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RECENZJA
rozprawy doktorskiej pt. ,Rola dysmutazy ponadtlenkowej 1 (SOD1) w
regulacji metabolizmu Zelaza u myszy”, wykonanej przez mgr inz. Anne

Milczarek pod kierunkiem prof. dr hab. Pawla Lipinskiego

Zelazo, oprocz tego ze uczestniczy w transporcie i magazynowaniu tlenu, wystepuje
takze w miejscach aktywnych wielu enzyméw takich jak np. cytochromy A, B, C, katalazy i
niektére peroksydazy. Choroby zwigzane z niedoborem Fe naleza do najbardziej
rozpowszechnionych choréb zwigzanych z zywieniem, zaréwno ludzi jak i zwierzat. Oprocz
anemii, niedobdr zelaza moze prowadzié do opdznienia rozwoju psychomotorycznego,
mielinizacji nerwu blednego, obnizenia poziomu serotoniny w mézgu, obnizenia fal EEG w
czasie snu, zaburzen pracy serca. Stwierdzono takze, ze niedob6r Fe obniza liczbe receptorow
Dz co zwigksza stezenie dopaminy we krwi, co skolei obniza stezenie TRH i TSH powodujac
spowolnienie metabolizmu w catym organizmie. Jednoczeénie nadmiar zelaza bedacy
skutkiem deregulacji metabolizmu tego mikroelementu odgrywa role w rozwoju chordb
neurodegeneracyjnych, a wsréd nich w rozwoju stwardnienia zanikowego bocznego (ALS).
Moze to mie¢ zwigzek z faktem, ze zelazo jonowe bierze udziat w reakcjach, w ktorych
produktem ubocznym jest wysoce-reaktywny rodnik hydroksylowy (reakcja Fentona),
Organizm na drodze ewolucji wytworzyt kilka mechanizméw obronnych, chronigcych
komorki przed stresem oksydacyjnym. Pierwszym z nich jest $cista regulacja obiegu zelaza w

organizmie i komoérce, a kolejne mechanizmy obronne sa powiazane z enzymami



kontrolujacymi poziom wolnych rodnikéw w srodowisku wewnatrz- i zewnatrzkomérkowym.
Nalezag do nich m.in. katalazy, peroksydazy i dysmutazy ponadtlenkowe. Dysmutazy
ponadtlenkowe naleza do grupy enzyméow eliminujacych O, ze $rodowiska komérkowego i
pozakomorkowego.

W' przedstawionej do oceny pracy (cykl trzech publikacji opublikowanych w
recenzowanych czasopismach) Autorka podjgta prébe czesciowego  wyjasnienia
molekularnych podstaw homeostazy zelaza na poziomie komoérkowym, roli dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD1) w tym procesie i wplywu zaburzenia tej homeostazy na etiologie
stwardnienia zanikowego bocznego.

W artykule przegladowym pt.” Zaburzenie homeostazy zelaza w stwardnieniu
zanikowym bocznym”™ (Postepy Hig Med Dosw (online), 2016; 70: 709-721, e-ISSN 1732-
2693), mgr Anna Milczarek (z d. Gajowiak) scharakteryzowata obszernie aktywnosé
biochemiczng zelaza w osrodkowym uktadzie nerwowym. Szczegélowo opisata dostepng
wiedzg na temat regulacji i mechanizmu transportu Fe przez bariere krew-mdzg. Jednoczesnie
podkreslifa, ze procesy te, jak i wiele innych, zwigzanych z obrotem zelaza w osrodkowym
ukladem nerwowym sg stabo poznane i kryja wiele tajemnic. Niewyjasnione pozostajg
mechanizmy preferencyjnej akumulacji zelaza z wiekiem w niektoérych strukturach
mozgowia. Nieznane sa mechanizmy wspotdziatania najwazniejszych komérek osrodkowego
uktadu nerwowego: neurondw, oligodendrocytéw, astrocytéw i komérek mikrogleju w
regulacji metabolizmu Zzelaza. W osobnym podrozdziale Autorka omdwita zaburzenia
metabolizmu Zelaza stwierdzono zaréwno u pacjentow z ALS, jak i na modelach zwierzecych
tej patologii, oraz in vitro. U pacjentéw ze stwardnieniem zanikowym bocznym (ALS)
prawidiowoscia jest podwyzszenie wartosci biochemicznych parametréw zelaza w surowicy
krwi oraz zmiany stezenia markeréw biatkowych, wskazujacych na zaburzenia o charakterze
nadmiaru zelaza. Dotyczy to podwyzszonego stezenia zelaza w surowicy, zwigkszonego
wysycenia transferyny surowicy krwi jonami zelaza, podwyzszonego stezenia ferrytyny oraz
obnizonego stgzenia transferyny. W badaniach na pacjentach z ALS stwierdzono, ze stezenie
ferrytyny w surowicy jest pozytywnie skorelowane z postgpem w rozwoju ALS i
$miertelnoscig pacjentow. Okoto 10% wszystkich przypadkéw ALS wystepujacych u ludzi
jest uwarunkowana genetycznie, a mutacje w genic SOD! sg odpowiedzialne za 25% tych
przypadkéw. W badaniach na myszach obserwowano natomiast wyraznie zwickszone
stezenie DMT1 w neuronach ruchowych, co czgsciowo wyjasnia molekularny mechanizm
gromadzenia zelaza w tych komoérkach. Wazna obserwacja poczyniong w neuronach

ruchowych jest podwyzszone stezenie ferrytyny mitochondrialnej (FtMt). W ALS poza



degeneracja neuron6w ruchowych dochodzi do uszkodzenia i dysfunkcji  miesni
szkieletowych. Wykazano ze selektywna nadekspresja ludzkiego genu SODI w migsniach
szkieletowych myszy doprowadza do wystepowania stresu oksydacyjnego w komérkach
mig$niowych, zaburzenia funkcji mitochondriéw i postepujacej atrofii migsni,
Nastepnie Pani mgr Anna Milczarek (z d. Gajowiak) sformutowata cele pracy i
nastgpujgce hipotezy badawcze dotyczace homeostazy zelaza na poziomie komoérkowym:
zbadanie poziomu biatka regulatorowego IRP1 w watrobie myszy w zaleznosci od
zmian aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej Cu,Zn—-SOD (SOD1) zachodzacych w
trakcie rozwoju pre- i postnatalnego;
zbadanie poziomu biatka IRP1 w watrobie myszy o réznym, uwarunkowanym
genetycznie poziomie ekspresji genu Sod!;
zbadanie aktywnos$ci enzymatycznej (akonitazowej) i trans-regulatorowej IRP1 w
makrofagach mysich traktowanych parakwatem, zwigzkiem generujacym anionorodnik
ponadtlenkowy (O2") oraz okreslenie zmian w ekspresji regulowanych przez IRPI1
transkryptow, zawierajgcych sekwencje IRE w regionach 5° lub 3° UTR;
porownanie ekspresji wybranych genéw metabolizmu zelaza w tkankach 2- i 4-
miesigcznych myszy z nadekspresja zmutowanego genu SODI%%3  odpowiednio
niewykazujacych i wykazujacych objawy stwardnienia zanikowego bocznego (ALS) oraz

u myszy w tym samym wieku z nadekspresja normalnego ludzkiego genu SODI.

W celu weryfikacji powyzszych hipotez badawczych, Doktorantka przeprowadzita
doswiadczenia na myszach z nokautem genu Sodl (Sodl’), myszach z jednym
funkcjonalnym allelem Sod! (SodI*") oraz na myszach kontrolnych, ,dzikich” (SodI™).
Wyniki badafi zostaly opublikowane w ,Milczarek A, Starzynski RR, Sty$ A, Jonczy A,
Starofi R, Grzelak A, et al. (2017) A drastic superoxide-dependent oxidative stress is
prerequisite for the down-regulation of IRP1: Insights from studies on SODI-deficient mice
and macrophages treated with paraquat. PLoS ONE 12 (5):  e0176800.
https://doi.org/10.1371/journal pone.0176800”. W publikacji nr. 2 uzyto samce myszy

hemizygotycznych pod wzgledem ludzkiego transgenu SODI%%4, 7 transgenem ludzkiego
normalnego genu SODI oraz myszy nietransgeniczne. W czeséci in vitro badano reakcje
makrofagéw na oksydacyjne dzialanie parakwatu (Gajowiak A, Stys A, Starzynski RR,
Bednarz A, Lenartowicz M, Staron R, Lipinski P (2016) Mice Overexpressing Both Non-
Mutated Human SOD/ and Mutated SOD19°34 Genes: A Competent Experimental Model for



Studying Iron Metabolism in Amyotrophic Lateral Sclerosis. Front. Mol. Neurosci. 8:82. doi:
10.3389/famol.2015.00082)

W obu publikacjach metodyka zostata starannie opisana i zawiera wszystkie niezbedne
informacje. Szeroki wachlarz zastosowanych metod poczawszy od doboru zwierzat z
nokoutem, przez oznaczenia specyficznych biatek metodg Western blot, po badanie ekspresji
wybranych genéw metoda Real-Time qPCR, analiza histologiczna tkanek myszy oraz analiza
immunofluorescencyjna rdzenia przediuzonego, nie pozostawiajg watpliwosci co do
celowosci wykonanej pracy. Do statystycznego opracowania uzyskanych wynikéw Autorka
zastosowala test Student’a dla préb niezaleznych oraz analize wariancji z wykorzystaniem
programu Statistica 10. Moim zdaniem dobér metod statystycznych byt bardzo trafny.

Wyniki pracy zostaly przedstawione w dwéch publikacjach. Pierwsza z nich dotyczyla
molekularnych  interakcji  biatka regulatorowego IRP1 i aktywnosci dysmutazy
ponadtlenkowej Cu,Zn-SOD, produkowanej u myszy o trzech réznych genotypach. W celu
zbadania wplywu obecnosci O, na regulacje biatka IRP1 na poziomie komorkowym, do
hodowli makrofagéw dodawano parakwatu. W drugiej publikacji mgr Anna Milczarek (z d.
Gajowiak) przedstawita wyniki badan przeprowadzonych na myszach transgenicznych z
nadekspresja genu ludzkiego SODI%9 ktére sg uzywane jako model zwierzecy dla
stwardnienia zanikowego bocznego (ALS).

W obu pracach wyniki zostaly przedyskutowane i skonfrontowane z wynikami
uzyskanymi wczesniej przez innych autordw. Dyskusja, w pierwszej jak i w drugiej publikacji
jest dobrze napisana i dowodzi umiejetnosci Autorki do dobierania argumentow z
piSmiennictwa. Dobrze, ze doktorantka zwrécita uwage, ze niektore wczesniejsze wyniki
uzyskane przez tych samych autorow odbiegaly od wynikéw prezentowanych w niniejszej
rozprawie, co $wiadczy o dojrzatosci i rzetelnosci naukowej. Z cala pewnoscig, przedstawiona
rozprawa doktorska stanowi istotne rozszerzenie wiedzy w zakresie inetrakcji miedzy stresem
oksydacyjnym a metabolizmem zelaza. W szezegolnosei dotyczy to wptywu SODI oraz Oy
na ekspresj¢ i aktywnos¢ trans-regulatorows biatka IRP1. Na podstawie uzyskanych wynikow
mozna wysung¢ sugesti¢, ze w warunkach stresu oksydacyjnego, w ktérym operujg rézne
reaktywne pochodne Oz (H202, O>) aktywnosé enzymatyczna dysmutazy ponadtlenkowej
SODI moze mie¢ nie tylko antyoksydacyjne, ale réwniez prooksydacyjne oddziatywanie.

Po przeczytaniu calej pracy, nasunely mi si¢ nastgpujace zagadnienia/pytania do
Doktorantki:

1. Skoro w przypadku stwardnienia zanikowego bocznego (ALS) obserwowano

podwyzszone stezenie ferrytyny mitochondrialnej (FtMt), czy wiadomo jaka jest rola



drugiej wewnatrzkomérkowej dysmutazy ponadtlenkowej Mn-SOD (SOD2) i jaka
moze ona petni¢ rolg regulacji biatka regulatorowego IRP1?

2. W swoich badaniach Pani mgr A. Milczarek stwierdzita brak istotnej interakcji migdzy
aktywnoscig SODI i biatka IRP1 u plodéw myszy. Czy wiadomo kiedy i w jaki
sposob dochodzi do powstania takiej zaleznosci w zyciu postnatalnym?

3. W jakim kierunku, Pani zdaniem, powinny péjs¢ dalsze badania nad rolg zaburzen

metabolizmu zelaza w genezie i rozwoju stwardnienia zanikowego bocznego (ALS)?

Po zapoznaniu si¢ z publikacjami stanowiacymi podstawe pracy doktorskiej stwierdzam, ze
przedstawiona mi do oceny rozprawa ,,Rola dysmutazy ponadtlenkowej 1 (SOD1) w regulacii
metabolizmu zelaza u myszy”, wykonanej przez mgr inz. Ann¢ Milczarek (z d. Gajowiak)
spetnia warunki zawarte w Art. 13 Ustawy z dn. 14 marca 2003 (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595, z
pozniejszymi zmianami) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki. Na tej podstawie wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki i
Biotechnologii Zwierzat Polskiej Akademii Nauk w Jastrzgbcu wniosek o dopuszczenie mgr

inz. Anny Milczarek (z d. Gajowiak) do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



