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Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr Macieja Dgbrowskiego

pt. ,,Stymulowany aminoglikozydami translacyjny odczyt przedwczé’énych kodonow STOP w

wybranych genach zaangazowanych w patogenezeg pierwotnej dyskinezy rzgsek (PCD)”
Promotor: Prof. dr hab. Ewa Zietkiewicz

Choroby genetyczne spowodowane przez mutacje prowadzace do powstania
przedwezesnego kodonu STOP stanowig ok. 30% wszystkich chorob genetycznych cziowieka.
Poza metodami terapii genowej, jedng z mozliwosci leczenia tych choréb moze by¢
zastosowanie zwigzkéw chemicznych, ktore wspomagaja translacyjny odczyt przedwczesnych
kodonéow STOP  wywotanych  mutacjag. Mozliwos¢  wykorzystania  zwigzkoéw
aminoglikozydowych do stymulacji translacyjnego odczytu przedwczesnych kodonow STOP
jest od lat przedmiotem intensywnych badan. Wptyw aminoglikozydow i zwigzkow nie-
aminoglikozydowych byl szeroko badany w chorobach uwarunkowanych jednogenowo m.in.
mukowiscydozie czy dystrofii mig$niowej Duchenne’a. Wyniki dotychczasowych badan
wskazuja, ze zwigzki te. moga znalez¢ zastosowanie w terapii tych chordb.

Sprawa jest bardziej ztozona w przypadku choréb uwarunkowanych wielogenowo

takich jak pierwotna dyskineza rzgsek (PCD). W pismiennictwie $wiatowym, za wyjatkiem
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pracy opublikowanej w 2016 roku z udzialem Doktoranta, brak jest badan dotyczacych
mozliwego wplywu zwigzkéw aminoglikozydowych na translacyjny odczyt przedwczesnych
kodonow STOP w przypadku mutacji w genach lezacych u podioza PCD. Tym wigksza jest w
tym wzgledzie warto$¢ rozprawy doktorskiej, ktora uzupelnia luk¢ badawczg w temacie
mozliwosci zastosowania prostych zwigzkoéw chemicznych (aminoglikozydow) do stymulacji
odczytu przedwczesnych kodonéw STOP wywolanych przez mutacje w wielu roznych genach.

Dokonujgc oceny przedstawionej rozprawy nalezy przede wszystkim wskaza¢ na
trafno§¢ wyboru jej tematu. Poszukiwanie zwiazkéw wspomagajacych mechanizm
stymulowanego odczytu przedwczesnych kodonéw STOP w genach lezacych u podloza
pierwotnej dyskinezy rzesek jest istotne nie tylko w aspekcie poznawczym, ale i klinicznym,

poniewaz stwarza nowe mozliwosci leczenia dla pacjentéw z tego typu mutacjami.

Praca doktorska jest obszerna, liczy tacznie z piSmiennictwem i zafgcznikami 143
strony, z tego 27 stron stanowi ,,Wstep”, 1 strona ,,Cele pracy” ,,Materiat i metody — 19 stron,
,»Wyniki” — 26 stron, ,,Dyskusja” — 16 stron, ,,Wnioski” 1 strona, zamieszczono tez streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, spis tabel i rycin oraz wykaz stosowanych skrotéw i
pi$miennictwa liczacego 209 pozycji literaturowych. Dodatkowo, na poczatku rozprawy
Doktorant umiescit informacje o zrodtach finansowania, pulﬁikacjach wiasnych i
wyrdznieniach, a na koncu zamieszczono materialy dodatkowe z wynikami sekwencjonowania
konstruktéw ze wstawkami oraz sktad buforow i spis aparatury i odczynnikow wykorzystanych
w pracy oraz skan zgody Komisji Etycznej na prowadzenie badan. Zostala zachowana
wlasciwa proporcja miedzy poszczegdlnymi cze$ciami rozprawy doktorskiej. Cytowane
pi$miennictwo jest dobrze dobrane, aktualne. Na uznanie zastuguje bardzo jasny i przejrzysty
styl pracy, a zilustrowanie opisywanych mechanizméw wieloma rycinami i tabelami ulatwia
zrozumienie tematu. Praca jest napisana bardzo starannie, bez uchybien edytorskich.

Rozprawe doktorskg rozpoczyna bardzo dobrze napisany i wyczerpujacy Wstep, ktory
wprowadza w zagadnienia poruszane w pracy. Na poczatku Doktorant opisuje proces
terminacji translacji, ze szczegdlnym uwzglednieniem czynnikdw wplywajgcych na
efektywnos¢ translacyjnego odczytu kodonéw STOP. Nastgpnie omdwiono rolg tego procesu u
eukariontow z podaniem przyktadow genow, dla ktdrych proces ten jest elementem regulacji
ekspresji. W kolejnym rozdziale Doktorant szczegélowo omawia wplyw przedwczesnych
kodonow STOP na fenotyp produkowanych biatek oraz strategie eksperymentalne sluzace
przywrdceniu ekspresji funkcjonalnych biatek i redukcji objawéw chorob wywotanych przez

mutacje prowadzace do powstania przedwczesnych kodonéw STOP. Zaprezentowano réwniez
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dane z piémienﬁictwa dotyczace zwiazkéw aminoglikozydowych, mechanizmu ich dzialania
oraz potencjatu terapeutycznego. W dalszych podrozdziatach wstgpu Doktorant przedstawia
problem toksycznoéci tych zwigzkéw oraz metod ich lagodzenia z uzyciem zwigzkow
kompleksujqcych czy przeciwutleniaczy. Szczegélowo opisano takze mechanizmy dzialania
zwiazkéw nie-aminoglikozydowych, przy czym biorac pod uwage tytul i cel rozprawy, rozdzial
ten jest az nazbyt szczegotowy. Na zakohczenie Doktorant omawia mozliwosci zastosowania
stymulowanego odczytu translacyjnego w genach zwiazanych z pierwotng dyskinezg rzgsek.
Dane z pi$miennictwa zawarte we Wstgpie wskazujg na bardzo dobrg znajomosc¢ zagadnienia 1
merytoryczne przygotowanie Doktoranta do prowadzenia badan eksperymentalnych.

Celem pracy byla analiza efektywnosci zwigzkow aminoglikozydowych w stymulacji
translacyjnego odczytu przedwczesnych kodondw STOP dla 17 mutacji w pigciu genach
zaangazowanych w patogenezg pierwotne; dyskinezy rzesek. Celem rownorzednym byla ocena
toksycznosci badanych zwigzkow dla komoérek nablonka oddechowego i rozwoju rzgsek.
Postawione cele Doktorant realizowal z wykorzystaniem licznych technik biologii
molekularnej oraz biologii komorki w szeregu dobrze zaplanowanych eksperymentow. Cele te
zostaly w pelni osiagnigte w pracy.

Kolejny rozdzial stanowi opis materiatu badawczego oraz stogowanych metod. Opis te]
cze$ci rozprawy zostal zaprezentowany w sposob przejrzysty, zé‘ szczegbtowym opisem
wykonywanych procedur, co pozwala na oceng poprawnego doboru metod oraz wskazuje na
olbrzymig prace Doktoranta w realizacj¢ czesci eksperymentalnej rozprawy.

Rozdziat ,,Wyniki” zastuguje na wyroznienie ze wzgledu na niezwykle uporzadkowany
i jasny opis wynikow przeprowadzonych badan. Doktorant wykazal, ze zwigzkami
aminoglikozydowymi najefektywniej stymulujgcymi translacyjny odczyt przedwczesnych
kodonéw STOP byly G418, paromomycyna i gentamycyna, przy czym najbardzie] efektywne
stezenie G418 bylo wysoce toksyczne dla komoérek nabtonka oddechowego. Natomiast
amikacyna w zadnym z badanych stgzen nie stymulowata translacyjnego odczytu
przedwczesnych kodonow STOP w badanych genach. Interesujacym spostrzezeniem jest duza
rozbiezno$é miedzy efektywnoscig tego procesu w systemie in vitro w porownaniu do systemu
~ ex vivo, co moze wskazywaé na ograniczong zdolnos¢ przenikania badanych zwiazkow przez
blony komérkowe nablonka oddechowego, zmniejszajac ich biodostgpnos¢ i potencjal
terapeutyczny. Obszernos¢ tego rozdziatu, bogactwo wykorzystanych technik, a takze opis
eksperymentow wstgpnych, stuzacych optymalizacji wybranych metod sg dowodem na bardzo

dobre opanowanie warsztatu badawczego przez Doktoranta.
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W rozdziale ,,Dyskusja” przeanalizowano znaczenie badanych stgzen zwiazkow
aminoglikozydowych, jak réwniez otoczenia kodonu STOP na efektywno$¢ translacyjnego
odczytu PTC w odniesieniu do istniejgcego pismiennictwa. Omodwiono roéwniez aspekt
toksycznosci badanych zwigzkdéw poréwnujac wyniki wiasne z tymi doste;pﬁymi w literaturze.
Istotnym elementem Dyskusji jest rbwniez proba wyjasnienia przez Doktoranta problemdéw
zwigzanych z zastosowaniem podejscia translacyjnego odczytu przedwczesnych kodonow
STOP w praktyce klinicznej. Dyskusja przeprowadzona jest w sposob systematyczny wraz z
krytyczng oceng wynikéw wiasnych i §wiadczy o bardzo dobrej znajomosci zagadnienia i duzej
dojrzatosci naukowej Autora.

Sformutowane wnioski sg adekwatne do celu pracy i w peini poparte wynikami,
aczkolwiek trzy pierwsze stanowig raczej podsumowanie wynikdw niz wnioski ptyngce z
rozprawy.

Z obowigzku recenzenta ponizej zalgczam nieliczne, drobne uwagi do pracy, ktore nie
wplywaja na moja wysokg oceneg:

1. Przy opisie celu — pierwszy akapit bardziej pasowalby do wstepu jako akapit konczacy i
podkreslajacy luke w badaniach, natomiast cel powinien zwigzle okresla¢, co bedzie
przedmiotem pracy \

2. W opisie materialdw wyjasnienia wymaga sformutowanie ,,kom(')rk:i. ... byly izolowane od
zdrowych dawcow z usuwanych polipdw nosowych” (str. 48). Polipy sg zazwyczaj
manifestacjg schorzenia toczacego si¢ w uktadzie oddechowym, stad trudno moéwi¢ o
pacjentach poddanych polipektomii jako o ,,zdrowych dawcach”.

3. Sformutowanie ,Niniejszy projekt...”, ,,...w opisanym projekcie” nalezaloby zastgpié
,Niniejsza praca...”, ,,w opisanej pracy” (str. 47, 110)

4. Drobne uchybienia natury j¢zykowej: ,trafiajg do cytoplazmy” zamiast ,lokalizujg sie w
cytoplazmie” (str. 26); ,,komorek czlowieka” zamiast ,,komorek ludzkich” (str. 25, 29, 102);
»pilotazowe proby” zamiast ,,pilotowe proby” (str. 33).

Pomimo kilku uwag natury porzadkujacej, pragng podkresli¢, ze nie zmniejszajg one
wartosci merytorycznej zardwno przeprowadzonych badan jak i wnioskowania. Reasumujgc
moge stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska Pana mgr Macieja Dabrowskiego dotyczy waznego
problemu skutecznosci zwigzkéw aminoglikozydowych w stymulacji translacyjnego odczytu
przedwczesnych kodondw STOP w genach zwigzanych z PCD, a takze ich toksycznosci dla
komoérek nablonka oddechowego w dwoch systemach eksperymentalnych. Na szczeg6lng
uwage zashuguje fakt, ze badania tego typu sa zlozone i trudne metodologicznie. Pomimo to

Doktorant przeprowadzit je bezblgdnie. Praca jest rowniez nowatorska wskazujac, jak istotne
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jest poszukiwanie zwigzkdw o mniejszej toksycznosei i wigkszym potencjale stymulacji, co
bedzie przedmiotem dalszych badan Doktoranta w ramach przyznanego grantu NCN
Preludium.

W $wietle przedstawionej oceny stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Macieja
Dabrowskiego spelnia wszystkie kryteria wynikajace z Ustawy o Stopniach Naukowych i
Tytule Naukowym. W zwigzku z tym przedkladam Radzie Naukowej Instytutu Genetyki
Czlowieka PAN w Poznaniu wniosek o dopuszczenie Pana mgr Macieja Dabrowskiego do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na duzg warto$¢ merytoryczng

pracy, zgtaszam wniosek o jej wyrdznienie.

Dr hab. Aleksandra Szczepankiewicz



