utrudniaja aktywno§é zawodowa,
funkcjonowanie spoleczne i wykonywanie codziennych czynnosci. Najczgstsze typy otepienia
to chA i otepienie z ciatami Lewy’ego (DLB). Wyréznia si¢ takZe otgpienie naczyniowe
(VaD) i otgpienie czolowo-skroniowe (FID). Do czynnikéw ryzyka ot¢pienia zalicza sie
wiek, niski poziom wyksztatcenia, nadci$nienie tetnicze i inne czynniki naczyniowe. W
kontekécie ,,otepienia” (str. 11), we wstepie nalezatoby wspomnie¢ réwniez o innych
chorobach otgpiennych, ktoérych przebieg niejednokrotnie jest podobny. Nalezy jednoczesnie
zaznaczy€, ze w jezyku polskim uzywa si¢ stowa ,,otepienie”, a »demencja” (str, 11) jest
zapozyczeniem z jezyka angielskiego, chociaz do$¢ Czgsto pojawiajagcym si¢ w
piSmiennictwie.

Doktorantka przedstawita réwniez podstawowe zmiany neuropatologiczne w
przebiegu chA w spos6b szczegolowy, poprawny merytorycznie i przystgpny dla czytelnika.
Nalezy jedynie dodaé, ze zaré6wno odkladnie sig zlogow AP, jak i fosforylacja biatka tau (str.
16) nie sg spotykane jedynie w patologii chA, ale pojawiaja si¢ rtéwniez w innych chorobach
neurozwyrodnieniowych, co w znacznym stopniu utrudnia diagnostyke choréb o podobne;j
etiologii, zwlaszcza na wstepnym etapie rozwoju schorzenia.

Jak wiadomo chA jest chorobg wieloczynnikowa, genetyczng (70%) i $rodowiskowa
(30%). Doktorantka przyblizyta podloze genetyczne chA, wspomniala o genach
przyczynowych (4PP, PSENI, PSEN?) zwigzanych z RchA. Nalezy zaznaczy¢, ze mutacje w
genie APP moga prowadzié do ujawnienia si¢ choroby z péznym poczatkiem (po 65 r.z.), w
okresie charakterystycznym dla sporadycznej chA (SchA) (str. 17). Natomiast mutacje w
genie PSENI a nawet PSEN2 odpowiadaja za chA o wezesnym poczgtku, przed 60 r.z.



Doktorantka wspomina réwniez o genie ryzyka chA, wraz ze szczegblowy charakterystyka
alleli, w tym wariantu patogennego APOE &4.

W dalszej czgsci rozdziatu Doktorantka przedstawita zaburzenia w ukladzie
immunologicznym i zwrdcila uwage na istotng role astrogleju i mikrogleju w rozwoju zmian
zwyrodnieniowych w przebiegu chA. Co wigcej, podkreslita, ze komérki glejowe sa
miejscem odkladania si¢ zlogow AP a stan zapalny inicjuje rozwoj proceséw prowadzacych
do uszkodzenia osrodkowych neurondw. Przedstawila réwniez dwie alternatywne hipotezy
zmian w przebiegu chA, »hipoteze amyloidows” typowag dla RchA oraz »hipoteze
podwojnego szlaku”, w ktérej stan zapalny odgrywa istotna role. Ta druga teoria stala sie
podstawa przygotowania ocenianej rozprawy doktorskiej. W dalszej czesci oméwita
modyfikowalne czynniki ryzyka chA, w znacznej czedci zalezne od stylu Zycia. Zwrécita
szczegolng uwage na stosowana diete.

Wydaje sig, ze doglebna analiza wplywu odzywiania sig i innych czynnikdw ryzyka
chA na rozwéj zmian zwyrodnieniowych w OUN ma aspekt zaréwno kliniczny, jak i
edukacyjny. Ponadto, szerokie om6wienie tematyki, na ktorej opiera sig czes$¢ doswiadczalna
pracy zashuguje na podkreélenie, poniewaz przybliza czytelnikowi zrozumienie podstaw
teoretycznych analizowanych zagadnien.

Doktorantka okreslita zalozenia i cele pracy. Gtéwnym celem pracy bylo
przeprowadzenie pierwszej szczegblowej analizy sekwencji patologicznych zdarzef
wywolanych przez ,diete zachodnig” (WD) podczas »przedobjawowego stadium chA” w
dwéch strukturach mozgu: w hipokampie i korze srédwechowej. Moja drobna uwaga.
Badania byly wykonywane na zwierzecym modelu doswiadczalnym, dlatego w celu pracy nie
powinno odnosié sie do »przedobjawowego stadium chA”. Cele szczegotowe zostaly jasno
sformutowane i zawarte w 5 punktach obejmujgcych wytyczone zadania.

Badania przeprowadzono na myszach APPswe (linia Tg #1349; B6;SJL-
Tg(APPSWE)2576Kha) zakupionych z TACONIC BIOSCIENCES Laboratory, USA. Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze model transgenicznych myszy APPswe charakteryzujacy sie
nadekspresja zmutowanego APP, Jest wysokiej jakosci i powszednie uzywany w badaniu
patogenezy chA. Nalezy rowniez podkresli¢, ze praca doktorska ma w pewnym zakresie
znaczenie kliniczne. Eksperymenty na modelu zwierzgcym zaprojektowano uwzgledniajgc
wiek ludzki oraz okresy rozwoju chA. Myszy podzielono na pig¢ grup wiekowych 4, 8, 12, 16
1 20 miesigey, co odpowiadato u cztowieka 25, 35, 45, 65, 75 lat. Uwzgledniono réwniez
stadia rozwoju choroby: prodromalne, tagodne zaburzenia funkcji poznawczych, trzy stadia

otgpienia, tagodne, umiarkowane i cigzkie. Wiek 4 - 12 miesiecy, odpowiadal stadium



przedobjawowemu choroby, w ktérym zachodza procesy patologiczne prowadzace do
agregacji peptydéw AP, natomiast nie wystepuja ztogi AB w postaci plytek starczych. Blaszki
starcze u zwierzat pojawiajg sie w 16-miesigcu zycia. Na podkredlenie zashiguje fakt, ze
wszystkie etapy przelomowe dla rozwoju chA zostaty wyznaczone do§wiadczalnie.

W badaniach wykorzystano metody histologiczne, immunohistochemiczne,
mikroskopowe, w tym mikroskop konfokalny pozwalajagce na uzyskanie wiarygodnych
wynikéow. Na podkre$lenic zastuguje dobér przez Doktorantke¢ metod i opis procedur
badawczych. Moze on Swiadczy¢ o duzej znajomosci technik z zakresu biologii molekularnej,
dobrym przygotowaniu merytorycznym i do§wiadczeniu w pracy laboratoryjnej. Zastosowane
metody sg nowoczesne i spetniajg kryteria naukowe wymagane dla tego rodzaju prac. Dobrze
dobrano réwniez metody do oceny statystycznej uzyskanych wynikéw.

Wyniki badafi przedstawiono w postaci wykreséw, rycin i zdje¢ mikroskopowych.
Przedstawiono je bardzo szczegbtowo, niekiedy z autorskimi rycinami wyjasniajacymi
zachodzace procesy patologiczne. Zmiany morfologiczne potwierdzono profesjonalnie
przygotowang dokumentacja mikroskopows. Doktorantka podjeta probe wykazania wplywu
czynnikow Srodowiskowych na generowanie stanu zapalnego o réznym nasileniu, jako
przyczyng rozwoju neurodegeneracji. W tym celu wykorzystata WD, diete bogata w zwiazki
lipidowe, jako model przewlektego stanu zapalnego oraz lipopolisacharyd (LPS) jako silny
czynnik wyzwalajgcy reakcje naurozapalng. Wykazata, ze WD i LPS w zréznicowany sposéb
wplywaja na poziom parametréw molekularnych. WD wywotuje hipercholesterolemic i
hiperglikemie. Prowadzi do zmian osrodkowych, zwigkszajac poziom IL-1B oraz aktywujac
astrocyty w hipokampie, a takze przyspiesza prozapalng polaryzacje mikrogleju i uposledza
proces fagocytozy w hipokampie. Wykazata réwniez, ze przewlekly stan zapalny prowadzi do
zwigkszenia poziomu biatka APP i Jego fragmentéw CTFs w hipokampie oraz przyspiesza
odkiadanie plytek AB zaréwno w hipokampie, jak i korze srodwechowej, w strukturach
istotnych dla rozwoju otepienia. Co wigcej, nie wplywa istotnie na poziom markeréw PSD95,
NeuN i CX3CLI1, a zmiany neurodegeneracyjne w poszczegblnych obszarach hipokampa
przebiegajg relatywnie wolno. Stwierdzita takze, ze przewlekty stan zapalny w polgczeniu z
genetyczng predyspozycja do zachorowania na chA nasila procesy neurodegeneracyjne,
poniewaz zadne zwierze doswiadczalne karmione WD nie osiggneto wieku 16 miesiecy.
Natomiast silny stres (LPS) w odréznieniu od przewleklego nie prowadzi do zmian
metabolicznych i nie jest zZwigzany z przyspieszeniem procesow amyloidogenezy co moze

swiadczy¢ o istnieniu silnych mechanizméw adaptacyjnych i obronnych organizmu.



Uzyskane wyniki badan 3 niewgtpliwie osiagnieciem autorskim, zwlaszeza w
odniesieniu do stwierdzenia, ze aktywacja astrogleju wyprzedza zmiany w mikrogleju oraz ze
toksyczne oligomery Ap wyprzedzajg odkladanie si¢ blaszek ztozonych z AB. Doktorantka
wskazuje rowniez, ze blaszki AP s3 konsekwencjg uruchomienia proceséw ochronnych w
organizmie przed toksycznymi oligomerami AP uszkadzajacymi synapsy i neurony.

W oméwieniu Doktorantka ustosunkowata si¢ do uzyskanych wynikéw i porownata je
z wlasciwie dobranymi danymi z piSmiennictwa krajowego i Swiatowego. Moze to swiadczyé
0 duzej znajomosci prezentowanych zagadnien. Nalezy podkreslié, ze Doktorantka po raz
pierwszy przedstawita szczegolowy sekwencje zmian ogolnoustrojowych i metabolicznych
Oraz zmiany neurozapalne i patologi¢ AB w obszarze hipokampa i kory srodwechowe;j
wywotane przez przewlekly stan zapalny. Co wigcej, wykazata, 7e przewlekly stan zapalny
zaburza gospodarke cholesterolu oraz usuwanie AB, co wydaje sie by¢ Jednym z gtéwnych
czynnikéw przyspieszajgcych rozwoj choroby otepiennej. Obserwowane zmiany na poziomie
molekularnym mogg tlumaczy¢ pojawiajace sie w badaniach klinicznych objawy u chorych z
chA na réznych etapach rozwoju schorzenia.

Rozprawa doktorska zostata podsumowana krétkim opisem uzyskanych wynikéw oraz
kilkoma wnioskami. Wnioski oparto na przeanalizowanych zaleznoéciach pomiedzy
procesem zapalnym a aktywacja komérek glejowych i tworzeniem si¢ toksycznych
oligomeréw AP oraz blaszek amyloidowych.

Praca jest napisana poprawnym jezykiem polskim, z duza starannoscig edytorskg i
dobra dokumentacja wynikéw oraz dojrzato$cia naukowsa. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
praca jest wykonana z wykorzystaniem réznorodnych, najnowszych metod z zakresu biolo gii
molekulamnej, wymagajacych do$wiadczenia w pracy laboratoryjnej. Badania wymagaty
ogromnego nakfadu pracy. Co istotne, daly odpowiedZ na wiele do tej pory nieznanych
zalezno$ci w patomechanizmie chA. Uzyskane wyniki badan, zwlaszcza w odniesieniu do
aktywacji astrogleju i zaburzen funkcji mikrogleju powodujg, Ze praca jest ponadprzecietna.

Z racji obowigzku recenzenta musze jednak wspomnieé¢ o pewnych uchybieniach:
Zamiast sformutowania tkanka mozgowa (m.in. str. 7) proponowatabym uzycie struktury
mozgu lub komérki nerwowe lub glejowe, a zamiast demencja (m.in. str. 11) otgpienie.

Str. 14, zamiast ,,progresja zmian patologicznych” rozwéj zmian patologicznych.

Str. 17, ,,050by z kombinacjq allel” 0soby z genotypem

Str. 21, nalezy doprecyzowaé stwierdzenie Wykazano, ze AD moze rozwijac sie jako
dlugotrwaly efekt urazu mozgu, w tym operacji”,

Str. 29, nalezy uzupemié ,,w osoczu pacjentow z AD jest 3-6 razy wigksze niz normalnie”



Str. 31, ,zaburza procesy uczenia si¢ i pamieci zalezne od hipokampa oraz wzmaga
wymieranie neurondow”, umieranie neurondw czy raczej zanik neuronéw.
W pracy pojawily sie réwniez drobne bledy edytorskie, zwlaszcza w Bibliografii.

Przedstawione spostrzezenia nie umniejszajg wartoci przedstawionej mi do recenzji
rozprawy doktorskiej. Cheiatabym podkresli¢, ze w moim przekonaniu dysertacja ma warto§é
naukowo-poznawcza, a w niektérych aspektach nowatorskg i odkryweza.

Na uwage zastuguje fakt, ze Doktorantka oparta swoja pracg doktorska czgsciowo na
artykutach opublikowanych w renomowanych czasopismach naukowych: Wigckowska-Gacek
i wsp. Ageing Res Rev. 2021 (IF 10,616); Wieckowska-Gacek i wsp. Front Aging Neurosci.
2021 (IF 5,750).

Biorgc pod uwage dobér i znajomos$¢é metod badawczych, dobrze wykonang
dokumentacje pracy doktorskiej oraz aktywnogé naukowg wnioskuje o wyréznienie
przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskie;j.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreglone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630).

Przedstawione powyzej uzasadnienie pozwala przedstawi¢ Radzie Naukowej wniosek
o dopuszczenie mgr inz. Angeliki Wigckowskiej-Gacek do dalszych etapdw przewodu
doktorskiego.

Z powazaniem,

{_‘Mﬂn}ﬂ, 30(\%101{;@

Prof. dr hab. Jolanta Dorszewska



UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU
KATEDRA I KLINIKA NEUROLOGII PRACOWNIA NEUROBIOLOGII

ul. Przybyszewskiego 49 tel. 61 8691 439, -134
60-355 Poznan fax . 61 86 91 697

Poznan, 26.08.2023

Prof. dr hab. Agnieszka Dobrzyn

Dyrektor

Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN
UL Ludwika Pasteura 3

02-093 Warszawa

Szanowna Pani Profesor,

Dotgczam uzasadnienie o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz. Angeliki
Wieckowskiej-Gacek ,,Wptyw diety zachodniej na rozwéj stanu zapalnego i patologicznych
zmian w mézgu w mysim modelu choroby Alzheimera”.

Praca doktorska jest wykonana z wykorzystaniem réznorodnych, najnowszych metod z
zakresu biologii molekularnej, wymagajacych do$wiadczenia w pracy laboratoryjnej. Badania
byly bardzo logicznie zaprojektowane i wymagaty ogromnego nakladu pracy. Co istotne, daja
odpowiedz na wiele nieznanych do tej pory zaleznosci w patomechanizmie choroby
Alzheimera i innych otepien. Chcialabym podkreslié, ze w moim przekonaniu dysertacja ma
wartos¢ naukowo-poznawcza, a w niektérych aspektach nowatorskg i odkrywcza.

Biorac pod uwage dobér i znajomo$¢ metod badawczych, dobrze wykonang dokumentacje
pracy doktorskiej oraz aktywno$é naukowg wnioskuje o wyrdznienie przedstawionej mi do
oceny rozprawy doktorskie;.

Laczg wyrazy szacunku,
?;%Ma, Dopsunlie.

Prof. dr hab. Jolanta Dorszewska
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