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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Pawla Mariusza Glodowicza zatytutowanej ,,\Wykorzystanie

katalitycznych kwasow nukleinowych do regulacji ekspresji genéow mitochondrialnych”

Odkrycia dokonane w ciggu ostatniego potwiecza systematycznie poglebialy, a czasami wrecz drastycznie
zmienialy naszg wiedz¢ na temat procesOw biochemicznych bedacych fundamentami funkcjonowania
organizmow zywych. Jednym z kamieni milowych tego okresu byto odkrycie katalitycznych wtasciwosci
RNA (rybozymoéow) przez S. Altmana i T. Czecha na poczatku lat 80-tych XX w. Ich odkrycie w wielu
aspektach zmienito nasza wiedz¢ na temat roli RNA w funkcjonowaniu komoérki i wytyczyto nowe Sciezki
badan zwigzanych z szeroko rozumiang regulacja ekspresji genow. Badania zalezno$ci struktura-aktywnosé
rybozymow pozwolity na ich wykorzystanie jako efektywnego narzedzia biologii molekularne;j
umozliwiajgcego precyzyjne manipulowanie czasteczkami kwasow nukleinowych i ingerencje w zawartg w
nich informacje¢ genetyczng. Potencjalnie otwiera to mozliwos¢ zastosowania rybozymow jako narzegdzi
terapeutycznych umozliwiajacych przywrdocenie homeostazy w sytuacjach, w ktorych obecnie stosowane leki
nie spetniajg poktadanych w nich nadziei. Jednak zetknigcie si¢ tej idei z ,,rzeczywistoscia komorkows”
okazato si¢ brutalne. Wewnetrzne $rodowisko komorki okazalo si¢ znacznie bardziej ztozone i
nieprzewidywalne niz sadziliSmy, a zastosowanie rybozymow jako narzedzi kontrolujacych ekspresje
znacznie bardziej problematyczne, niz nam si¢ wydawato. Mitochondria, ze wzgledu na swoja funkcje sg
jedng z kluczowych organelli komérkowych. Dysponujgc wlasnym materialem genetycznym (mtDNA) sg
semiautonomiczng struktura, ktorej zaburzona aktywno$¢ prowadzi do wielu chordb (zespoly: KSS, MERRF,
MELAS czy NARP). Obecnie s3 one nieuleczalne, a stosowana terapia jest wylacznie objawowa.
Zastosowanie strategii rybozymowej jest jednym z pomystow i kierunkoéw poszukiwania efektywnych metod
kontrolowania aktywnosci mtDNA. W ten nurt badawczy wpisuje si¢ tematyka dysertacji mgr inz. Pawta

Mariusza Glodowicza.

Rozprawa doktorska mgr inz. Pawta Mariusza Gtodowicza zatytutowana ,,Wykorzystanie katalitycznych
kwasow nukleinowych do regulacji ekspresji gendw mitochondrialnych” powstalta w Zaktadzie

Neuroonkologii Molekularnej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, kierowanym przez
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prof. ICHB PAN dr hab. Katarzyn¢ Rolle, ktora petnita réwniez funkcje promotora tejze pracy, a
promotorem pomocniczym byta dr Agnieszka Fedoruk-Wyszomirska. Rozprawa zawiera wyniki badan mgr
inz. Pawta Mariusza Glodowicza nad projektowaniem i zastosowaniem katalitycznych kwasoéw nukleinowych
do regulacji ekspresji genow mitochondrialnych u rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) oraz w
wybranych ludzkich liniach komérkowych. Doktorant zaprojektowat i otrzymat konstrukty zawierajace
sekwencje aktywne (pasazerska i odcinajaca) w postaci rybozyméw (HH i1 HDV) oraz sekwencje
umozliwiajacg transport z cytoplazmy do mitochondriéw (TLS). W jednym wypadku konstrukt zawierat
antysensowng sekwencje pasazerska. Aktywnos$¢ konstruktow zostata przetestowana wobec wybranych
genow mtDNA A. thaliana oraz ludzkich w wybranych liniach komoérkowych. Eksperymenty zawarte w
rozprawie majg charakter badan podstawowych, jednakze potencjalnie moga przyczyni¢ si¢ do powstania
nowej generacji narzedzi terapeutycznych w postaci katalitycznych RNA zdolnych do kontroli ekspresji
genow mitochondrialnych. Z tego punktu widzenia wybor tematu pracy doktorskiej uwazam za niezwykle
trafny i dobrze umotywowany merytorycznie. Opisany w rozprawie warsztat eksperymentalny swiadczy o
dobrym opanowaniu przez Doktoranta szerokiej gamy technik biologii molekularnej i biotechnologii,
poczynajac na umiejetnosci konstrukcji 1 syntezy tancuchow RNA o zaprojektowanych wiasciwosciach, a

konczac na technikach pracy z materiatem roslinnym oraz pracy z liniami komorkowymi.

Formalna ocena rozprawy. Rozprawa doktorska liczy 195 stron. Praca zawiera 7 rozdziatéw w uktadzie dos¢
typowym dla prac eksperymentalnych, wsrod ktorych znajduja si¢: opracowanie literaturowe (51 str.), cel
pracy (1 str.), wyniki badan wtasnych (56 str.), dyskusja (19 str.), podsumowanie (2 str.), materialy i metody
(17 str.) oraz obszerna bibliografia (422 pozycji). Praca zawiera liczne ilustracje (b. dobrej jako$ci), ktore

bardzo utatwiaja §ledzenie procesu tworzenia np. poszczegodlnych konstruktéw RNA uzytych w badaniach.

Przechodzac do merytorycznej oceny pracy na wstepie chciatbym zaznaczy€, ze zawiera ona niezwykle
obszerny zestaw i analiz¢ danych eksperymentalnych. Pokazuje to duze zaangazowanie Doktoranta 1 ogrom
czasu 1 pracy jaka musial wykona¢ na realizacje jej celow. Czes¢ wynikéw zawartych w rozprawie (jak
zaznacza Doktorant w jej treSci) zostata juz opublikowana (Sultan D., et al. (2016). The Reverse
Transcriptase/RNA Maturase Protein MatR Is Required for the Splicing of Various Group Il Introns in
Brassicaceae Mitochondria. Plant Cell, 28: 2805-2829) (IF 11.3/2021). W pracy tej zawarte sg m.in. wyniki
zastosowania konstruktow rybozymowych w modelu ro§linnym. Utatwito to nieco recenzentowi prace, gdyz
metodologia eksperymentow, a takze wynikajace z nich wnioski, przeszly juz sito recenzji tego czasopisma.
Doktorant jest wspotautorem tego artykutu. Glownym celem jaki Doktorant postanowit zrealizowa¢ w ramach

swojej dysertacji byto opracowanie i wykorzystanie strategii importu czasteczek regulatorowych (rybozymy,
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a takze sekwencja antysensowna) do mitochondriow oraz regulacja ekspresji wybranych genow
mitochondrialnych w modelu ros$linnym (A. thaliana) oraz w wybranych ludzkich liniach komérkowych. Cel
ten Doktorant zrealizowal wykorzystujac wczesniej opracowane systemy transkrypcyjne, ktore umozliwity
mu syntez¢ zaprojektowanych przez siebie konstruktow. Zostaty one zaprojektowane w taki sposob, aby po
autowycieciu rybozymu HDV powstajaca na 3’-koncu struktury TLS sekwencja CCA poprzez jej
aminoacylowanie umozliwiata transport takiego konstruktu do mitochondrium. Doktorant pokazal, ze
strategia ta sprawdzila si¢ zarowno w modelu ro$linnym, jak i docelowym modelu ludzkich linii
komorkowych. Opracowana procedura pozwala na charakterystyke gendéw mitochondrialnych oraz ich
produktow transkrypcji i translacji, zar6wno w wariancie gdy ich funkcja jest juz znana, jak rowniez dla celow
o0 nieznanej funkcji. W modelu ro§linnym Doktorant wykorzystywat konstrukty/transkrypty, ktore w jednym
wariancie zawieraly rybozym jako sekwencj¢ pasazerska, a w drugim sekwencj¢ antysensowng. Czy
Doktorant zechcialby porownaé zalety i wady oraz efektywno$¢ obu tych podejs¢ w trakcie publicznej
obrony? Czy wspomniane w Opracowaniu literaturowym zawartym we wstgpnej czesci dysertacii,
modyfikowanie AS-ON w sekwencji pasazerskiej byloby mozliwe w technologii eksperymentu
przeprowadzonego przez Doktoranta? W catej dysertacji Doktorant stosuje zwrot ,,ro$lina Arabidopsis (lub
A.) thaliana”. Poniewaz w badaniach wykorzystujacych materiat ro§linny jest to jedna z roslin modelowych

1 ma swoja polska nazwe, to moze warto bytoby si¢ chociaz raz nig postuzyc¢?

Za najciekawsze osiggnig¢cie Doktoranta przedstawione w dysertacji uwazam zaprojektowanie 1 pokazanie
efektywnosci systemu umozliwiajacego transport konstruktéw rybozymowych do ludzkich mitochondriow.
Jak pokazal Doktorant na wybranych celach-genach mitochondrialnych (mt-atp6), zaprojektowany system
oparty na rybozymowej sekwencji pasazerskiej, struktury transportujacej TLS (pochodzace z wirusa mozaiki
tytoniu-TMV oraz wirusa mozaiki stoktosy-BMV) oraz rybozymu samowycinajacego HDV, okazat sig
skuteczny w regulacji ekspresji mitochondrialnej informacji genetycznej. Wspomniane wirusy sa RNA-
wirusami, czemu wigc porownywano ich sekwencje TLS z odpowiednimi tRNA na poziomie DNA, a nie
RNA (rys34, str. 96)? Na podkreslenie zastuguje fakt, ze konstrukcja i aplikacja kilkuplazmidowego systemu
niezbgdnego do transfekcji 1 aktywacji konstruktu umozliwiajacego transport rybozymu do mitochondriow w
ludzkich liniach komorkowych byta nieporéwnanie bardziej ztozona w zestawieniu z modelem ro§linnym. W
przeprowadzonych eksperymentach Doktorant pokazal, ze zaproponowana przez niego technologia
umozliwia transfekcje komorek ludzkich, transkrypcje zaprojektowanego konstruktu oraz jego efektywny
transport do mitochondriow. Co wazne, pokazano rowniez, ze technologia ta nie narusza integralno$ci
(potencjatu) btony mitochondrialnej i funkcjonalno$ci mitochondriow, czyli jest stosunkowo bezpieczna dla
komorki. Doktorant pokazal réwniez na poziomie transkryptu mitochondrialnego genu mt-at6 oraz jego
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biatkowego produktu, ze rybozym bedacy czgscia zaprojektowanego konstruktu przejsciowo obniza poziom
jego transkrypcji i translacji w ludzkich liniach komérkowych. Pokazuje to, ze Doktorantowi udato si¢
zmodyfikowa¢ i przetransponowaé roslinny konstrukt rybozymowy na taki, ktory jest funkcjonalny w
ludzkim modelu komérkowym. Czy doktorant sprawdzat jak dlugo utrzymuje si¢ konstrukt rybozymowy w
wektorze plazmidowym po wprowadzeniu do ludzkiej komorki? Do tej cze$ci badanh mam pytanie do
Doktoranta zwigzane z zastosowaniem promotora antybiotyko (tetracyklino)-zaleznego do indukcji ekspresji
zaprojektowanego konstruktu. Narzedzie to jest bardzo wygodne do selektywnej ekspresji konkretnego genu,
a wyniki Doktoranta pokazuja, ze stosowane st¢zenia antybiotyku nie wptywaja znaczgco na zywotnos¢
komorek. Czy Doktorant dostrzega ograniczenia takiego rozwigzania, w wypadku ewentualnego stosowania
zaproponowanego systemu w uktadzie in vivo? Jak Doktorant widzialby potencjalne farmakologiczne
zastosowanie zastosowanej przez siebie technologii na tle innych znanych procedur manipulowania genomem

mitochondrialnym?

Podsumowujac tg cz¢$¢ rozprawy stwierdzam, ze stanowi ona wynik duzej pracy wtozonej przez Doktoranta,
potrafigcego wykorzystywa¢ wlasng wiedz¢ i szeroki wachlarz narzedzi biologii molekularnej do
rozwigzywania postawionych przed nim problemow. Przedstawione wyniki wnosza niewatpliwie wiele
elementow nowosci naukowej dotyczacych projektowania struktur rybozymowych w celu regulacji ekspresji
mtDNA. Niezwykle wartosciowe sa zwiaszcza te uzyskane w modelu wykorzystujacym ludzkie linie

komorkowe.

Z obowiazku recenzenta przedstawiam rowniez kilka uwag krytycznych, ktdre nasungty mi si¢ po lekturze
dysertacji. Uchybien formalnych jest niewiele. Dysertacja mgr inz. Pawla Glodowicza napisana jest
»poprawnym jezykiem”, ze zrozumieniem opisywanych problemow oraz starannoscig edytorska. Aczkolwiek
wida¢ pewien pospiech na ostatnim etapie jej powstawania, co znajduje odzwierciedlenie w
nieskorygowanych bledach jezykowych (np. protistow (nie protestow, str. 4), aminoacylacji (nie
aminacylacji, str 46), czy inne np. str. 146 1.6). W pracy znalaztlem tez pewna liczbg
niepoprawnych/zargonowych okreslen, jak np. obnizenie genu matR (str. 81) czy obnizenie docelowych
genow (str. 132), najwyzsze obnizenie (str. 79-80), amidy kwasu fosforowego to fosfoamidy (nie ,,fosfor
amidy”), a wigzanie to wigzanie fosfoamidowe (str.66-57). W kilku miejscach pracy pojawia si¢
okreslenie. ..konca 3’-CCA (np. str. 46). Moim zdaniem wzbudza ono zamieszanie, bo nie wiadomo czy autor
miat na mysli 3’-koniec konstruktu zakonczony sekwencjg CCA, czy tez niestandardowy zapis sekwencji 3’-
CCA-5’. Oczywiscie z kontekstu mozna si¢ zorientowac, ze chodzi o pierwszy wariant. W opisie Kilku

wykresow i tabel (np. str. 118/120) opisano stgzenia antybiotyku jako [pug]. To jest jednostka masy, nie
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stezenia. Przy podawaniu dlugosci fali emisji fluorescencji standardowo podaje si¢ tez dlugosé fali
absorbcji/wzbudzenia (rys 44-45). Natomiast na wyréznienie zastuguje szata edytorska wsparta rysunkami i
fotografiami o bardzo dobrej jakosci. Jest to niezwykle pomocne narzedzie w $ledzeniu toku myslenia
Doktoranta w trakcie projektowania narze¢dzi i wykonywaniu zaplanowanych eksperymentow. Powyzsze
drobne uwagi wynikaja jedynie z koniecznosci wnikliwej analizy rozprawy doktorskiej i w zadnym stopniu

nie umniejszajg efektow naukowych osiggnigtych przez Kandydata.

Reasumujac, mgr inz. Pawta Glodowicz postawit przed soba ambitne cele badawcze i je zrealizowat.
Wykazat si¢ przy tym duza wiedzg zwigzana z konstrukcjg systemow wykorzystujacych kwasy nukleinowe,
a takze znajomoscig wielu technik biologii molekularnej czy biotechnologii, ktére umozliwity mu realizacje
tych celow. Z dysertacji przebija tez duza umiejgtnos¢ Doktoranta projektowania aktywnych/regulatorowych
struktur RNA. Sa to z cata pewnoscia cechy dojrzatego samodzielnego badacza. Baza Pubmed pokazuje, ze
na dzien powstania niniejszej recenzji mgr inz. Pawta Glodowicz jest wspotautorem 5 artykutow naukowych
w czasopismach (dobrych) z tzw. listy filadelfijskiej. Z pelnym, przekonaniem stwierdzam, ze recenzowana
przeze mnie dysertacja zawiera istotne elementy nowos$ci naukowej, spelnia ustawowe i zwyczajowe
wymagania stawiane rozprawom doktorskim i wnosz¢ do Rady Naukowej IChB PAN o dopuszczenie mgr

inz. Pawla Gtodowicza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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