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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Pauliny Mozolewskiej pt.:
Zmiany w mitochondriach ludzkich komérek niosgcych mutacje w genie IT15
Changes in mitochondria of human cells carrying the mutation in the / T15 gene

Praca doktorska mgr Pauliny Mozolewskiej powstata w Katedrze Biologii Molekularnej
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna,
uznanego badacza molekularnych mechanizméw choréb genetycznych. Drugim promotorem
ocenianej pracy doktorskiej jest prof. dr hab. Mariusz Wieckowski z Pracowni Bioenergetyki i Bton
Biologicznych Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie, ktory z
powodzeniem specjalizuje si¢ w badaniu biologii i fizjologii mitochondriéw. Promotorem
pomocniczym pracy jest dr Sylwia Baranska.

Przedmiotem badan ujetych w rozprawie doktorskiej mgr Pauliny Mozolewskiej sg zmiany
w ilosci mtDNA i zmiany funkcjonalne w mitochondriach ludzkich komérek, gtéwnie fibroblastow
skory, niosgcych mutacje w genie /715, kodujgcym huntingtyne. Choroba Huntingtona jest
najczesciej wystepujacym dziedzicznym zaburzeniem neurodegenera-cyjnym, wywotanym
zwiekszong liczbg powtdrzen trojki nukleotydowej (CAG) w pierwszym egzonie genu /T15. Liczba
powtdrzen trojki CAG stanowi czynnik diagnostyczny i podstawe prognozowania postepu
choroby. Agregacja nieprawidtowego biatka huntingtyny jest prawdopodobnie gtowng przyczyng
postepujacej degeneracji komorek nerwowych w mozgu, co prowadzi do nasilajacych sie
zaburzen funkgji psychicznych, poznawczych i fizycznych. Celem rozprawy doktorskiej mgr
Pauliny Mozolewskiej byto okreslenie potencjainych dysfunkcii mitochondrialnych w tkankach
peryferycznych, tj. komérkach krwi (gtéwnie leukocytach) oraz fibroblastach, u pacjentéw ze
zdiagnozowang chorobg Huntingtona oraz korelacja otrzymanych wynikow ze stopniem
zaawansowania choroby. Grupe kontrolng stanowili ludzie zdrowi, bez obciazenia rodzinnego
choroba Huntingtona, odpowiednio dobrani pod wzgledem pici i wieku.

Formalny opis rozprawy

Gtéwnym elementem ocenianej rozprawy doktorskiej jest spojny tematycznie zbior trzech
wieloautorskich publikacji. Dwie z tych prac majg 4 wspdtautorow, jedna — 13. We wszystkich tych
publikacjach Doktorantka zajmuje pierwszg pozycjg. Prace zostaty opublikowane w dobrych,
recenzowanych periodykach miedzynarodowych znajdujacych si¢ na liscie Journal Citation
Research. Sa to nastepujace prace:

1. Jedrak P, Sowa N, Baranska S, Wegrzyn G (2017) Characterization of conditions and
determination of practical tips for mtDNA level estimation in various human cells. Acta
Biochimica Polonica, 64, 699-704, IF 1,239, 15 pkt. MNiSW

2. Jedrak P, Krygier M, Tonska K, Drozd M, Kaliszewska M, Bartnik E, Sottan W, Sitek EJ,
Stanistawska-Sachadyn A, Limon J, Stawek J, Wegrzyn G, Baranska S (2017) Metabolic
Brain Disease, 32, 1237-1247, IF 2,441, 25 pkt. MNiSW

3. Jedrak P, Mozelewski P, Wegrzyn G, Wieckowski M (2018) Mitochondrial alternations
accompanied by oxidative stress conditions in skin fibroblasts of Huntington’s disease
patients. Metabolic Brain Disease, doi: 10.1007/s11011-018-0308-1, IF 2,441, 25 pkt.
MNiSW
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Praca doktorska zaczyna sig spisem tresci po czym zamieszczone jest 6,5 stronicowe
streszczenie, napisane zgodnie Z wymogami w jezyku angielskim i polskim. Po trzech
publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej zamieszczono oswiadczenia
wspotautorow tych publikacji. W przypadku publikacji nr 2 przedstawiono oéwiadczenia 5 sposrod
12 wspbtautoréw, co spetnia wymogi formaline.

Uwagi:

W przypadku publikacji nr 2 nie zataczono materiatow uzupetniajacych (Supplementary
materials), na ktore sktadajg sie 4 tabele.

Merytoryczna ocena rozprawy

Rozprawe rozpoczyna Streszczenie, ktore zwigzle ale bardzo umiejetnie wprowadza
czytelnika w podstawowe zagadnienia dotyczace etiologii i rozwoju choroby Huntingtona oraz
potencjalnej roli zaburzen mitochondrialnych w tym schorzeniu neurodegeneracyjnym. Autorka
uzasadnia podjecie badan dysfunkcji mitochondriow w tkankach peryferycznych, przedstawia
cele rozprawy doktorskiej a nastepnie krétko opisuje wyniki badan zawarte w trzech publikacjach
stanowigcych rdzen rozprawy. Przygotowane przez Doktorantke podsumowania i dyskusja
uzyskanych wynikow sg bardzo pomocne przy analizie opisanych w publikacjach, wykonanych
przez nig badan.

Zgodnie z przedstawionymi oswiadczeniami dotyczacymi wkiadu poszczegolnych autoréw
oraz samej Doktorantki, we wszystkich trzech publikacjach mgr P. Mozolewska byta giownym
eksperymentatorem, brata udziat w analizie statystycznej wynikow, ich interpretacji oraz
przygotowaniu manuskryptu. W przypadku publikacji nr 113, badania prowadzone byty w ramach
dwoch projektow NCN, z ktorych jednym (Preludium) kierowata Doktorantka. Zatem indywidualny
wktad mgr P. Mozolewskiej w powstaniu publikacji stanowigcych rozprawe doktorska nie budzi
watpliwosci. Rozprawe tg mozna wiec uzna¢ za samodzielng i wyodrebniong czescia spojnej
tematycznie pracy zbiorowej.

Pierwszym celem badawczym ocenianej rozprawy doktorskiej, opisanym w publikacjach nr
1 i 2, byto zbadanie poziomu mtDNA w krwi oraz fibroblastach u pacjentéw na réznych etapach
choroby Huntingtona oraz zbadanie korelacji otrzymanych wynikow ze stopniem zaawansowania
choroby.

Publikacja nr 1

Doktorantka oznaczata poziom mtDNA w krwi peinej, jak i samych leukocytach, 5
zdrowych woluntariuszy a takze brata udziat w oznaczeniach poziomu mtDNA w liniach
komaorkowych fibroblastow, 6 liniach pochodzacych od pacjentow ze zdiagnozowana chorobg
Huntingtona oraz 6 liniach od os6b zdrowych. Doktorantka poréwnata poziom mtDNA w
probéwkach krwi przechowanych w réznych warunkach, réznice migdzy krwig petng i leukocytami
oraz roznice w poziomie mtDNA w fibroblastach os6b zdrowych i chorych. W ten sposéb
opracowata optymainy protokét eksperymentalny, ktéry postuzyt w dalszych badaniach
prowadzonych juz tylko na leukocytach i/lub fibroblastach. W ramach tej pracy wyniki
przedstawiono na 3 rycinach i w 2 tabelach. Tabela nr 2 zawiera praktyczne rady dotyczace
uzycia krwi i linii komorkowych jako materiatu do oznaczania poziomu mtDNA. Co ciekawe, w
przypadku badan poziomu mtDNA w fibroblastach Doktorantka wykazata mozliwosé utraty
fenotypu chorobowego W fibroblastach z p6zniejszych pasazy komarkowych.

Uwagi i spostrzezenia do przedyskutowania:
- Brakuje mi w tej publikacii lub w skrétowym opisie rozprawy doktorskiej wyttumaczenia dlaczego
do badan wybrano leukocyty a nie na przyktad ptytki krwi. Czy mozna spodziewaé sie réznic w
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poziomie MtDNA wérod roznych rodzajow leukocytow, takze w odniesieniu do pacjentéw ze
zdiagnozowang choroba Huntingtona.

- Dlaczego na Rycinie 2 nie umieszczono omawianych w tekscie wynikéw otrzymanych dla
prébek krwi przechowywanych przez 3 dni w temperaturze -20°C?

Publikacja nr 2

W kolejnej publikacji opisano wyniki badan poziomu mtDNA w leukocytach i fibroblastach
pacjentow na réznych etapach choroby Huntingtona. Analizie poddano leukocyty pozyskane od
84 pacjentow, w tym 62 pacjentow z objawami choroby i 22 pacjentow bez objawéw, oraz
leukocyty pozyskane od 62 zdrowych osob. Badania przeprowadzono takze na liniach
komaérkowych fibroblastow pochodzacych od 10 pacjentow z objawami choroby oraz 9 zdrowych
oséb. Oswiadczenia 5 wspotautorow (spoérod 12) i Doktorantki wskazuja, ze w czesci
doéwiadczalnej tej publikacji wkiad mgr P. Mozolewskiej polegat na izolacji DNA catkowitego
fibroblastéw i udziale w izolacji DNA catkowitego z probek krwi oraz przeprowadzeniu
doéwiadczen z zastosowaniem techniki ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (qPCR).
Publikacja zawiera 4 tabele i 5 rycin oraz dodatkowe 4 tabele umieszczone w materiatach
uzupetniajacych, ktore nie dotgczono do rozprawy.

W pracy pokazano, ze przeciwnie do leukocytow, we fibroblastach pochodzacych od oséb
chorych poziom mtDNA jest obnizony w stosunku do komérek pochodzacych od os6b zdrowych.
Nie wykazano istotnej korelacji pomigdzy poziomem mtDNA we krwi z wieloma czynnikami jak
wiek, poziom zaawansowania choroby, wzrost, waga, parametry $rodowiskowe jak palenie
papierosow czy spozywanie alkoholu. Trzeba podkresli¢ i doceni¢, ze badania opisane W te]
pracy obejmuja najwigksza jak dotad populacje pacjentéw chorych na chorobe Huntingtona.
Pokazuja, ze oznaczana liczba kopi mtDNA u chorych zalezy od liczy przebadanych osob oraz
typu komorek, z ktorych izoluje siec DNA.

Uwagi i spostrzezenia do przedyskutowania:

- Prosze o przedyskutowanie W czasie publicznej obrony czy, biorgc pod uwage wyniki badan
opisane w tej pracy oraz dane literaturowe wskazujace na wiele réznych czynnikow wptywajgcych
na poziom mtDNA, jest to dobry parametr do poréwnywania w kontekscie choroby Huntingtona?

- W pracy wykazano zwigkszony poziom mtDNA w leukocytach kobiet z choroba Huntingtona w
stosunku do chorych mezczyzn. Czy podobna réznice zwiazanag z picia pacjentéw mozna znalez¢
w przypadku fibroblastow (uwzgledniajac znacznie mniejsza liczbg n).

Publikacja nr 3

W kolejnej publikacii stanowiacej rozprawe doktorska poréwnano czynniki zwigzane z
funkcjonowaniem mitochondriow w liniach komorkowych fibroblastow pozyskanych od 8 chorych,
u ktérych genetycznie potwierdzono mutacj¢ genu IT15 oraz od 7 osob zdrowych. Doktorantka
oznaczata poziom ATP, ogdina aktywnos¢ metaboliczna mitochondriéw, mitochondrialny
potencjat blonowy, poziom reaktywnych form tlenu (RFT) w cytoplazmie i mitochondriach, poziom
biatek systemu fosforylacji oksydacyjnej oraz biatek systemu antyoksydacyjnego. Brata takze
udziat w badaniach cyklu komérkowego. Otrzymane wyniki przedstawiono na 7 rycinach.

Doktorantka wykazata, ze fibroblasty pacjentow charakteryzowaty sie¢ obnizonym
poziomem ATP, zwiaszcza gdy byly hodowane bez glukozy a ich gtownym substratem
energetycznym byta galaktoza. Fibroblasty pacjentéw, mimo niezmienionego mitochondrialnego
potencjatu btonowego, podobnego poziomu kompleksoéw systemu fosforylacji oksydacyjnej i
markera ilosci mitochondriow, wykazywaty mniejsza aktywno$¢ metaboliczng mitochondriow.
Towarzyszyt temu nieznaczny wzrost poziomu RFT w mitochondriach oraz zwigkszenie poziomu

biatek antyoksydacyjnych, mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej 2 i reduktazy
glutationowej co wskazywato na obecnos¢ niewielkiego stresu oksydacyjnego w fibroblastach
3
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pochodzacych od pacjentow. Analiza korelacji zbadanych parametrow mitochondrialnych
obserwowanych we fibroblastach ze stopniem zaawansowania choroby (obejmujacym objawy
psychiczne, ruchowe i ogéine funkcjonowanie pacjentéw) ujawnita, ze zmiany profilu czynnikow
mitochondrialnych sg najbardziej widoczne we wczesnych etapach choroby, zwiaszcza gdy brano
pod uwage stan psychiczny. Trzeba podkresli¢, ze jest to pierwsza tego typu kompleksowa
analiza obejmujaca parametry mitochondrialne badane w komorkach tkanek peryferycznych.

Oto kilka uwag i spostrzezen do przedyskutowania:

- Obserwowane w pracy zmiany nie s3 duze ani specyficzne dla badanej jednostki chorobowej.
Prosze o przedyskutowanie tej kwestii w kontekscie poszukiwania biomarkerow choroby.

- W zadnej publikacji nie podano czy pozywka DMEM stosowana do hodowli fibroblastow
zawierata 5 mM glukoze (trzeba sig tego domysla¢) jako gtowne paliwo energetyczne, i czy takze
zawierata pirogronian i/lub glutaming (sa przeciez rézne pozywki DMEM). Informacja ta jest
wazna dla zinterpretowania obnizenia poziomu ATP i aktywnosci metabolicznej mitochondriéw
obserwowanego we fibroblastach pochodzacych od pacjentow. W ktorych procesach
metabolicznych komorki produkujg ATP, gdy paliwem energetycznym w pozywce jest galaktoza?

- Jakiej zmiany w mitochondrialnym potencjale btonowym mozna oczekiwaé przy zmniejszonej
produkcji ATP przez mitochondria? W publikacji opisujac wyniki (w punkcie: Mitochondrial
metabolic activity) autorzy piszg o ,OXPHOS malfunctioning”. Prosze wyjasni¢ skad ten wniosek.
Czy zaburzenia moga wystepowaé na innych etapach oddychania komorkowego?

- Rycina 7 w publikacji obejmuje dane z grupy kontrolnej a Tabela 1 sugeruje, ze analiz nie
wykonano dla tej grupy (,NA - not applicable”). Prosze o wyjasnienie.

- W publikacji nr 2, poziom mtDNA we fibroblastach pozyskanych od pacjentow byt obnizony. W
publikacji nr 3, we fibroblastach pacjentow nie obserwowano zmian w iloéci mitochondriéw na co
wskazuje podobny poziom biatek markerowych biogenezy mitochondriow (TOM 20 i oksydazy
cytochromu c¢). Czy obserwacje z obu publikacji sa zbiezne?

Podsumowanie

Weczeéniejsze komentarze i pytania, ktore stanowig element dyskusji naukowej, nie majg
wplywu na mojg wysoka oceng przedstawionej pracy, jej wartosci merytorycznej oraz znaczenia
przeprowadzonych badan. Wyniki doswiadczen ujete w pracach tworzacych spojny tematycznie
zbiér trzech publikacji stanowig wazne osiggnigcie naukowe, istotne dla zrozumienia etiologii i
rozwoju choroby Huntingtona, a w przysztosci dla jej diagnostyki i leczenia. Badania rozszerzaja
naszg wiedze na temat mato poznanych w przypadku tego schorzenia neurodegeneracyjnego
dysfunkcji mitochondrialnych w tkankach peryferycznych. Biorgc pod uwage merytoryczng i
innowacyjng warto$¢ pracy, j€j potencjalne znaczenie aplikacyjne, pracochfonno$¢ i
réznorodnosé doswiadczen i analiz, uwazam ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z
2015 r. poz. 249 i 1767). Whnioskuje zatem o dopuszczenie mgr Pauliny Mozolewskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Z uwagi na duza warto§¢ rozprawy, wnioskuje o jej
wyréznienie stosowng nagroda.
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