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Streszczenie

Informacja genetyczna w komoérka eukariotycznych zawarta jest w sekwencji genomu
jadrowego oraz w DNA organelli, takich jak mitochondria u zwierzat czy chloroplasty i
mitochondria u roslin. Od prawidlowego funkcjonowania metabolicznych i sygnalowych
szlakow taczacych pomigdzy organellami i1 jadrem =zalezy homeostaza komorkowa.
Mitochondria sa niezbedne dla przezycia komorki, jej aktywnosci, oddzialtywania ze
srodowiskiem, odpowiedzi na stres, adaptacji czy tolerancji na czynniki §rodowiska. Ponadto
$3 one rOwniez zaangazowane w procesy starzenia oraz odgrywaja kluczowa role w procesach
programowanej $mierci komorki, apoptozy 1 nekrozy. Duza cz¢$¢ bialek mitochondrialnych
kodowana jest przez genom jadrowy, a nast¢pnie importowana do mitochondriom po
translacji zachodzacej w cytozolu. Dotyczy to réwniez kilku specyficznych RNA.

Mitochondria wykazuja swoistg autonomie w zwigzku z czym wcigz skonstruowanie 1
skuteczne zastosowanie metod interwencji w ich program genetyczny jest niezwykle trudne.

Rozwdj metod wprowadzania nowego materialu genetycznego do poszczegdlnych
kompartymentow komorkowych stal si¢ podstawa do projektowania strategii transformacji
mitochondridow przy zastosowaniu réznych markeréow selekcyjnych. Pomimo wielu préb,
system transformacji genetycznej mitochondrialnego DNA stworzono tylko dla dwodch
organizmow jednokomoérkowych (drozdze i glony Chlamydomonas reinharditi). Nadal
wielkim wyzwaniem pozostaje poszukiwanie skutecznych strategii dostarczania DNA i RNA
do mitochondriow in vitro lub w systemie komorkowym. Transfekcja mitochondriéw oraz
poznanie genetyki tych organelli pozostaje w nurcie nowatorskich badan podstawowych, a
takze aplikacyjnych w kontekscie terapii choréb o podtozu mitochondrialnym.

W zwigzku z powyzszym poszukiwanie i opracowywanie nowych strategii majacych
na celu dostarczenie Kkatalitycznych RNA lub oligonukleotydow antysensowych do
mitochondriow moze by¢ przelomem w badaniach genomow mitochondrialnych.
Opracowanie i zbadanie takiej strategii stato si¢ gldwnym celem badawczym niniejszej pracy
doktorskiej.

W pierwszej jej cze$ci wykorzystano opracowany w naszym laboratorium system

dostarczania czasteczek aktywnych katalitycznie z wykorzystaniem struktur podobnych do



tRNA (ang. tRNA-like) do modyfikacji genomu mitochondrialnego w komorkach roslinnych.
Jako sekwencje docelowe wybrano geny, ktorych funkcja w roslinach nie byta dotychczas w
pelni znana (matR oraz mttB). Jako aktywng sekwencje pasazerska w systemie ros$linnym
wykorzystano katalityczne kwasy nukleinowe (rybozymy typu hammerhead) oraz sekwencje
antysensowych oligonukleotydow. Uzyskane w toku realizacji pracy wyniki potwierdzity
skuteczno$¢ opracowanej metody w  obnizaniu  ekspresji  docelowych  genéw
mitochondrialnych. Ponadto po zastosowaniu zbudowanego konstruktu w badaniach
funkcjonalnych potwierdzono zaangazowanie genu matR w proces sktadania gendéw
mitochondrialnych nalezacych do intronow grupy II.

W drugiej czesci pracy podjeto probe adaptacji opracowanego w modelu roslinnym
systemu do modyfikacji ekspresji ludzkiego genomu mitochondrialnego. W tym podejéciu
wytypowano dwie sekwencje podobne do tRNA oraz wykazano ich zdolno$¢ do
przechodzenia przez podwojng btone mitochondriéw komoérek ludzkich w warunkach in vitro
oraz in vivo. Wykorzystujac t¢ mozliwos¢, skonstruowano wektor zawierajacy jako sekwencje
pasazerska aktywna katalitycznie czasteczke w postaci rybozymu. Potwierdzono potencjat
transportowy  konstruktu oraz efektywne obnizenia poziomu ekspresji genow
mitochondrialnych. Nie obserwowano jednoczesnie efektow niespecyficznych i
cytotoksycznych w badanych liniach komérkowych.

Uzyskane wyniki potwierdzity, ze zaprojektowany i zmodyfikowany w ramach
niniejszej pracy system moze by¢ z powodzeniem wykorzystany do badania funkcji gendéw
mitochondrialnych zaréwno w systemie ros$linnym, jaki w ludzkich liniach komoérkowych. To
nowatorskie podejscie otwiera nowag droge do badan genetycznych mitochondriow,
odczytywania procesow regulacji i identyfikacji nierozpoznanych jeszcze funkcji genomu

mitochondrialnego.



