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pt.: Charakterystyka statusu redoks oraz profilu wybranych lipidow u myszy z deficytem
biatka naprawy DNA - ERCC1

Recenzja zostata wykonana w odpowiedzi na pismo Wiceprzewodniczacej Rady Naukowej
Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk, Pani prof. dr hab. Joanny
Kruszewskiej, z dnia 15 lipca 2020 roku (pismo nr RN/SPD-12-678/2020), w zwiazku z
decyzja Rady Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk, na mocy
ktorej zostalam powotana na recenzenta rozprawy doktorskiej Pani mgr Doroty Dziuban-
Lech.

Rozprawa doktorska Pani mgr Doroty Dziuban-Lech zostata wykonana w Zakladzie
Biologii Molekularnej oraz w Zakladzie Biochemii Lipidéow w Instytucie Biochemii i
Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, pod kierunkiem Pani dr hab. Elzbiety
Speiny. Rozprawa jest obszernym, 202-stronicowym dzietem, obejmujacym streszczenie
rozprawy w jezyku polskim i angielskim, 39 stron wstepu, poswigconego zagadnieniom
stresu oksydacyjnego, uszkodzeniom makromolekut w procesie starzenia komorek i
organizmu, metabolizmowi lipidéw oraz funkcjonowaniu endonukleazy ERCC1-XPF, 18
stron opisu materialdw i metod oraz 92 stron opisu uzyskanych wynikow i ich dyskusji.
Opis eksperymentéw jest wystarczajaco szczegétowy, aby mozna bylo oceni¢ strone
doswiadczalng i dobrze zilustrowany (33 ryciny i 25 tabel). To zestawienie méwi wiele o
ogromnym jak na doktorat materiale doswiadczalnym i szerokim spektrum metod
badawczych. Literatura przedmiotu jest bardzo dobrze dobrana. Autorka wybrata 290
pozycji, nie ograniczajac si¢ do prac najnowszych. Jezyk pracy jest poprawny, a zakres
przeprowadzonych badan oraz dyskusja i wnioski przedstawione sa klarownie. Cel pracy
zostal sprecyzowany jasno i konkretnie. Tre$¢ zafozen, rozumowan i wnioskéw jest
jednoznaczna i stad dobrze zrozumiata. Praca od strony edytorskiej jest bardzo starannie
opracowana, a uklad graficzny i rozplanowanie tekstu zastuguja na bardzo dobra ocene.

Przedmiotem pracy bylo poznanie mechanizmu przyspieszonego starzenia u
organizméw z deficytem endonukleazy ERCCI1-XPF. Problem jest bardzo ciekawy z
poznawczego punktu widzenia, poniewaz pomimo wielu lat badan nad etiologia starzenia,
ktore niezaprzeczalnie wiaze si¢ z wystepowaniem choréb neurodegeneracyjnych oraz
nowotworowych, mechanizmy tego procesu sa wciaz stabo poznane. Problem ten jest
rowniez bardzo interesujacy z punktu widzenia praktycznego wykorzystania uzyskanej
wiedzy do opracowania w przysztosci nowych strategii terapeutycznych.

Czes¢ doswiadczalna pracy obejmowata 6 nastepujacych etapow:




- okreslenie poziomu reaktywnych form tlenu w komoérkach po traktowaniu wybranymi
produktami peroksydaciji lipidow, takimi jak trans-4-hydroksy-2-nonenalem, dialdehydem
malonowym oraz wodoronadtlenkiem tert-butylu,

- okreslenie potencjatu antyoksydacyjnego peroksydazy glutationowej, S-transferazy
glutationowej oraz dysmutazy ponadtlenkowej w komorkach po potraktowaniu
wybranymi prooksydantami,

- zbadanie zawartosci grup karbonylowych w tkankach i komorkach,

- okreslenie profilu kwasow ttuszczowych tkanek i komoérek myszy o genotypie Erccl-/- oraz
myszy o genotypie typu podstawowego WT poprzez analize jakosciowq i ilosciowa,

- analize ilosciowa profilu wybranych lipidow szlaku mewalonowego - skwalenu,
cholesterolu i dolicholi,

- analize poziomu ekspresji gendw szlaku biosyntezy cholesterolu — syntazy skwalenowej,
reduktazy 24-dehydrocholesterolowej, steroido-5-alfa-reduktazy 3, cis-prenylotransferazy,
oraz receptora NogoB.

Material do badan stanowity tkanki mozgu, watroby i nerek, pobrane od myszy o
genotypie typu podstawowego (WT) i myszy o genotypie Erccl-/- oraz 2 linie komodrkowe:
pierwotne mysie zarodkowe fibroblasty (PMEFs) oraz mysie zarodkowe fibroblasty (MEFs)
uniesmiertelnione wirusem SV40. Komorki zostaly wyizolowane z zarodkéw myszy o
genotypach Erccl-/- oraz WT. Doktorantka postuzyta si¢ bardzo wieloma metodami
badawczymi, takimi jak metody hodowli komorek in vitro, metody biochemiczne, metody
chromatograficzne  (chromatografia  cienkowarstwowa, = chromatografia  gazowa,
chromatografia HPLC-UV oraz chromatografia HPLC z detektorem masowym z jonizacja
przez rozpylanie w polu elektrycznym - HPLC/ESI-MS), metoda Western blot, metoda Real-
Time PCR, mikroskopia fluorescencyjna, cytometria przeplywowa,  metody
spektrofotometryczne oraz metoda spektrometrii mas. Metody te zostaty dobrane w sposob
adekwatny do postawionych celow badan.

Punktem wyjscia do badan byly obserwacje wskazujace na zwigzek miedzy
deficytem endonukleazy ERCC1-XPF u myszy, a symptomami przedwczesnego starzenia i
wzrostem zachorowania na nowotwory, ktore doprowadzily do postawienia hipotezy,
wedtug ktorej gléownym czynnikiem prowadzacym do powstania fenotypu myszy z
deficytem endonukleazy ERCCI1-XPF jest stres oksydacyjny i wynikajace z niego
konsekwengje, takie jak peroksydacja endogennych lipidow. Obecnie w literaturze naukowej
nie ma danych na temat metabolizmu lipidéw u organizméw z uszkodzonym kompleksem
endonukleazy ERCCI-XPF. W zwiazku 2z tym Doktorantka podjeta probe
scharakteryzowania profilu lipidowego tkanek i komodrek myszy Erccl-/- oraz probe
okreslenia odpowiedzi komorek Erccl-/- na wybrane produkty peroksydacji lipidow, ktore
powstaja podczas stresu oksydacyjnego.

Pierwszy etap badan dotyczyl analizy indukcji stresu oksydacyjnego w mysich
embrionalnych fibroblastach uniesmiertelnionych wirusem SV40 oraz w pierwotnych
mysich zarodkowych fibroblastach. Wyniki uzyskane przez Doktorantke jednoznacznie
wykazaty, ze produkty peroksydacji lipidéw, tj. trans-4-hydroksy-2-nonenalem, dialdehyd
malonowy oraz wodoronadtlenek tert-butylu, generowaly w sposob zalezny od dawki
znaczace ilosci reaktywnych form tlenu w mysich embrionalnych fibroblastach
uniesmiertelnionych wirusem SV40. Doktorantka nie stwierdzita natomiast istotnych réznic
w ilosci reaktywnych form tlenu pomiedzy genotypami Erccl-/- i WT. Podobnie jak w
przypadku uniesmiertelnionych fibroblastow, produkty peroksydacji lipidow zwiekszyty
poziom reaktywnych form tlenu w pierwotnych mysich zarodkowych fibroblastach obu
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genotypow, ale wzrost byt znacznie wyzszy w komorkach Erccl-/- niz WT. Analiza
poréwnawcza wykazala, Ze poziom stresu oksydacyjnego w pierwotnych fibroblastach obu
genotypow byt okoto 3-krotnie wyzszy w poréwnaniu do fibroblastéw uniesmiertelnionych.
W celu potwierdzenia uzyskanych wynikéw, Doktorantka zastosowata zmiatacz wolnych
rodnikow, XJB-5-131, i wykazata za pomoca metody H2DCFDA, ze zwigkszony poziom
reaktywnych form tlenu byl thumiony w fibroblastach pierwotnych z brakiem Erccl.
Potwierdzeniem tych wynikéw sa rezultaty testu gamma-H2AX. Test gamma-H2AX stuzy
do detekgji podwojnoniciowych peknie¢ DNA i polega generalnie na liczeniu liczby ognisk
gamma-H2AX w komoérce przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej, lub poziomu
catkowitej fluorescencji za pomoca cytometrii przeptywowej. Doktorantka natomiast liczyta
liczbe komorek z ogniskami gamma-H2AX. Ciekawi mnie, dlaczego Doktorantka
zdecydowata si¢ na taki sposob przedstawienia wynikéw. Czy analiza liczby ognisk w
komorkach nie byta mozliwa ?

Kolejnym aspektem pracy byto zbadanie aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych,
usuwajacych reaktywne formy tlenu oraz produkty peroksydacji lipidow w
uniesmiertelnionych mysich zarodkowych fibroblastach. Uzyskane przez Doktorantke
wyniki wykazaly, ze aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w komorkach Erccl-/- nie
roznifa si¢ od aktywnosci tego enzymu w komodrkach WT. Aktywnos¢ peroksydazy
glutationowej zaleznej od selenu byta istotnie nizsza w komdrkach Erccl-/-, w poréwnaniu
do komoérek WT. Autorka nie zaobserwowala natomiast statystycznie istotnej réznicy w
aktywnosci niezaleznej od selenu izoformy GPx pomiedzy komérkami Erccl-/- i WT. Pomiar
aktywnosci S-transferazy glutationowej wykazat znaczace réznice w aktywnosci pomiedzy
komorkami WT i Erccl-/-. Mysie fibroblasty pozbawione genu Erccl mialy ponad
dwukrotnie nizsza aktywnos¢ S-transferazy glutationowej niz komorki typu podstawowego.
Jest to bardzo ciekawy wynik, poniewaz zmniejszona aktywno$¢ tego enzymu moze
wplywa¢ na kumulacje zwigzkow toksycznych dla organizmu. Doktorantka stusznie
sugeruje, ze w komorkach pozbawionych Erccl poziomy reaktywnych form tlenu oraz
produktéw peroksydagji lipidow moga by¢ zwiekszone ze wzgledu na zmniejszona ochrone
antyoksydacyjna, co nastepnie moze prowadzi¢ do ich reakcji z biokomponentami
komorkowymi, ktére ulegaja destabilizacji lub traca pelnione przez nie funkgje.

Poniewaz zwigkszony poziom reaktywnych form tlenu oraz zmniejszona ochrona
antyoksydacyjna moze prowadzi¢ do peroksydacji lipidéow, Doktorantka bardzo stusznie
podjeta probe analizy zawartosci gtownych produktow peroksydagji lipidéw w ekstraktach
tkankowych z mézgu, watroby i nerek myszy o genotypie podstawowym oraz o genotypie
Erccl-/-. Uzyskane wyniki sa zaskakujace, poniewaz analiza zawartosci dialdehydu
malonowego nie wykazata statystycznie istotnych réznic pomiedzy ekstraktami z watroby,
mozgu i nerek myszy o genotypie WT i Erccl. W pelni zgadzam sie z Doktorantka, ze
konieczna jest analiza wigkszej ilosci materiatu i zwigkszenie puli badanych organéw, aby
potwierdzi¢ zaobserwowane zaleznosci. Analiza ilosci adduktow HNE do reszt
histydynowych bialek réwniez nie wykazata statystycznie istotnych roznic pomiedzy
ekstraktami z watroby i nerek myszy o genotypie WT i Erccl. Natomiast, na uwage zastuguje
stwierdzony przez Doktorantke, znaczaco wyzszy poziom adduktéw HNE do biatek w
mozgach myszy z delecja genu Erccl, niz u myszy o genotypie WT. Moze to bowiem
skutkowa¢ zmienionym funkcjonowaniem biatek, zaburzonym dzialaniem mézgu oraz
neurodegeneracja. Uzyskane wyniki sklonity Doktorantke do podjecia préby identyfikacji
biatek, z ktérymi HNE utworzylo addukty. Doktorantka uwzglednila w analizie
spektrometrii mas 3 prazki, odpowiadajacych biatkom o masach okoto 70 kDa, 55 kDa i 27

3




kDa. W prazku o masie ok. 70 kDa zidentyfikowata 46 biatek, z ktorych wigkszos¢
uczestniczcy w metabolizmie lipidow, buduje struktury cytoszkieletu, uczestniczy w
metabolizmie biatkowym, w przemianach cukréw oraz w metabolizmie podstawowym. W
prazku o masie ok. 55 kDa Doktorantka zidentyfikowata ok. 70 bialek, sposrod ktorych
wigkszos¢ stanowily biatka uczestniczace w metabolizmie lipidow, aminokwasow i biatek
oraz ksenobiotykow, jak rowniez w metabolizmie podstawowym. W prazku o masie ok. 27
kDa Doktorantka zidentyfikowata ok. 40 biatek, ktére gléwnie sa zaangazowane w
metabolizm lipidéw, proces translacji lub transkrypcji, metabolizm glutationu, transport
tlenu, metabolizm energetyczny oraz transport elektronéw. Poniewaz kazde z
wymienionych biatek jest istotne dla metabolizmu komorki, w przypadku zaburzenia ich
funkcji, komodrka nie jest w stanie prawidlowo funkcjonowac. Autorka sugeruje, ze
powyzsze zmiany moga rowniez przyczyniac si¢ do powstania fenotypu myszy Erccl-/-.

Dosy¢ zaskakujace sa wyniki doswiadczen, dotyczacych  zawartosci grup
karbonylowych w biatkach. Analiza wynikéw in vivo nie wykazata statystycznie istotnych
roznic w zawartosci grup karbonylowych w biatkach pomiedzy ekstraktami z badanych
organow myszy o genotypie WT i Erccl-/-. Natomiast analiza wynikow in vitro wykazala, ze
komorki MEFs Erccl-/- w stanie fizjologicznym maja duzo wigcej grup karbonylowych w
biatkach niz komoérki MEFs WT, co moze sugerowac, ze usuwanie uszkodzonych biatek jest
zaburzone w komorkach MEFs Erccl-/-. W dyskusji nie znalaztam wyjasnienia tej
rozbieznosci wynikow, dlatego ciekawa jestem sugestii Doktorantki w tej kwestii.

W dalszej czesci rozprawy Doktorantka podjeta probe uzyskania odpowiedzi na
pytanie, czy istniejg réznice w skltadzie frakcji lipidow w komorkach i tkankach myszy
Erccl-/- oraz myszy WT oraz czy ewentualne odmiennosci moga mie¢ wplyw na
zréznicowane nasilenie procesu peroksydacji lipidow. W tym celu Doktorantka zastosowata
metode chromatografii gazowej do analizy profilu kwasow tluszczowych w
uniesmiertelnionych komodrkach MEFs oraz w tkance mézgowej i watrobowej myszy Erccl-/-
i WT. Uzyskane wyniki badan in vitro wykazaty istotnie mniejsza zawartos¢ kwasow
ttuszczowych (FA), jednonienasyconych (MUFA) oraz wielonienasyconych (PUFA) w
komorkach Erccl-/- w poréwnaniu do komorek linii WT. Co ciekawe, wyniki badan in vivo
nie wykazaly istotnych réznic w zawartosci kwasow tluszczowych w mozgach, watrobie
myszy Erccl-/- oraz WT. Natomiast wykazaly zaburzong synteze, elongacje i desaturacje
kwasow tluszczowych u myszy Erccl-/-. Nastepnie Doktorantka zastosowata metode
HPLC/UV do oznaczenia profilu 3 lipidow szlaku mewalonowego, tj. skwalenu, cholesterolu
oraz dolicholu w uniesmiertelnionych komoérkach MEFs oraz w tkankach myszy WT oraz
Erccl-/-. Uzyskane wyniki sa dos¢ intrygujace, poniewaz zawartos¢ skwalenu (prekursora
cholesterolu) w uniesmiertelnionych komoérkach MEFs byta istotnie wyzsza w komdrkach
Erccl-/-, w poréwnaniu do WT, jednak nie mialo to wptywu na zawartos¢ cholesterolu.
Natomiast wyniki uzyskane w tkankach nie wykazaty réznic w zawartosci skwalenu, ale
wykazaly istotnie wieksza zawartos¢ cholesterolu w watrobie myszy Erccl-/- .

Poniewaz myszy pozbawione Erccl wykazuja symptomy przyspieszonego starzenia,
Doktorantka postanowita sprawdzi¢, czy wystepuja réznice w ilosci dolicholu, jednego z
markerow starzenia, w tkance mozgowej, watrobowej i nerkowej myszy Erccl-/- oraz WT.
Uzyskane wyniki wykazaly wigksza zawartos¢ dolicholi w mozgu i watrobie, ale nie w
nerkach, myszy Erccl-/-, w poréwnaniu do myszy typu dzikiego.

Moja duza ciekawos¢ wzbudzily = wyniki, ktore dotyczyly analizy
niezidentyfikowanego zwiazku, ktéry pojawiat si¢ we wszystkich badanych tkankach oraz
komorkach jako wyrazny, stosunkowo waski sygnal o duzej intensywnosci i powtarzalnym
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czasie retencji. Co najciekawsze, komorki Erccl-/- zawieraty prawie dwukrotnie wigcej tego
niezidentyfikowanego zwiazku w poréwnaniu do komorek WT. Doktorantka postuzyta sie
kolejna, zaawansowang metoda badawcza - metoda HPLC z detektorem masowym z
jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym (HPLC/ESI-MS). Niestety, wyniki analizy
HPLC/ESI-MS nie daly jednoznacznej odpowiedzi, ktéra pozwolilaby na chemiczna
identyfikacje tego zwiazku. Wydaje si¢ zatem, ze jednym z ciekawych aspektow przysziej
pracy naukowej Doktorantki mogtoby by¢ bardziej szczegétowe wyjasnienie tej zagadki.

W dalszej czesci rozprawy Doktorantka skupita si¢ na wyjasnieniu, czy zmiana
poziomu oznaczonych lipidow, produktéow szlaku mewalonowego w tkankach myszy z
deficytem Erccl, moze wynikac z ich zaburzonej syntezy w tkance moézgowej, watrobowej i
nerkowej myszy. Doktorantka zastosowala metode RT-PCR w celu analizy poziomu
ekspresji wybranych genoéw kodujacych biatka ze szlaku biosyntezy cholesterolu — syntazy
skwalenu (SQS) i reduktazy 24-dehydrocholesterolowej (Dhcr24) oraz dolicholu — NogoB
receptora (NgBR), cis-prenylotransferazy (CPT) oraz reduktazy poliprenolu (Srd5a3).
Uzyskane przez Doktorantke wyniki wykazaty prawie dwukrotny spadek poziomu ekspresji
genu Dhcr24 w mozgach myszy Erccl-/-, w stosunku do myszy WT oraz nadekspresje
Srd5a3. Wyniki analizy ekspresji genow w watrobie wykazaty okoto 2,5-krotny wzrost
poziomu mRNA genéw NgBR i CPT oraz brak réznic w ekspresji gendw szlaku sterolowego.
Natomiast wyniki analizy ekspresji genow w nerkach wykazaty zmniejszony poziom mRNA
dla prawie wszystkich genow (z wyjatkiem CPT).

Podsumowujac, wyniki pracy sa bardzo ciekawe i spojne, wzbudzaja wysoki stopien
zaufania czytelnika i poszerzajg w istotny sposéb wiedze na temat mechanizmow
prowadzacych do powstania fenotypu przedwczesnego starzenia myszy Erccl- /-. W opinii
recenzenta stanowia one niezwykle istotny wktad do osiggnie¢ naukowych w Polsce i na
$wiecie. Oceniajac cato$¢ recenzowanej rozprawy nalezy uzna¢, iz jest ona swiadectwem
ogromnej pracowitosci Doktorantki i bardzo dobrej znajomosci podjetego tematu. Zaréwno
zawarto$¢ merytoryczna rozprawy, jak i sposob analizy wynikow oraz ich dyskusji sSwiadcza
o bardzo duzej dojrzatosci naukowej oraz doskonalym warsztacie badawczym i w pekni
uzasadniaja ubieganie si¢ o stopien doktora. Wnioskuje¢ zatem o dopuszczenie Pani mgr
Doroty Dziuban-Lech do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage staranne i racjonalne zaplanowanie pracy, bardzo szeroki zakres
pracy doswiadczalnej, wykorzystanie bardzo wielu zaawansowanych metod badawczych
oraz kompetentng ocene uzyskanych wynikéw i ich dyskusje uwazam, ze recenzowana
praca zastuguje na wyrdznienie.




