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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr inz. Anny Milczarek (z domu Gajowiak) zatytutowane;j
»Rola dysmutazy ponadtlenkowej 1 (SOD1) w regulacji metabolizmu zelaza u myszy”,
ktdra zostata wykonana w Zespole Biologii Molekularnej Zelaza
Zaktadu Biologii Molekularnej Instytutu Genetyki
i Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk
pod opieka promotora prof. dr. hab. Pawta Lipinskiego

Tematyka przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej dotyczy dysmutazy ponadtlenkowej 1
(SOD1) i jej roli w regulacji metabolizmu zelaza. Badania zostaty wykonane na modelu mysim, na roznych
etapach rozwoju, w warunkach zmniejszonej, jak i zwiekszonej aktywnosci SOD1. Oprécz badan in vivo
doktorantka positkowata sie badaniami in vitro, stosujgc mysie makrofagi (i) izolowane ze szpiku kostnego
(ang. bone marrow-derived mcrophages; BMDM) transgenicznych myszy Irp1** i Irp17" oraz (ii) linii RAW
264.7. Badania podjete przez mgr inz. Milczarek sg niewatpliwie nowatorskie i istotne w kontekscie
zrozumienia procesdw zaangazowanych w metobalizma zelaza, a takze etiologie stwardnienia
zanikowego bocznego (ang. Amyotrophic Lateral Sclerosis; ALS) — nieuleczalnej choroby
neurodegeneracyjnej, ktérej przyczyn upatruje sie m.in. w wystepowaniu mutacji genu SOD1.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Rozprawa doktorska Pani mgrinz. Anny Milczarek zatytutowana ,,Rola dysmutazy ponadtlenkowe;j
1 (SOD1) w regulacji metabolizmu zelaza u myszy” liczy 108 stron i zostata przygotowana w sposéb typowy
dla rozpraw doktorskich powstatych w oparciu o artykuty naukowe, spetniajgc tym samym wymogi
formalne stawiane tego typu dzietom. Rozprawe stanowig trzy publikacje: jeden artykut przeglagdowy
i dwie oryginalne prace badawcze. Wszystkie prace zostaty opublikowane w czasopismach z bazy Web of
Science.

Pierwszg czes¢ rozprawy stanowi manuskrypt (50 stron) obejmujacy: wykaz skrotéw oraz prac
zawartych w rozprawie, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, hipotezy badawcze, cele pracy,
materiaty i metody, omowienie wynikdw, dyskusje, wnioski i bibliografie, na ktdrg sktada sie 107 pozycji,
z czego 73 ukazaty sie w ostatnim dziesiecioleciu. Tekst tej czesci rozprawy wspomagany jest czterema
rycinami. Warto doda¢, ze pod wykazem publikacji zawarto informacje o finansowaniu badan ze zrodet
zewnetrznych (grant Narodowego Centrum Nauki). Kolejna cze$¢ rozprawy zawiera osSwiadczenia
wspotautorow, okreslajgce szczegdtowo ich wktad w publikacje. W ostatniej czesci rozprawy Pani mgrinz.
Anna Milczarek prezentuje cykl trzech spojnych tematycznie publikacji naukowych opublikowanych
w latach 2016-2017 w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym: (1) PLoS One (2017; IF2017=2,766),
(2) Frontiers in Molecular Neurosciences (2016; IF2016=5,076), (3) Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej (2016; |F2016=0,690). Doktorantka jest pierwszym autorem we wszystkich
przedtozonych do oceny prac.
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Stosowne os$wiadczenia wspodtautorow jednoznacznie wskazujg na udziat Doktorantki
w przygotowanie poszczegdlnych prac, stanowigcych podstawe ubiegania sie o stopient doktora nauk
rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo. Tres¢ oswiadczen potwierdza zaangazowanie
Doktorantki w opracowanie koncepcji badan/przegladu pismiennictwa (1-3), zebranie danych
literaturowych (3), wykonanie analiz laboratoryjnych (1, 2), opracowanie wynikéw (1, 2) i przygotowanie
manuskryptéw do druku (1-3).

Sktadajgce sie na rozprawe doktorskg praca przeglagdowa oraz oryginalne prace badawcze byty
poddane wnikliwej analizie i ocenie przez redakcje oraz niezaleznych recenzentéw, a fakt opublikowania
w prestizowych czasopismach wskazuje na ich wysokg wartos¢ naukowgq. Dlatego moja rola jako
recenzenta tak przygotowanej rozprawy doktorskiej sprowadza sie raczej do oceny manuskryptu
polskojezycznego bedgcego autorskim opracowaniem samej Doktorantki, ujawniajgcym Jej zasob wiedzy,
umiejetnos¢ formutowania wnioskdw i postugiwania sie pismiennictwem naukowym.

MERYTORYCZNA OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Zelazo jest jednym z najwazniejszych pierwiastkdw $ladowych niezbednych do prawidtowego
funkcjonowania zywych organizméw. Jego niebagatelng pozycje wsrdd pierwiastkow determinuje
zaangazowanie w prawidtowy przebieg kluczowych procesow biologicznych, przede wszystkim jako
aktywny biochemicznie element kofaktorow takich jak centra zelazowo-siarczkowe oraz hem,
decydujacych o aktywnosci i funkcji wielu biatek. Istotg wewnatrzkomorkowej homeostazy zelaza jest,
z jednej strony, dostarczenie odpowiedniej ilosci zelaza aby zachowad ciggtosci procesow niezbednych do
przetrwania komorki, a z drugiej ograniczenie toksycznosci jondw Fe(ll), co wigze sie gtéwnie z ich
udziatem w reakcji Fentona. Wazng ewolucyjnie zachowang strategig jest rowniez obecnos¢ enzymaow
neutralizujgcych poszczegélne reaktywne formy tlenu biorgce udziat w reakcji Fentona. Istotnym
elementem systemow antyoksydacyjnych ssakow jest cytoplazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa -
SOD1, bedaca przedmiotem badan opisanych w recenzowanej rozprawie doktorskiej. W wiekszosci
komorek ssakéw homeostaza zelaza ustala sie dzieki kilku procesom do ktorych zaliczyé mozemy
transport zelaza do komorki i organelli komorkowych, jego wewnatrzkomadrkowe magazynowanie lub
pobieranie na potrzeby syntezy biatek oraz usuwanie do $rodowiska pozakomadrkowego. W procesach
tych uczestniczg liczne biatka, sposréd ktérych na uwage zastuguja ferrytyna (Ft), ferroportyna (Fpn),
ceruloplazmina (Cp), transferryna (Tf) i jej receptor (TfR1). Na strazy wewnatrzkomorkowej homeostazy
zelaza stojg rowniez mechanizmy potranskrypcyjnej regulacji ekspresji gendw, zachodzace z udziatem
biatek regulujgcych — IRP (ang. Iron Regulatory Proteins). Zaburzenie homeostazy zelaza w komorce jest
niebezpieczne dla zdrowia cztowieka, a nadmiar lub niedobdr zelaza w konsekwencji doprowadzi¢ moze
do rozwoju powaznych schorzen objawiajgcych sie dysfunkcjg wielu narzadow, a w skrajnych przypadkach
Smiercig. Do najbardziej znanych schorzen spowodowanych zaburzeniem homeostazy zelaza nalezg
hemochromatoza i niedokrwistosé. Od wielu lat prowadzone sg rowniez badania nad rolg zelaza
w etiologii chordob neurodegeneracyjnych. Aczkolwiek, wcigz brak jest badan podejmujgcych sie
kompleksowej analizy regulacja metabolizmu zelaza w os$rodkowym uktadzie nerwowym. Do choréb
neurodegeneracyjnych przebiegajgcych z zaburzeniem metabolizmu zelaza nalezy ALS. Jest to choroba,
w ktérej oprocz degeneracji neurondw ruchowych obserwujemy uszkodzenie i dysfunkcje miesni
szkieletowych. W przebiegu tej choroby dochodzi do stopniowego ostabienia, atrofii i przykurczu miesni,
pogarszania sie sprawnosci ruchowej, paralizu i ostatecznie $mierci na skutek zatrzymania pracy miesni
oddechowych. Wsréd przypadkow ALS uwarunkowanych genetycznie okoto 20% stanowig przypadki
spowodowane mutacjami w genie SOD1. Niestety nadal nie wiele wiemy na temat regulacji ekspresji
gendw metabolizmu zelaza w ALS. Zatem podjecie przez Doktorantke badan zmierzajgcych do
wyjasnienia roli SOD1 w regulacji metabolizmu zelaza jest uzasadnione potrzebg poznania podtoza oraz
rozwoju zaburzen towarzyszacych patogenezie genetycznych chordb neurodegeneracyjnych,

Prof. dr hab. Monika M. Kaczmarek | Zaktad Mechanizméw Dziatania Hormondw | Laboratorium Biologii Molekularnej
ul. Bydgoska 7 | 10-243 Olsztyn | Polska
tel. (+48) 89 539 31 12 lub 63| e-mail: m.kaczmarek@pan.olsztyn.pl



przebiegajgcych z zaburzeniem homeostazy zelaza. Doktorantka podczas realizacji celéw szczegdtowych
pracy przeprowadzita szereg dobrze zaplanowanych doswiadczen in vivo i in vitro, stosujgc szeroki
wachlarz technik biochemicznych, molekularnych, mikroskopowych. Realizujgc poszczegdlne cele
testowata dwie hipotezy badawcze, ze (1) zaréwno brak, jak i zwiekszenie aktywnosci SOD1, a takze stres
oksydacyjny, w ktérym dominujgcg reaktywng pochodng tlenu czgsteczkowego (O;) jest anionorodnik
ponadtlenkowy (02%), wptywa na zmiany w komorkowym i tkankowym metabolizmie zelaza;
(2) w tkankach myszy transgenicznych z nadekspresjg zmutowanego genu SOD1%%A, ktére s3 jednym
z modeli stwardnienia zanikowego bocznego, zachodzg zmiany metabolizmu zelaza zalezne i niezalezne
od zwiekszonej aktywnosci SOD1.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anny Milczarek poprzedzona jest szczegétowym Wstepem,
w ktérym Doktorantka przedstawia zagadnienia dotyczgce biologicznego znaczenia oraz metabolizmu
komodrkowego zelaza, a takze opisuje przedmiot badan — dysmutaze ponadtlenkowg - SOD1 oraz chorobe
neurodegeneracyjng - ALS. Doktorantka sprawnie wprowadza nas w zakres tematyczny rozprawy,
POruszajgc w wyczerpujacy sposob praktycznie wszystkie aspekty swojej pracy badawcze;.

W czesci Materiaty i metody, odnoszac sie do poszczegdlnych prac eksperymentalnych
stanowigcych rozprawe, Doktorantka opisuje wszystkie etapy pracy eksperymentalnej, poczgwszy od
opisania modeli badawczych - szczepdw myszy oraz komdrek uzytych w badaniach in vivo oraz in vitro,
przez metody biochemiczne, molekularne i mikroskopowe, koriczagc na metodach analizy statystyczne;.
Wiecej uwagi poswieca opisowi analizy fluorescencyjnej preparatéw rdzenia kregowego myszy SOD16%34
oraz typu dzikiego, ktorej wyniki uzyskano juz po opublikowaniu prac.

Rozdziat Wyniki stanowi zwiezty, uporzgdkowany opis uzyskanych wynikdw, zaprezentowanych
w przejrzysty sposob w odniesieniu do dwdch opublikowanych prac eksperymentalnych. W pierwszej
z nich mgr inz. Anny Milczarek opisuje wyniki ekspresji IRP1 w watrobie na poziomie biatka w zaleznosci
od zmian aktywnosci SOD1, zachodzacych w zyciu ptodowym oraz u dorostych myszy. Wykazuje, ze
poziom biatka IRP1 nie jest skorelowany ze zmianami aktywnosci SOD1. U myszy dorostych, jedynie
catkowity brak aktywnosci enzymatycznej SOD1 (szczep myszy Sod17") wywotuje obnizenie ekspresji IRP1.
Natomiast, poziom IRP1 w watrobie ptodéw Sod1** i Sod17- w wieku embrionalnym E14,5 i E18,5 jest
bardzo zblizony, a rdznica pojawia sie w pierwszym dniu zycia postnatalnego (PND) i utrzymuje sie
przynajmniej do PND70. Doktorantka przeanalizowata rowniez ekspresje i aktywnos¢ akonitazowg oraz
trans-regulatorowg IRP1 w warunkach zwiekszonego stezenia 02° stosujgc w uktadzie
eksperymentalnym linie RAW 264.7 o konstytutywnej aktywnosci SOD1 i parakwat (PQ), zwigzek
chemiczny ulegajacy redukcji do rodnikojonu, bedgcego prekursorem rodnikéw nadtlenkowych. Kolejne
badania zaprezentowane w pierwszej pracy dotyczyty okreslenia, czy obnizenie aktywnosci trans-
regulatorowej IRP1 wptywa na ekspresje transkryptoéw zawierajgcych sekwencje IRE (ang. lron Response
Element) w regionach 5’ lub 3" UTR, odpowiednio podjednostki lekkiej Ft (L-Ft) i TfR1. W badaniach tych
zastosowane zostaty BMDM uzyskane od myszy Irp1** i Irp17", ktére traktowano PQ. Okazato sie, ze PQ
powoduje wzmocnienie komorkowej odpowiedzi antyoksydacyjnej, objawiajgcej sie podwyzszong
ekspresjg L-Ft, uzyskang dzieki jednoczesnej (i) indukcji ekspresji oraz (ii) odblokowaniu translacji genu
podczas niedoboru IRP1. W drugiej publikacji mgr inz. Milczarek skupia sie na przesledzeniu ekspres;ji
genow zwigzanych z metabolizmem zelaza stosujgc szczep myszy (i) z nadekspresjag zmutowanego
ludzkiego genu SOD1%%3* oraz (i) z nadekspresjg niezmutowanego genu SODI (linia G1H), a takze
(iii) nietransgeniczne myszy kontrolne typu dzikiego. Doktorantka, zanim przystapita do gtéwnych analiz,
wykonata bardzo wazng charakterystyke modeli badawczych w kontekscie zmian patologicznych
charakterystycznych dla ALS. Wystepowanie depozytéw zelaza stwierdzita jedynie w obrebie tkanki
miesnia brzuchatego tydki myszy SODI16%34. Natomiast podwyzszony poziom SOD1 wykazata we
wszystkich badanych tkankach i narzadach zwierzat transgenicznych, m.in. w mie$niach szkieletowych,
rdzeniu przedtuzonym i rdzeniu kregowym. Podobnej zaleznosci nie obserwowata dla IRP1, L-Ft, Fpn, Cp
oraz TfR1. Natomiast ekspresja podjednostki ciezkiej Ft (H-Ft) we wszystkich badanych tkankach byta
podwyzszona u dorostych myszy SOD1 i SOD1%°3 w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Tylko jeden
z badanych gendéw Hmox1, kodujgcy oksygenaze hemowg (HO1), wykazat charakterystyczng ekspresje
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w miesniach szkieletowych oraz w rdzeniu kregowym myszy SOD1%%4, wykazujgcych symptomy ALS.
W badaniach wykonanych juz po opublikowaniu prac, Doktorantka stwierdza zwiekszong ekspresje HO1
wytgcznie w komérkach mikrogleju rdzenia kregowego myszy SOD1%93A,

W zwieztej dobrze przygotowanej Dyskusji mgr inz. Milczarek konfrontuje rezultaty prac
eksperymentalnych z opublikowanymi juz wynikami badan, umiejetnie podejmujgc probe ich
interpretacji. Uzyskane wyniki sg logicznie powigzane z cytowanym pismiennictwem dotyczacym
tematyki rozprawy doktorskiej, doprowadzajgc do wysuniecia pieciu wnioskow koncowych. Doktorantka
umieszcza réwniez cenne i przejrzyste graficzne podsumowanie uzyskanych wynikéw w postaci ryciny
prezentujgcej koncepcje zaangazowania SOD1 i anionorodnika ponadtlenkowego w regulacje
toksycznosci zelaza w komérce.

Na podstawie uzyskanych wynikow Doktorantka wycigga dobrze sformutowane wnioski. Uznata
bowiem, ze jedynie brak aktywnosci SOD1 i silny, zalezny od 0,* stres oksydacyjny powodujg obnizenie
ekspresji IRP1 oraz aktywnosci akonitazowej i trans-regulatorowej tego biatka, co wydaje sie miec
znaczenie w metabolizmie zelaza. Co wiecej, stwierdzita, ze zalezno$¢ pomiedzy niskg aktywnoscig SOD1
i obnizonym poziomem IRP1 w watrobie nie wystepuje w okresie ptodowym myszy, co powigzata ze
zmniejszong ekspozycjg na O,. Dalsze obserwacje doprowadzity mgr inz. Milczarek do stwierdzenia,
iz podwyzszona aktywnos$¢ SOD1 u myszy transgenicznych z nadekspresjg ludzkiego genu SOD1 wptywa
na wzrost ekspresji podjednostek Ft i moze by¢ element odpowiedzi antyoksydacyjnej na zwiekszanie
stezenia H20,. W Swietle Swiatowych badan dotyczacych roli Zelaza w etiologii chordb
neurodegeneracyjnych, bardzo wazny jest wniosek o zastosowaniu rownolegtych badan nad etiologig ALS
z uzyciem rdéznych modeli badawczych, w tym szczepu myszy typu dzikiego. Najciekawsze wyniki
zamieszczone w pracy opublikowanej w Frontiers in Molecular Neurosciences i dodatkowo zweryfikowane
analizami immunofluorescencyjnymi HO1 w komdrkach mikrogleju rdzenia kregowego myszy SOD16%34
zawarto w ostatnim wniosku, ktory wskazuje na wystepowanie reakcji zapalnej w przebiegu ALS.

Z uznaniem stwierdzam, ze przedtozona rozprawa doktorska, ktorej podstawg sg publikacje
naukowe zostata opracowana bardzo dobrze. Nie ma w niej zbednych powtdrzen, ktére zostaty
szczegotowo przedstawione w publikacjach, natomiast zaréwno bardzo dobrze napisany Wstep,
jak i zwiezte polskojezyczne omowienie najwazniejszych wynikow prac eksperymentalnych oraz wnioski
nadajg pracy wspolny charakter i pokazujg wazny cel pracy jakim byto zbadanie roli dysmutazy SOD1
w regulacji metabolizmu Zelaza u myszy, z uwzglednieniem kontekstu etiologii chordb
neurodegeneracyjnych przebiegajgcych z zaburzeniem homeostazy zelaza.

PYTANIA | UWAGI KRYTYCZNE
Jednym z elementdw recenzji jest zwrdcenie uwagi na braki, btedy czy niescistosci. Przyznaje, ze
rozprawe mgr inz. Anny Milczarek cechuje duza starannosc, cho¢ nie ustrzegta sie ona przed kilkoma
niedociggnieciami. Ponizej zamieszczam w puntach kilka pytan i uwag krytycznych:

1. Wyniki zaprezentowane w pierwszej pracy eksperymentalnej nie wskazujg jasno na pte¢ zwierzat
uzytych w doswiadczeniach. Natomiast w drugiej pracy badania wykonywano tylko na samcach. Czy
podczas planowania badan rozwazano przeprowadzenie ich na osobnikach obu ptci? Czy ze wzgledu na
mozliwe powigzanie pewnych szlakdéw zapewniajgcych prawidtowg réwnowage hormonalng
i metabolizm zelaza mozna by spodziewac sie innych wynikéw u dojrzatych ptciowo samic i samcow?

2. Czy na potrzeby wykonania badan z zastosowaniem myszy transgenicznych uzyskano
odpowiednig zgode Ministra Srodowiska?

3. Czym kierowano sie przy wyborze genow referencyjnych do analiz real-time PCR? Jaka byta
stabilnos¢ tych gendw w analizowanych uktadach eksperymentalnych? W jaki sposob przeprowadzano
normalizacje wynikow?

4. W Dyskusji Doktorantka sugeruje, ze regulacjg nadrzedng jest zwiekszenie w obecnosci H,0;
zdolnosci wigzania sie IRP1 z sekwencjami IRE w transkryptach H- i L-Ft. Jakie doswiadczenia nalezatoby
przeprowadzi¢ aby potwierdzi stusznos¢ tego stwierdzenia?
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5. Niestety w uktadzie rozprawy doktorskiej zabrakto rozdziatu, ktéry przedstawitby perspektywe
dalszych badan. Czy na podstawie uzyskanych wynikow, oprocz tych wskazanych na przyktad w Dyskusji,
a dotyczacych roli HO1 w patologii ALS, mozna by zasugerowac jeszcze inne, nowe kierunki badan?

6. W rozprawie zauwazy¢ mozna kilka btedow jezykowych, interpunkcyjnych i redakcyjnych, a takze
brak konsekwencji w zapisie (np. min./minut, temp./temperaturze) lub nieprawidtowe powigzanie
opisow z pracami zrodtowymi wchodzgcymi w sktad rozprawy.

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze uzyskane przez Doktorantke wyniki wzbogacajg naszg
dotychczasowg wiedze o nowe informacje na temat interakcji jakie mogg zachodzi¢ miedzy stresem
oksydacyjnym a metabolizmem zelaza. Wskazujg tez na wazne aspekty planowania badan nad
metabolizmem zelaza na modelu mysim ALS. Pani mgr inz. Anna Milczarek wykazata sie doskonatym
opanowaniem nowoczesnych technik badawczych z zakresu biochemii, biologii molekularnej
i mikroskopii. Wszystkie wskazane cele szczegdtowe pracy zostaty osiggniete. Wnioski koricowe znajdujg
poparcie w przedstawionych wynikach. Z cata pewnoscia mozna uzna¢ przeprowadzone analizy za
nowatorskie i dobrze udokumentowane. Duza wartos¢ rozprawy wynika z kompleksowego podejscia do
rozpatrywanego problemu oraz zastosowania réznych modeli badawczych i odpowiednio dobranych,
nowoczesnych metod.

WNIOSEK KONCOWY
Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Anny Milczarek spetnia wszystkie
warunki stawiane pracom doktorskim zgodnie z obowigzujgcymi przepisami i mam zaszczyt wnies¢ do
Rady Naukowej Instytutu Genetyki i Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani
mgr inz. Anny Milczarek (zdomu Gajowiak) do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora
w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo. Jednoczesnie, z uwagi na nowatorski
charakter oraz wysokg warto$¢ naukowg rozprawy, ktorej wyniki zostaty opublikowane w czasopismach

indeksowanych w Web of Science wnioskuje o jej wyrdznienie.
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Olsztyn, 27 kwietnia 2022 r.

Prof. dr hab. Monika M. Kaczmarek | Zaktad Mechanizméw Dziatania Hormondw | Laboratorium Biologii Molekularnej
ul. Bydgoska 7 | 10-243 Olsztyn | Polska
tel. (+48) 89 539 31 12 lub 63| e-mail: m.kaczmarek@pan.olsztyn.pl
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