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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Pawta Gfodowicza “Wykorzystanie katalitycznych
kwasow nukleinowych do regulacji ekspresji genéw mitochondrialnych”.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. inz. Pawta Gtodowicza zostata wykonana
w Zaktadzie Neouroonkologii Molekularnej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w
Poznaniu. Prace badawcze zostaty przeprowadzone pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Rolle, prof. IChB.
Funkcje promotora pomocniczego petnita dr Agnieszka Fedoruk-Wyszomirska.

Mitochondria sg poétautonomicznymi organellami posiadajgcymi wtasny genom o ograniczonej
pojemnosci informacyjnej. Pozostate biatka, w tym biatka niezbedne do utrzymania i ekspresji genomu
mitochondrialnego, kodowane sg w genomie jadrowym. Pomimo wielu lat badan funkcjonowanie
mitochondrialnych systeméw genetycznych nie zostato w petni poznane. Znaczacy przeszkoda
w poznaniu funkcjonowania mitochondrialnego systemu genetycznego roslin i ssakow jest brak
mozliwosci ukierunkowanej modyfikacji genomu mitochondrialnego oraz brak mozliwosci
specyficznego obnizenia ekspresji poszczegdlnych gendw mitochondrialnych. Z tego powodu
prowadzenie badan funkcjonalnych genéw mitochondrialnych jest ograniczone.

U cztowieka mutacje w DNA mitochondrialnym mogg prowadzi¢ do choréb. Opracowanie technik
ukierunkowanej modyfikacji genomu mitochondrialnego cztowieka lub metody dostarczania do
mitochondridw funkcjonalnego RNA stanowitoby znaczacy przetom w zaproponowaniu strategii
terapeutycznych  choréb  mitochondrialnych ~ warunkowanych  mutacjami w  genomie
mitochondrialnym.

Badania przeprowadzone przez mgr. Pawta Gtodowicza s kontynuacjg prac zespotu nad
opracowaniem skutecznej metody dostarczania kwaséw nukleinowych do mitochondridw.
We wczesniejszych pracach zespotu opracowano podstawowe zatozenia systemu umozliwiajgcego
import RNA do mitochondriow komérek roslinnych oraz opisano jego aktywnos¢ po imporcie do
organelli (Val i wsp. NAR, 2011, PMID: 21768127). Autor rozprawy postanowit sprawdzi¢ czy tak
opracowany system moze by¢ wykorzystany do badania funkcji genéw mitochondrialnych u roslin
wybierajac jako przyktad geny matR oraz mttB. Jednoczesnie, jako jeden z celéw pracy przyjat
sprawdzenie czy system opracowany i przetestowany w komarkach roslinnych moze by¢é wykorzystany
do modyfikowania ekspresji gendw mitochondrialnych w ludzkich komérkach hodowanych in vitro.
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Cel rozprawy uwazam jako ambitny i niezwykle istotny dla poznania biologii mitochondriéw. Warto
podkresli¢, ze wiele zespotdw badawczych na swiecie probowato lub préobuje opracowaé¢ metode
importu kwasow nukleinowych do mitochondridw cztowieka oraz metode ukierunkowanej modyfikacji
ludzkiego genomu mitochondrialnego. Dotychczas zadna z metod nie znalazta powszechnego
zastosowania.

Wykorzystujgc podstawowe metody biologii molekularnej, transformacji roslin oraz podstawowe
metody biologii komérki mgr Gtodowicz zrealizowat cele badan przedstawione w rozprawie.
Wykorzystujac rybozym HH oraz czasteczke przypominajaca tRNA (ang. tRNA-like) autor skonstruowat
model badawczy do badan funkcjonalnych roslinnych gendw matR i mttB. W przypadku genu matR
mgr Gfodowicz wykazat, ze produkt tego genu — maturaza R, uczestniczy w skfadaniu
mitochondrialnego pre-mRNA. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w uznanym czasopismie
Nucleic Acids Research. Co wazne, w przypadku genu matR Autor rozszerzyt wczesniejsze badania
prowadzone w pracowni i wykazat mozliwos$¢ zastosowania antysensownego RNA do regulacji genow
mitochondrialnych in vivo. Badania nad genem mttB doprowadzity do opracowania modelu
badawczego, ktéry moze stanowi¢ bardzo cenny materiat do przeprowadzenia badan funkcjonalnych
w przysztosci.

Za bardzo interesujgce uznaje badania mgr. Gtodowicza nad opracowaniem systemu do regulowanego
obnizenia ekspresji gendw kodowanych w genomie mitochondrialnym cztowieka. Przeprowadzajac
analize bioinformatyczng Autor zaproponowat czgsteczki podobne do tRNA pochodzace z wirusa
mozaiki tytoniu i wirusa mozaiki stoktosy jako potencjalne czynniki kierujgce RNA z cytoplazmy do
mitochondridow cztowieka. W kolejnym etapie sprawdzit czy czasteczki te mogg by¢ importowane in
vitro do mitochondridow lub mitoplastéw wyizolowanych z komdrek ludzkich. Dane uzyskane przez
Autora sugerujg, ze czasteczki takie mogg by¢ importowane do macierzy mitochondrialnej. Jednakze,
w przedstawionej pracy nie opisano metody izolacji mitochondriéw, nie opisano procedury
przygotowania mitoplastéw, a takze nie przedstawiono kontroli czystosci uzyskanych organelli. Czy
istnieje mozliwos¢, ze RNA badany w tym oznaczeniu jest chroniony przed nukleazami poprzez jego
zwigzanie do innych organelli niz mitochondria? Czy zastosowana w tym eksperymencie mieszanina
nukleaz moze w petni zdegradowac¢ badany, ustrukturalizowany RNA? Czy przeprowadzono
odpowiednie reakcje kontrolne? Ktéry ,,sygnat” przedstawiony na Ryc. 36 przyjeto jako 100%?

W kolejnym etapie badan mgr. Gtodowicz stworzyt transgeny kodujgce czgsteczki podobne do tRNA
w fuzji z rybozymem HDV (zapewniajgcym witasciwe formowanie korica 3’ czasteczki tRNA-like) oraz
rybozymem HH zaprojektowanym do ,przeciecia” mitochondrialnego transkryptu , ATP6” (wtasciwie
ATP8/6). Wykorzystujgc uzyskane konstrukcje DNA oraz system Flp-In T-Rex Autor uzyskat stabilne linie
komoérek ludzkich (293, HepG2), ktére w regulowany sposdb wyrazaty transgen wprowadzony do
genomu jadrowego. Wykorzystujgc uzyskane stabilne linie komdrek ludzkich Autor przeprowadzit
badania majgce na celu sprawdzenie czy ekspresja wprowadzonego transgenu wptywa na poziom
MRNA ATP8/6. Mgr Gtodowicz stwierdzit, ze ekspresja rybozymu HH skierowanego przeciwko mRNA
ATP8/6 prowadzi do obnizenie poziomu tego mMRNA, ale nie innych badanych mRNA
mitochondrialnych. Co wiecej, stwierdzono znaczace obnizenie poziomu biatka ATP6 juz po 24
godzinach od indukcji ekspresji rybozymu (Ryc. 54). Biorgc pod uwage wtasne doswiadczenie
z przeciwciatami majacymi rozpoznawac biatka kodowane w ludzkim mtDNA chciatbym zapytac czy
prébowano potwierdzi¢ (przynajmniej do pewnego stopnia) specyficznos¢ stosowanych przeciwciat
np. przez zahamowanie translacji mitochondrialnej. Podsumowujac, przeprowadzone eksperymenty
wskazujg na specyficzng aktywnos$¢ wprowadzonego rybozymu wzgledem mRNA ATP8/6.
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Rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim, z zastosowaniem klasycznego podziatu
tekstu na: wstep, wyniki, dyskusje, materiaty i metody oraz spis literatury. Wstep zostat poprzedzony
streszczeniem napisanym w jezyku polskim oraz angielskim. Praca napisana jest w sposdb ciekawy,
jednakze, niektére rozdziaty sg nadmiernie rozbudowane, a dodatkowa korekta jezykowa
(np. trujnukleotyd, strona 146), usuniecie zwrotdw zargonowych (np. , poziom ekspresji wektora” w
opisach osi wykreséw) mogtoby znaczgco poprawi¢ jakos¢ rozprawy. Autor odwotuje sie do bogatej
listy pismiennictwa, obejmujgcej 422 pozycje, jednakze wiele cytowanych prac wystepuje na liscie
przynajmniej dwa razy (przyktadowo 156/157, 197/199, 196/198, 302/304, 306/307, 357/359).
Z drugiej strony niektdre pozycje cytowane w tekscie nie sg umieszczone w spisie piSmiennictwa
(przyktadowo Gueven, 2013 ze strony 38). O ile zastosowanie niektérych zwrotéw nie wptywa na
zrozumienie i odbiér merytoryczny rozprawy, to niektére zwroty nie mogg pozostac bez komentarza:

e Autor wielokrotnie uzywa zwrotdw sugerujacych, ze system, ktéry opracowuje modyfikuje genom
mitochondrialny. Czy rybozym HH modyfikuje genom mitochondrialny? Czy wyniki przedstawione
w pracy pozwalajg stwierdzi¢, ze import rybozymu HH do mitochondriéw powoduje modyfikacje
genomu?

e Bakterie nie posiadajg mitochondriéw (strona 23).

e Rozdziat 3.2.1.2. - czy badano transport/import konstruktéw do mitochondriow?

e Rozdziat 3.2.5 - czy badano integralnos¢ btony mitochondrialnej, czy wprowadzano wektor do
mitochondriow?

Rozdziat ,,Wstep” stanowi bardzo szerokie wprowadzenie do tematyki badan. Rozdziat ten dostarcza
wielu ciekawych informacji. Jednoczesnie uwazam, ze pominiecie niektérych zagadnien (np. rozdziat
1.2.1 pt. ,Genom mitochondrialny protistéow”) pozwolitoby skoncentrowaé uwage na gtéwnej
tematyce badan. Nie mam pewnosci co Autor rozprawy rozumie przez zwrot, ze ,geny lezg na nici
lekkiej lub ciezkiej mtDNA”" (opis Ryc. 1), warto jednak zwréci¢ uwage, ze w literaturze bardzo czesto
btednie definiowane sg nici kodujgca i matrycowa gendw obecnych w genomie mitochondrialnym
cztowieka. Nie mam tez pewnosci jakie czynniki przedstawiono w Tab.1 — czynniki transkrypcyjne, czy
tez czynniki zwigzane ze sktadaniem pre-mRNA.

W rozdziale ,Materiaty i metody” Autor podjat sie szczegdétowego opisu stosowanych metod.
Przedstawione opisy sg poprawne, z tym, ze w przekazanym do recenzji egzemplarzu pracy nie
odnalaztem opisu metod, o ktérych wspomniatem powyzej. Nie odnalaztem réwniez informacji na
temat przeciwciat stosowanych do wykrywania biatka ATP6. Istnieje rozbieznos¢ pomiedzy informacja
na temat stupkéw btedéw przedstawionych na wykresach - wg. rozdziatu 6.29 stupki reprezentujg
odchylenie standardowe podczas gdy opisy wykreséw wskazujg btad standardowy Srednie;.

W rozdziale ,Wyniki” Autor przedstawit rezultaty przeprowadzonych eksperymentéw, ktdre zostaty
podsumowane powyzej. W tym miejscu chciatbym poprosi¢ Autora o komentarz/spekulacje do
nastepujacych zagadnien:

e Dlaczego obnizenie poziomu analizowanych transkryptéw (matR, mttB, ATP8/6) jest niekompletne
i w wiekszosci przypadkéw nie przekracza 50%. Jakie czynniki moga wptywac na obnizenie
skutecznosci dziatania rybozymu HH?

e Czym mozna wyttumaczy¢ réznice w wydajnosci obnizenia biatka matR pomiedzy matRz1 i matRz2
(Ryc. 20), podczas gdy obnizenie poziomu transkryptu matR jest podobne w przypadku matRz1 i
matRz2 (Ryc. 19)?
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e Czy Autor mdgtby zaproponowaé mechanizm, ktéry prowadzi do obnizenia poziomu transkryptu
matR w przypadku zastosowania AS-ON, zwtaszcza, ze najwiekszy efekt na poziom transkryptu
matR jest obserwowany gdy poziom AS-ON ulegt obnizeniu?

Autor w ciekawy sposdb opisuje wyniki swoich badan w rozdziale , Dyskusja”. Ten rozdziat rozprawy
potwierdza znajomos¢ literatury tematu oraz umiejetnos$¢ analizy uzyskanych wynikéw w kontekscie
dostepnych danych literaturowych. Co wazine, w dyskusji zostaty uwzglednione prace, ktére
kwestionujg istnienie transportu RNA do mitochondriéw komérek ludzkich (np. Gammage, 2018).
Autor stusznie zwraca uwage, ze zagadnienie importu kwaséw nukleinowych do mitochondriéw
wymaga dalszych badan.

Czes¢ wynikdw zaprezentowanych w rozprawie zostata opublikowana w czasopismie Nucleic Acids
Research, co podkresla znaczenie omawianych w recenzji badain. Mgr inz. Pawet Gtodowicz jest
wspotautorem jeszcze czterech innych publikacji. W zadnej z publikacji nie jest autorem wiodacym.
Dorobek naukowy Kandydata oceniam jako dobry.

Podsumowujgc, rozprawe doktorskg mgr. inz. Pawta Gtodowicza oceniam pozytywnie. Praca ta
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, ktérego petne opracowanie miatoby duze
znaczenia dla innych badan dotyczacych biologii mitochondriéw oraz potencjalnego rozwoju strategii
terapeutycznej choréb mitochondrialnych. Biorgc pod uwage oryginalnos¢ przeprowadzonych badan
oraz znaczenie dla rozwoju dziedziny stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca spetnia kryteria
stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z tym zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr. inz. Pawta Gtodowicza do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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