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Recenzja pracy doktorskiej mgr Pawla Pabisza ,,Zalezny od bialek transportu cholesterolu StAR
mitochondrialny import wodoronadtlenkow cholesterolu w komérkach Leydyga i jego biologiczne
konsekwencje”.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Pawta Pabisza zostata wykonana w Zaktadzie Biofizyki
Wydzialu Chemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Witolda
Korytowskiego. Tematyka pacy dotyczy biologicznych konsekwencji importu wodorotlenkéw cholesterolu do
mitochondriéw. Cholesterol jest kluczowym lipidem w strukturze blon biologicznych, miedzy innymi stanowi
istotny sktadnik tratw lipidowych, ktérych istotna rola w endocytozie 1 transmisji sygnaléw komorkowych zostata
udokumentowana. Poza funkcja strukturalna, cholesterol jest prekursorem hormonéw steroidowych
wytwarzanych przez gonady 1 kor¢ nadnerczy. Koniecznym etapem steroidogenezy jest transport
zakumulowanych w wewnatrzkomorkowych kroplach lipidowych estréw cholesterolu do mitochondriow,
glownie z udzialem bialka StAR. W warunkach zwickszonego stresu oksydacyjnego powstaja produkty
peroksydacji cholesterolu, w tym wodoronadtlenki cholesterolu, ktoére réwniez moga byé transportowane do
mitochondriow za podrednictwem biatek z rodziny StAR. Nagromadzanie oksysteroli moze prowadzi¢ do
dysfunkcji tkanek steroidogennych, w tym komorek Leydyga, ktére sa przedmiotem zainteresowan mgr. Pabisza.
Doktorant skupit si¢ na roli bialka StAR i konsekwencji nagromadzania w mitochondriach wodoronadtlenkéw
cholesterolu. Wiadomo, ze mutacje w tym biatku prowadzg do powaznego uposledzenia steroidogenezy i funkcji
gonad.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska ma klasyczny uklad, typowy dla prac doswiadczalnych.

Stanowi opracowanie przygotowane w jezyku polskim liczgce 90 stron, 23 ryciny i 7 tabel. Tytul pracy
odpowiada przestawionym wynikom badan, a streszczenia zamieszczone na poczatku wprowadzajg w
zagadnienia zawarte w pracy i opisujg najbardziej istotne osiagnigcia, przy czym dwie wersje jezykowe nie sg do
konca tozsame (wersja polskojezyczna jest bardziej szczegdlowa).
Zasadnicza cz¢$¢ pracy zostata podzielona 1 zawiera Wstep teoretyczny (23 strony), Cele pracy (1 strona),
Materiaty (1 strona), Metody (14 stron), Wyniki (20 stron) i Dyskusje (8 stron). Prace konczy Bibliografia liczaca
195 pozycji literaturowych, z ktorych wiekszos¢ (okoto 80%) jest starsza niz 10 lat. Nastepnie zamieszczono
Wykaz Publikacji wiasnych opublikowanych w czasopismach z Listy Filadelfijskiej, w ktorych mgr Pabisz jest
wspdtautorem w siedmiu, a w jednej pierwszym autorem. W tej ostatniej pracy opublikowano czgs¢ wynikow
zawartych w rozprawie (BBRC; 2022). Wstep teoretyczny jest poprzedzony obszernym, jednak nie w pelni
kompletnym, wykazem skrétéw (3 strony). Zabrakto rozwinigcia dla takich skrotéw, jak: biatka StAR i START,
natomiast skrét LH ma dwa rdézne rozwiniecia.

W czesci teoretycznej, poprzedzonej krotkim wstepem dotyczgcym udziatu bialek z domeng START w
transporcie nie tylko cholesterolu, ale rowniez jego wodoronadtlenkow, Doktorant opisuje zagadnienia zwigzane
z transportem 1 metabolizmem cholesterolu w organizmie, co doskonale ilustruje rycina I (str. 15), oraz
znaczeniem tych proceséw dla prawidlowej steroidogenezy. Na schemacie steroidogenezy w komoérkach H295R
(RycinaIl, str. 18) zabraklo informacji na temat kompleksu enzyméw (CYP17), ktore przeksztalcaja Progesteron

w 17-a-OH-progesteron oraz dalej, 17-a-OH-progesteron w Androstendion. W tresci podrozdzialu 2.1.2 nie
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znalazlam réwniez odniesienia do tego schematu. Zabrakto mi tutaj krétkiego opisu wspomnianych kluczowych
funkcji i szlakow, w ktérych odgrywa role cholesterol, innych niz steroidogeneza.

W kolejnym podrozdziale czesci teoretycznej Autor wprowadza czytelnika w tematyke zwiazang z biatkami z
domena START oraz ich rola w regulacji syntezy hormonéw steroidowych. Ta czg$¢ jest napisana malo
precyzyjnie. Autor nie wymienia biatek, ktére moga mie¢ kluczowe znaczenie w steroidogenezie, czy tez tych,
ktére sa zaangazowane w biosynteze steroidéw. W tym miejscu chee réwniez zapyta¢, na czym polega
Jfozszczepianie” biatka StAR po wejsciu do mitochondriow? Proszg réwniez o doprecyzowanie, czym jest
,kompleks importowy powierzchni mitochondriow”, ktéry ma by¢é powiazany z transportem cholesterolu.
Nastepnie, Autor opisuje procesy zwiazane z peroksydacja lipidow i powstawaniem wodoronadtlenkow
cholesterolu, prezentujac dosy¢ szczegbtowo reakcje tancuchowe, jakie temu towarzysza, oraz ilustrujge
enzymatyczne i nieenzymatyczne $ciezki powstawania utlenionych form cholesterolu (Rycina IV ze str. 25). W
podrozdziale 2.2.1" Autor nawigzuje do pro-oksydacyjnych wladciwosci ceruloplazminy, powotujgc sie na prace
z lat 90-tych. Nasuwa si¢ pytanie, na ile te informacje maja znaczenie w obecnie prowadzonych badaniach?
Przedostatni rozdzial czesci teoretycznej poswiecony zostal redukcji 7-OOH z uwzglednieniem roli
selenoprotein, w tym GPx4, w cytoprotekcji. W tabeli I autor zestawit informacje o GPx4, ktére w mojej opinii
nie sa czytelne, Dodatkowo w wierszu ,,Lokalizacja komérkowa™ znalazlo sie osocze, co jest prawdopodobnie
przeoczeniem. 7 kolei w czesci poswigeone] ,,znaczeniu biologicznemu” wymieniono choroby SSMD, czy
nowotwory CCC i TNBC, przy czym zaden ze skrétéw nie zostal rozwiniety. Zakonczenie tej czesci pracy
dostarcza kilku informacji na temat translokacji wodoronadtlenkéw cholesterolu do przestrzeni
wewnatrzkomoérkowych 1 potencjalnej roli mato specyficznego transportera steroli (SCP-2), w poréwnaniu do
specyficznych biatek z rodziny StAR.

W kolejnej czesci Doktorant przedstawit cele pracy. Skladajg sie na nie dwa gtéwne zadania obejmujace
wykazanie nastepstw nagromadzania 7-OOH w mitochondriach, ich efektéw cytotoksycznych i zaburzenia
syntezy hormonéw steroidowych oraz roli GPx4 w detoksykacji tego wodoronadtlenku. Nalezy podkresli¢, ze
zadania szczegétowe bylyby zdecydowanie bardziej zrozumiale i zasadne (na przyklad zastosowanie PCOOH),
gdyby w czesci teoretycznej znalaztyby si¢ precyzyjne informacje, ktore znajdujemy dopiero we wprowadzeniu
do dyskusji.

Dobrym pomystem bylo zestawienie wykorzystywanych materialéw w tabeli (tabela II, strona 34).
Niestety zabraklo 15ardziej szczegdtowych objasnieh skrotow, ktore dla czytelnika nieprowadzacego tego rodzaju
doswiadezen mogg by¢ niejasne (Opti-MEM, DPBS, EGF itd.). Jednoczesnie, niektore skrdty sa bledne (np. TIS
to wedlug informacji na stronie Merck ITS — czyli z ang. Insulin-Trasferin-Selenium).

Rozdzial Metody jest w mojej ocenie najstabszym ogniwem tej rozprawy. Procedury, ktére mialy pomoc
w osiggnieciu zalozonych celéw badawczych sa opisane mato precyzyjnie, czgsto niespojnie, a ich strona
edytorska budzi wiele zastrzezen. Szczegélowo opisana synteza i oznaczanie stezenia wodoronadtlenkdéw nie
zawiera istotnych informacji na temat stezen poszczegdlnych sktadnikow (np., jakie bylo stezenie cholesterolu
uzyte do syntezy 7-OOH (str. 35) oraz czy dodawany réz bengalski byt rzeczywiscie w stgzeniu 100 pM). W
opisic prowadzenia hodowli komdrkowych réwniez brak precyzyjnego objasnienia sposobu postepowania i
ostatecznego sktadu pozywki hodowlanej (np. nie wiadomo czy w $rodowisku obecne byly antybiotyki), opisu
procedury pasazu, jego czestotliwosci oraz czasu utrzymywania komorek w hodowli. W tym miejscu proszg o
uscislenie, czym jest STI dodawane do pozywki M-199 przy izolacji pierwotnych komoérek Leydyga. Czym r6zni
sic DME/F12 od DMEM/F12, gdyz obydwa skroty konsekwentnie pojawiajg si¢ w pracy. W przypadku
podrozdziatu 5.3.3.1 Zabrakto zakonczenia zdania. Bardzo ogdlny opis procedury optymalizacji transfekcii nie

pozawala na oceng przebiegu doswiadczenia. Prosze wobec tego o wyjasnienie, w jaki sposob znormalizowano
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»~wizualng ocen¢ kondycji hodowli” po transfekcji. Nie rozumiem réwniez zdania, cytuje ,,w drugim etapie
optymalizacji transfekcji poddano hodowle na szalkach fi 35mm, w wybranym zakresie warunkéw”, o jakich
warunkach mowa? Poza tym, prosze o doprecyzowanie sktadu medium transfekcyjnego i medium LC. W opisie
protokolow doswiadcezalnych zabraklo szczegotow dotyczacych traktowania komorek (czas podawania i stezenia
wodoronadtlenkow). .
W rozdziale 5.6 zestawiono w tabeli IV bufory wykorzystywane do rozdzialu biatek w zelu poliakrylamidowym
oraz do transferu na membrane PVDF. Zabrakto informacji o stezeniach sktadnikéw buforow (Laemmli — czyli
roztwor obcigzajacy, TGS — bufor TRIS-Glicyna, itd.). Nie wyjasniono réwniez powodu, dla ktérego stosowano
rézne stezenia metanolu w buforze do transferu. Autor nie ustrzeg! si¢ niezrgcznych sformutowan typu ,,analiza
bialka catkowitego” w odniesieniu do pomiaru st¢zenia biatka w lizatach czy ,,probki zatadowano na zel”, co
prawdopodobnie jest niefortunng kalka z jezyka angielskiego (gel loading), itp. Ponadto Autor stosuje termin
ekspresja dla poziomu biatka, w przypadku analizy Western blot. Rzeczywiscie nomenklatura angielskojezyczna
pozwala na uzycie ,.gene and protein expression”. W jezyku polskim ekspresji ulegaja wylacznie geny, a w
przypadku biatka méwimy o poziomie badz ilosci.
W rozdziale 5.7.1 nie sprecyzowano typu homogenizatora wykorzystywanego do izolacji mitochondriow (czy
szklany oznacza typ szklo-szklo?). W opisie analizy mikroskopowej zabrakto informacji o stezeniu barwnikow
fluorescencyjnych stosowanych do znakowania mitochondridw. Podrozdziaty od 5.9 do 5.11 stanowig dosy¢
dlugie opisy przedstawiajgce zasady i1 zatozenia dla poszczegdlnych metod, ktdre niestety nie stanowig
faktycznych protokoltow doswiadczalnych pozwalajacych czytelnikowi na powtdrzenie procedury.

Szczegdlowe zadania badawcze zostaly opisane w rozdziale 6. Wyniki. Rozdziat ten zostat podzielony na
3 zasadnicze czesci, ze wzgledu na rodzaj badanych komorek: linia MA-10 (podrozdziaty 6.1-6.6); linia TM3
(podrozdziaty 6.7 — 6.9) i pierwotne komorki Leydyga (6.10-6.13). Uzyskane wyniki zaprezentowano w postaci
tabel, wykreséw, zdje¢ mikroskopowych oraz reprezentatywnych wynikéw analizy Western Blot. Podsumowanie
Autor zestawit w tabeli 2.
Pierwsza czes$¢ wynikdw opisuje badania prowadzone z wykorzystaniem komorek linii MA-10. Te wyniki niemal
w calosci zostaty opublikowane w Biochemical and Biophysical Research Communications, gdzie Doktorant jest
pierwszym autorem. W rozprawie zamieszczono ryciny z tej publikacji, jednak brak legendy zdecydowanie
utrudnia $ledzenie tych wykreséw (Ryciny 1, 2 i 4-7). Ponadto na zdjeciach mikroskopowych (Rycina 3 oraz
Rycina 15) nie zamieszczono skali, o ktorej Autor pisze w legendzie obu figur, mimo ze w publikacji skala zostata
zaznaczona. Ze wzgledu na niezgodnosdci w podpisach do figur z trescig rozdziatow, prosze o uscislenie, w jakim
zakresie stezenn podawano wodoronadtlenki lipidéw (mili — czy mikromolowe). W podpisach pod rycinami i do
tabel Autor zamiescit szczegdtowe opisy przeprowadzenia doswiadczen, ktore powinny raczej zostaé
zamieszczone w rozdziale Metody. W tabeli 1 kolumny opisane zostaty NS i S, niestety nie ma informacji, czego
one dotyczg, a wyjasnienie znajdujemy dopiero czytajac czgs$¢ rozdzialu po$wiecong analizie komorek
pierwotnych. Na stronie 52 czytamy, ze Mitotracker Deep Red jest markerem mitochondriéw, podczas gdy ta
sonda fluorescencyjna preferencyjnie wchodzi do mitochondriow w sposob zalezny od potencjatu
mitochondrialnego. Czy wiadomo, ze warunki eksperymentu nie wptywaja na AWn? Jak wygladaty mitochondria
komérek nietraktowanych 7-OO0OH, gdyz w pracy pokazano tylko zdjecia komérek po ekspozycji na ten
wodoronadtlenek? W przypadku zastosowania inhibitora GPx4, Autor napisal, ze utrzymywano jego stezenie
przez caly czas? Czy jest sposéb monitorowania stezenia tej substancji, czy inhibitor dodany byt tylko raz czy
tez uzupetniany w trakcie inkubacji? Nie rozumiem réwniez opisu do ryciny 6 — co znaczy stwierdzenie
catkowity lipid SUV wynosit 0,5 mM”?
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W rozdziale 6.11 Autor pisze o niewielkim, 35% wzro$cie poziomu biatka GPx4. Nalezy jednak pamietaé, ze

taka zmiana moze mie¢ istotne znaczenie dla funkcjonowania komarki. W kolejnym rozdziale nieco niefortunnie
opisano zmiany syntezy testosteronu (czytamy o ,,spadku 40%, ktéry si¢ zwigkszat do 70 %”).

Po lekturze rozdziatu wyniki nasunely mi sie jeszcze nastgpujace pytania:
1. Dlaczego do réznego typu analiz wykorzystywano komérki w réznej gestosci stosujac rézny czas
traktowania wodoronadtlenkami? Czy w tej sytuacji mozna korelowaé ze soba takie wyniki? Na ile
miarodajne s3 wnioski wyciagniete z testu cytotoksycznosci, kiedy stosowano jeden czas traktowania?
Jest to szczegolnie istotne w przypadku badania odpowiedzi mitochondriow, ktére ze wzgledu na swa
dynamike i ogromng plastyczno$é moga kompensowaé uszkodzenia, a aktywacja proceséw zwigzanych
z kontrola jakosci moze niwelowad uszkodzenia powstate na skutek traktowania badanymi substancjami.
2. Czy SDH jest dobrym biatkiem referencyjnym, czy warunki eksperymentu (traktowanie komorek) nie
wplywa na poziom tego biatka? Zwlaszcza, ze w dalszych badaniach stosowano beta-aktyne jako biatko
referencyjne.
3. Z czego wynika rbznica zastosowanych stezen 7-OOH przy traktowaniu komorek MA-10 w
poréwnaniu z komoérkami pierwotnymi? Czy linia komérek MA-10, ktora jest linia pochodzenia
nowotworowego, ma wicksza tolerancje na czynniki szkodliwe?
4. Prosze o przedstawienie analizy statystycznej wynikoéw przedstawionych na wykresach stupkowych.
W opisie analizy statystyczne w rozdziale Metody byta informacja o wykorzystaniu testu t-Studenta, ale
nie umieszczono takich wynikéw na wykresach. Czy test t-studenta jest odpowiednim testem
statystycznym do analizy wynikéw z tego rodzaju badan?

Ostatni rozdzial stanowi zwiezla dyskusja uzyskanych wynikéw, ktdre Doktorant skonfrontowal z
dostepng literaturg oraz zilustrowal czytelnym schematem (Rycina 16). Dyskusje poprzedza tabela w
podrozdziale 6.14, ktora doskonale podsumowuje uzyskane wyniki i porzadkuje wnioski, ktore z nich ptyna. Ta
czg$¢ rozprawy zostala przygotowana starannie. Pierwsze akapity tego rozdzialu ponownic wprowadzajg
czytelnika w tematyke rozprawy, niekiedy zdecydowanie bardziej rzeczowo niz wstep teoretyczny. Musze
podkresli¢, ze dopiero przeczytanie wprowadzenia do dyskusji wyjasnia w pelni zasadno$¢ postawionych celow,
a uzycie PCOOH jako zwigzku referencyjnego do dziatania 7-OOH zostaje uzasadnione. W kilku kwestiach
poproszg Autora o‘wyjaénienie. Po pierwsze na stronie 71 Autor pisze, ze 7-O0H dostarczany do mitochondriow
powoduje utrate potencjatu mitochondrialnego (jak rozumiem chodzi o obnizenie, ze wzgledu na zalezny od
potencjalu transport). Czy jest to wniosek z wiasnych badan (brak wynikéw w rozprawie) czy informacja z
literatury (prosze o dodanie referencji). Ponadto, na kolejnej stronie dyskutowana jest sprawa powszechnego
wystepowania peroksydazy glutationowej 1. Autor sugeruje brak zaangazowania tego enzymu w detoksykacje
CHOOMH. Prosze o podanie stosownych referencji lub pokazanie wynikéw, ktére temu dowodza. Zaskakujgcym
stwierdzeniem bylo, ze ,,hodowle linii komérkowych pochodzenia nowotworowego sg przewidywalne”. Prosze
o komentarz, na czym owa przewidywalno$¢ ma polegaé. Nastepnie, Autor pisze o roli biatka STARDI w
utrzymaniu struktury, funkeji i bioenergetyki mitochondriéw. Prosze o bardziej szczegdlowe rozwinigcie, o jakie
funkcje mitochondriéw chodzi. Nastepnie, Autor wspomina o mozliwosci wykorzystania elektroforezy
dwukierunkowej w polaczeniu z metodg immuno-spin trapping w analizie szlaku biosyntezy testosteronu na
etapie post-mitochondrialnym. Prosze o wyjasnienie, jakie mozliwosci daje takie podejscie.

Z obowiazku recenzenta, konieczna jest rowniez ocena edytorskiej i jezykowej strony pracy. Niestety,

Autor nie uniknat licznych literéwek, bledéw jezykowych 1 gramatycznych (wlaczajac nieprawidtowosci w
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odmianie wyrazéw, liczne bledy interpunkcyjne, a takze bledy ortograficzne (conajmniej; spozadzaé etc.).
Dodatkowo niejednokrotniec wykorzystywane sa niefortunne spolszczenia angielskojezycznych zwrotow (np.
mediowany transport — po polsku raczej, transport, w ktérym posredniczy, blank, czyli ,.$lepa proba”, media
hodowlane — to po polsku pozywki, itp.). Powszechnie stosowane sa rowniez sformutowania wykorzystywane w
zargonie laboratoryjnym, jak ,niestymulowane kontrole, czy pracuje si¢ z ,,hodowla” zamiast z komdrkami w
hodowli, ktére raczej nie funkcjonuja w tekstach naukowych. Kolejna kwestia dotyczy niekonsekwentnego
stosowania spacji przy zapisie jednostek. W wielu miejscach symbol ,,1” zostal zastapiona literg ,,u”. Dodatkowo
Autor niekonsekwentnie stosuje pewne pojecia. Pozywki hodowlane sa zamiennie nazywane medium,
roztworem, badz pozywka, za$ cholesterol moze by¢ ,,dostarczany w diecie”, a nie ,,spozywany”, za$ retikulum
endoplazmatyczne zastepowane jest zamiennie skrétem ER (z j. ang.) badZ RE (z j. pol.). Ryciny i tabele maja
niejednolity sposob numerowania (wykorzystywane sg zamiennie cyfry rzymskie i arabskie), wspolna numeracje
zastosowano dla Wstepu teoretycznego i Metod oraz Wynikéw i Dyskusji, jednak zdecydowanie tatwiej byloby
sledzié ryciny i tabele przy zastosowaniu ciaglej numeracji dla calej pracy. ’

Najwazniejszymi osiagni¢ciami recenzowanej rozprawy sa:
- potwierdzenie kluczowej roli biatka STARD1 w transporcie 7-OOH do mitochondriéw;
- wykazanie kluczowej roli GPx4 w detoksykacji tego wodoronadtlenku;
- wykazanie negatywnego efektu 7-OOH na przebieg procesu steroidogenezy;
- wykorzystanie komorek pierwotnych do potwierdzenia wynikéw uzyskanych na liniach komérkowych.

Podsumowujac, w mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Pawta Pabisza jest oryginalnym opracowaniem
naukowym opisujacym uszkodzenia wytwarzania testosteronu w komdrkach Leydyga, ktore sa spowodowane
nagromadzaniem wodoronadtlenkéw cholesterolu, a selenoproteinaza GPx4 odgrywa istotng role¢ w usuwaniu
tego produktu peroksydacji cholesterolu. Ze wzgledu na szereg zastosowanych metod badawczych i wnikliwg
analize uzyskanych wartosciowych wynikéw oraz umigj¢tno$¢ ich interpretacji, pozytywnie oceniam
przedstawiona mi do oceny dysertacje, a wymienione uwagi krytyczne nie zmniejszaja w mojej opinii wartosci
naukowej rozprawy. Niewatpliwic jednak, praca mogta by¢ przygotowana z wigksza starannoscia.

A zatem, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w artykule
13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; 2005 r. Nr 164, poz. 1365, z 2010 . Nr 96, poz. 620, Nr 182,
poz. 1228, z 2011 r. Nr 84, poz. 455) i wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr. Pawla Pabisza do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora.

7 powazaniem,
Dorota Dymkowska
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