Poznan, 08.06.2018

Ocena rozprawy doktorskiej Pana mgra Macieja Dgbrowskiego

Tytut rozprawy: Stymulowany aminoglikozydami translacyjny odczyt przedwczesnych
kodonow STOP w wybranych genach zaangazowanych w patogeneze pierwotnej dyskinezy
rzesek (PCD).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgra Macieja Dgbrowskiego zostata
przygotowana pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. Ewy Zietkiewicz (promotor) oraz Pani dr
Zuzanny Bukowy-Bierytto (promotor pomocniczy) w Zaktadzie Genetyki Molekularnej i
Klinicznej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu. Badania zostaty sfinansowane z
dwéch grantéow Narodowego Centrum Nauki: grantu OPUS pt. ,Analiza wptywu wybranych
zwigzkow chemicznych na translacyjny odczyt przedwczesnych kodondw STOP (PTC
readthrough) w genach zaangazowanych w patogeneze pierwotnej dyskinezy rzesek”; nr
2011/01/B/NZ4/04840) oraz grantu PRELUDIUM pt. ,Translacyjny odczyt przedwczesnych
kodonéw STOP (PTC readthrough) w genach zaangazowanych w patogeneze pierwotnej
dyskinezy rzesek — stymulacja zwigzkami nie-aminoglikozydowymi jako alternatywa dla
antybiotykéw aminoglikozydowych”; nr 2016/20/T/NZ4/00525, w ktérym to projekcie Pan
mgr Maciej Dabrowski jest kierownikiem.

Autor podjat sie badan nad biologiczng skutecznoscia  antybiotykow
aminoglikozydowych, jako zwigzkow drobnoczasteczkowych, zwiekszajacych
»przepuszczalnosc” przedwczesnego kodonu STOP (PTC od ang. premature termination
codon), a takie szerzej — badan oceniajgcych mozliwos¢ wykorzystania w/w zwigzkdow w
terapii pacjentéw z pierwotng dyskinezg rzesek (PCD od ang. primary cililary dyskinesia).
Warianty patogenne typu ,kodon STOP” stanowig duzg cze$¢ zmian chorobotworczych,
identyfikowanych u pacjentow z réznymi zespotami lub schorzeniami genetycznymi. Ogotem
szacuje sig, ze ok. 20% wariantéw patogennych to zmiany typu kodonu STOP. W przypadku
PCD, czestosc alleli patogennych zawierajacych kodon przedwczesnej terminacji syntezy biatka
to nawet ok. 33%. Ze wzgledu na autosomalne recesywne uwarunkowanie PCD, przynajmniej
jeden allel z kodonem STOP ma wobec tego ok. 56% chorych. To czyni niniejszg jednostke
chorobowg atrakcyjnym obiektem badan nad potencjalnym terapeutycznym zastosowaniem
zwigzkow zwiekszajacych wydajnos¢ translacyjnego odczytu PTC (ang. PTC readthrough).
Biorac pod uwage fakt, ze Zaktad Genetyki Molekularnej i Klinicznej Instytutu Genetyki
Cztowieka PAN posiada najwieksza w Polsce ekspertyze w dziedzinie etiopatogenezy, w tym
genetycznego uwarunkowania PCD, a takze oceniajac znaczacy, udokumentowany
publikacjami, dorobek naukowy Doktoranta, dotyczacy tematyki translacyjnego odczytu
przedwczesnych kodondw STOP, wybdr tematu rozprawy doktorskiej uwazam za logiczny i
stuszny. Badania podjete przez Pana mgra Macieja Dabrowskiego sa uzasadnione nie tylko



wzgledami naukowo-poznawczymi, ale rowniez praktycznymi. Wyniki pracy moga bowiem
okazac sie bardzo istotne naukowo i uzyteczne w terapii chorych na PCD lub inne wybrane
choroby genetyczne cztowieka. Dlatego tez juz na poczatku recenzji chciatbym podkresli¢ duzg
potencjalng wartos¢ aplikacyjng przeprowadzonych badan.

Przedstawiona mi do oceny dysertacja ma typowy dla rozpraw doktorskich uktad
redakcyjny. Zawiera 143 strony maszynopisu (w tym informacje o Zrédfach finansowania,
wykaz publikacji, wystgpien oraz nagrod i wyrdznien Doktoranta, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, spis tresci, spis skrotéw oraz 123 strony tekstu pracy, wtgczajac w to
materiaty dodatkowe). Prace cechuje tradycyjny podziat na wstep, cel pracy, materiaty i
metody, wyniki badan, dyskusje, wnioski, pismiennictwo, materiaty dodatkowe oraz spis tabel
i rycin. W pracy umieszczono 18 tabel i 37 rycin oraz 209 pozycji piSmiennictwa.

/]

Dysertacje otwiera obszerny ,Wstep”, w ktérym Doktorant opisat krétko proces
terminacji translacji u prokariontéw i eukariontdw, a nastepnie szczegétowo scharakteryzowat
naturalnie wystepujgce, biologiczne zjawisko translacyjnego odczytu kodonéw STOP i czynniki
wptywajace na efektywnos$¢ tego procesu. W kolejnych podrozdziatach Autor przedstawit
zagadnienia dotyczgce wystapienia w materiale genetycznym przedwczesnego kodonu STOP
(PTC), wraz z biologicznymi konsekwencjami na poziomie komorki i organizmu. W wielu
przypadkach oczywistym skutkiem wystgpienia PTC u cztowieka jest choroba genetyczna, a
fenomen translacyjnego odczytu przedwczesnego kodonu STOP mozna wykorzysta¢ w celu
zwiekszenia ekspresji biatka produkowanego przez uszkodzony gen i ostabienia lub
zniwelowania objawdéw schorzenia genetycznego. Istnieje szereg substancji chemicznych o
znanej aktywnosci zwiekszajgcej prawdopodobienstwo odczytania przedwczesnego kodonu
STOP przez aparat translacyjny komorki (sg to tzw. supresory odczytu PTC). Doktorant pisze o
nich szczegétowo w dalszej czesci wstepu, omawiajac przy tym ich terapeutyczny potencjat.
Najlepiej zbadanymi zwigzkami z tej grupy sg antybiotyki aminoglikozydowe (AAGs), choc
znane s3 takze substancje o odmiennej budowie chemicznej, jak np. antybiotyki makrolidowe,
escyna, czy tez ataluren, jedyny zarejestrowany w Europie preparat wykorzystywany w
leczeniu dystrofii miesniowej Duchenne’a, spowodowanej mutacjami typu kodonu STOP. W
dalszej czesci pracy mgr Maciej Dabrowski opisuje podtoze genetyczne PCD, uzasadniajgc
wybdr powyzszej jednostki chorobowej do badan nad terapeutycznym zastosowaniem
zwigzkéw chemicznych, wzmagajacych translacyjny odczyt PTC. Pomimo silnie heterogennego
uwarunkowania genetycznego (ok. 40 gendw znanych z zaangazowania w patogeneze
choroby), pierwotna dyskineza rzesek wydaje sie by¢ bardzo dobrym obiektem do badan, gdyz
duza czes¢ wariantéw patogennych (ok. 1/3) to zlokalizowane w réznych genach zmiany typu
kodonu STOP (tzw. warianty nonsense).

W mojej ocenie wstep stanowi szczegofowe i rzetelne omowienie poruszanych
zagadnienri w $wietle bogatego i aktualnego piSmiennictwa. Autor w przystepny i ciekawy
sposéb pozwala czytelnikowi na zapoznanie sie z problematykq, ktorej dotyczy Jego praca
naukowa. Lektura wstepu dowodzi, Zze Doktorant ma bardzo dobre przygotowanie teoretyczne
do realizacji podjetych zadari badawczych.



Gtéwnym celem rozprawy doktorskiej Pana mgra Macieja Dabrowskiego byta analiza
efektywnosci stymulacji odczytu (,przepuszczalnosci”) przedwczesnego kodonu STOP dla
kilkunastu réznych mutacji typu PTC, zlokalizowanych w pieciu genach (DNAH5, RSPH4A4,
DNAH11, CCDC40, SPAG1) zaangazowanych w patogenezg PCD. Jako stymulatoréw odczytu
PTC uzyto czterech antybiotykow aminoglikozydowych (gentamycyny, paromomycyny,
amikacyny i G418). Celem wytonienia zwigzkéw o najwyiszej skutecznosci, przeprowadzono
badania w dwdch uktadach eksperymentalnych — in vitro i ex vivo — przy réznych stezeniach
antybiotykow. Dodatkowym celem pracy, ze wzgledu na znang aktywnos¢ toksyczna
aminoglikozydow wzgledem niektérych typow komorek (gtéwnie nefro- i ototoksycznosd),
byta ocena cytotoksycznosci badanych zwigzkéw w stosunku do komérek nabtonka
oddechowego oraz ocena ich wptywu na funkcje i rozwéj rzesek (ciliotoksycznoéc).

W rozdziatach ,Materiaty” i ,Metody” Doktorant rzetelnie i starannie opisuje
wykorzystany w badaniach materiat biologiczny, a takze uzyte do eksperymentéw odczynniki
i sprzet. Nastepnie Autor niezwykle szczegétowo, wraz z protokotami, podaje metodyke
badan, na ktorg sktadata sie bardzo duza liczba wykorzystywanych technik laboratoryjnych.
Roznorodnosc¢ zastosowanych metod jest wrecz imponujgca. Obejmujg one klonowanie DNA
w celu przygotowania rekombinowanych wektoréw, transformacje i hodowle bakterii celem
namnozenia rekombinowanych plazmidéw, transkrypcje i translacje in vitro, hodowle
komorkowe linii ustalonych (HEK293) oraz wyprowadzonych od pacjentéw (komadrki nabtonka
oddechowego), transfekcje komodrek, barwienie immunofluorescencyjne, skaningowa
mikroskopie elektronowa, wideomikroskopie i inne. Co warte podkreslenia, wiekszos¢ badan
zostata przeprowadzona w Polsce, a jedynie nieliczne analizy (jak np. szybkoklatkowa
wideomikroskopia Time-lapse), w trakcie zagranicznego pobytu stypendialnego Doktoranta na
Uniwersytecie w Southampton. O rzetelnosci naukowego podejscia Pana mgra Macieja
Dabrowskiego swiadczy dodatkowo szczegdtowy i drobiazgowy suplement metodyczny, ktéry
Autor umiescit w rozdziale 9.

Podsumowujgc te czes¢ rozprawy stwierdzam, Ze jestem pod duziym wrazeniem
réznorodnosci metod i technik laboratoryjnych zastosowanych przez Pana mgra Macieja
Dgbrowskiego. W mojej ocenie, ten rozdziat dysertacji jednoznacznie dowodzi, ze Doktorant
jest wszechstronnie wyksztafconym biologiem molekularnym, umiejetnie wykorzystujqgcym
istniejgce techniki badawcze dla rozwiqzania skomplikowanych problemdéw naukowych z
zakresu medycyny molekularnej.

W pierwszej czesci rozdziatu ,Wyniki” Doktorant dokonat wyboru zmian patogennych
wprowadzajgcych PTC, ktore miaty stac sie obiektem dalszych badan nad skutecznoscig
stymulacji odczytu PTC. Do badan wybrano 17 wariantéw patogennych, potozonych w pieciu
genach (DNAH5, RSPH4A4, DNAH11, CCDC40, SPAG1), w ktérych uszkodzenia powoduja PCD.
Wybdr wariantéw zostat logicznie wuzasadniony i dotyczyt on wytacznie zmian
identyfikowanych w przynajmniej kilku rodzinach z populacji polskiej. W dalszej czesci pracy
przygotowano 17 wstawek odwzorowujacych w/w warianty patogenne, ktére wklonowano
nastepnie do wektora pDluc. Co ciekawe, droga chemicznej syntezy oligonukleotydow okazata
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sie lepszym sposobem uzyskania wstawek niz amplifikacja produktéw PCR na matrycy DNA
pacjentow.

Do tej czesci pracy miatbym jedynie drobne uwagi. Pierwsza dotyczy tabeli nr 1, ktora
przedstawia procentowy rozkfad czestosci wystepowania 17-tu wyselekcjonowanych
wariantow patogennych w grupie 295 polskich chorych z PCD oraz ryciny nr 21. Zarowno w
tabeli nr 1, jak i na rycinie nr 21 przedstawiono opisy wariantow, ktore nie sq zgodne z
aktualnymi wytycznymi HGVS, tj. Stowarzyszenia ds. Zmiennosci Genomu Ludzkiego (ang.
Human Genome Variation Society). Wedtug obecnie obowiqzujgcej nomenklatury HGVS,
zalecane jest umieszczenie ,p.” przed opisem wariantu na poziomie biatkowym. Preferowane
jest takze postugiwanie sie trojliterowym kodem przy zapisie aminokwasow.
Usprawiedliwiajgc drobne, nic nieznaczqce uchybienie Doktoranta, musze zaznaczyc, ze w
ostatnich latach zasady nomenklaturowe HGVS ulegajg czestym modyfikacjom i nawet liczne
medyczne laboratoria diagnostyki genetycznej nie nadqzajqc za zmianami, nie przestrzegajq
aktualnych wytycznych odnosnie zapisu wariantow genetycznych. Warto takze podkreslic, ze
zgodnie z nowymi wytycznymi ACMG (Amerykariskiego Kolegium Genetyki i Genomiki
Medycznej; ang. American Society of Medical Genetics and Genomics) uzywane we wszystkich
czesciach niniejszej dysertacji pojecie ,mutacja”, czy to w odniesieniu do wariantu
patogennego, czy tez w odniesieniu do zmiany o czestosci populacyjnej <1%, nie powinno byc
juz uzywane. Zgodnie z nowymi trendami nomenklaturowymi, Srodowiska naukowe
genetykow uzywajq obecnie pojecia ,wariant” i okreslajg go w sposob opisowy (wariant
patogenny, prawdopodobnie patogenny, o niejasnym znaczeniu (VUS), prawdopodobnie
tagodny, tagodny). Zwyczajowe pojecie ,mutacji” wrosfo do tego stopnia w jezyk naukowy, ze
i tak wiekszos¢ genetykoéw uzywa go w wystgpieniach konferencyjnych, choc¢ jednoczesnie
unika tego sformufowania w pisemnych opracowaniach naukowych.

Ponadto w trakcie lektury tabeli nr 1 nasuneta mi sie pewna refleksja, takze do
przemyslenia przez Autora. By¢ moze warto bytoby umiesci¢ w podrozdziale 1.10.3 wstepu (pt.
,Genetyczne podtoze PCD”) informacje o rozktadzie najczestszych alleli patogennych,
zidentyfikowanych w populacji polskiej. Mozliwos¢ zestawienia czestosci wszystkich alleli
patogennych z czestosciami wybranych 17-tu wariantow, ufatwitaby czytelnikowi ocene na ile
powszechne wsrdd chorych z PCD, a tym samym wazne z klinicznego punktu widzenia, sq
warianty poddane dalszym analizom.

Kolejna czes¢ sekcji , Wyniki” poswiecona jest analizie efektywnosci procesu odczytu
PTC stymulowanego AAGs w systemie transkrypcji/translacji (TnT) in vitro. Poczatkowo
przeprowadzono testy AAGs, by wyeliminowac¢ zwigzki o niskim potencjale indukcji odczytu
PTC. Sposrdd czterech badanych antybiotykdw (gentamycyna, amikacyna, paromomycna,
G418), jedynie amikacyna zostata wykluczona z dalszych testow ze wzgledu niska skutecznosc.
Do badan zakwalifikowano 16 z 17 przygotowanych uprzednio konstruktow, z ktorych jedynie
pie¢ wykazato zdolno$é¢ stymulacji odczytu PTC w obecnosci AAGs. ,Przepuszczalnosc”
badanych kodonéw STOP indukowana aminoglikozydami wahata si¢ od ok. 2 do 28%, w
zaleznosci od analizowanego kodonu i uzytego antybiotyku. Nastgpnie powyzszy eksperyment
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odtworzono ex vivo, w hodowli komdrek nabtonkowych HEK293, ktére transfekowano za
pomocg pigciu najbardziej responsywnych konstruktéw. Wyniki eksperymentow wykazaty, ze
wszystkie AAGs skutecznie indukowaty odczyt PTC takze w hodowli komdrkowej, cho¢
uzyskany efekt byt przynajmniej kilkakrotnie stabszy niz w uktadzie in vitro (maks. 6%). W
dalszej czesci pracy, Autor ocenit cytotoksycznos¢ aminoglikozydow wzgledem komorek
nabtonka oddechowego, stwierdzajac niekorzystny wptyw tej grupy zwigzkow na nabtonek.
Nastepnie poddat ocenie wptyw AAGs na budowe i funkcje rzesek nabtonka, stwierdzajac, ze
sposrod wszystkich testowanych antybiotykow, jedynie G418 wykazuje silny negatywny
wptyw na ciliogeneze. W podsumowaniu wynikow Doktorant wskazat koniecznos¢ podjgcia
dalszych badan nad nie-aminoglikozydowymi (NAGs) zwigzkami stymulujacymi PTC
readthrough, jako mniej cytotoksyczng alternatywg dla AAGs. Co wiecej, Pan mgr Maciej
Dabrowski juz podjat takie badania w trakcie swojego stazu naukowego finansowanego z
programu ETIUDA NCN, ktére obecnie kontynuuje jako kierownik projektu przyznanego w
ramach grantu PRELUDIUM NCN.

W ,Dyskusji”, obejmujacej 17 stron i podzielonej na osiem podrozdziatéw, Autor
przystapit do interpretacji uzyskanych rezultatéw w odniesieniu do danych z pismiennictwa.
Doktorant rzetelnie omoéwit wyniki wtasnych badan, ktére w wiekszosci przypadkow sg zgodne
z danymi z piSmiennictwa. Autor nie zadowolit sie wynikami badan dotyczacymi wytgcznie
zmian poziomu transkryptu, ale pokusit sie takie o probe przewidzenia wptywu PTC
readthrough na funkcjonalnosé biatek kodowanych przez poddane analizom, uszkodzone geny
Lrzeskowe”. Pomimo obiecujgcej jak by sie wydawato skutecznosci biologicznej AAGs w
indukcji odczytu PTC, biologiczna funkcjonalnos¢ biatek stataby pod duzym znakiem zapytania
(analizy in silico z tabel nr 7 i 8). Doktorant zachowat zatem stosowny krytycyzm i z duza
ostroznoscia przedyskutowat perspektywy klinicznego zastosowania terapii wykorzystujacych
podejscie PTC readthrough, a takze problemy z tym zwigzane. Na zakoriczenie dyskusji Pan
mgr Maciej Dabrowski wskazat koniecznos¢ dalszych badar nad innymi, mniej toksycznymi od
aminoglikozydéw zwigzkami, ktorych prawdopodobieristwo wykorzystania w praktyce
klinicznej jest znacznie wieksze.

Whnioski wyptywajgce z pracy zostaty sformutowane poprawnie i w catosci odpowiadajg
powzietym do realizacji celom. Stanowig one logiczne uogdlnienia, wyprowadzone ze
szczegotowych wynikéw pracy. Co warte podkreslenia, dzieki sformufowaniu wniosku
dotyczacego mniejszego niz przypuszczano wplywu cytozyny w pozycji +4 (pierwszy nukleotyd
za kodonem STOP) na proces PTC readthrough, poszerzona zostata wiedza biologiczna nt.
zjawiska odczytu przedwczesnego kodonu STOP i jego regulacji.

Uzyskane wyniki Doktorant omoéwit w odniesieniu do szerokiego, trafnie dobranego
pi$miennictwa, obejmujacego facznie 209 pozycji. Praca zostata napisana poprawng
polszczyzng, z niezwykta dbatoscia o szczegdty. Cechuje jg poprawnosc stylistyczna,
sktadniowa, ortograficzna i interpunkcyjna, co sprawia, ze czyta sie ja z duza przyjemnoscia.
W catej pracy znalaztem jedynie kilka drobnych btedéw interpunkcyjnych i nieprawidtowa
odmiane nazwisk zagranicznych w dopetniaczu I. poj. (powinno byc¢ zespét Ulricha i zespot
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Retta, a nie z. Ulrich’a i z. Rett’a, poniewaz nazwiska te koricza sie spotgtoska). Tekst pracy
uzupetniajg i wzbogacajg czytelne ryciny oraz starannie przygotowane tabele. Sposéb redakcji
tekstu, tabel i rycin uwazam za wzorowy.

Na zakoriczenie recenzji chciatbym wyraznie podkresli¢, ze rozprawe doktorska Pana
mgra Macieja Dabrowskiego oceniam bardzo wysoko. Uzyskane w toku realizacji pracy
rezultaty maja istotne znaczenie dla nauki, a w dalszej perspektywie takze dla praktyki
klinicznej. Pragne zauwazy¢, ze wyniki rozprawy stanowig rzeczywisty wktad w rozwoj wiedzy
w reprezentowanej przez Doktoranta dziedzinie badan. Jestem takze przekonany, ze zostana
one opublikowane w dobrych czasopismach o wysokim wspotczynniku oddziatywania.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
Pana mgra Macieja Dabrowskiego spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom na stopien
naukowy doktora i zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w
Poznaniu o dopuszczenie Pana mgra Macieja Dabrowskiego do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Jednoczeénie wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w
Poznaniu o wyrdznienie pracy doktorskiej Pana mgra Macieja Dabrowskiego, z uwagi na
wysokg wartos$¢ poznawczg wynikow badan oraz ich duZe znaczenie praktyczne.
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