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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Marka Lubo$nego zatytulowana
,Podwojnie uniparentalny system dziedziczenia mitochondriow u malzy.
Transkryptomika, mitogenomika oraz nadliczbowe ramki odczytu: analiza
funkcjonalna

Praca doktorska mgr inz. Marka Lubosnego zostala wykonana w Zaktadzie
Genetyki i Biotechnologii Organizméw Morskich Instytutu Oceanologii Polskiej
Akademii Nauk w Sopocie, a promotorem pracy jest prof. nadzw. I0 PAN dr
hab. Artur Burzynski. Przew6d doktorski przeprowadza Wydziat Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego.

W Zaktadzie Genetyki i Biotechnologii Organizméw Morskich Instytutu
Oceanologii PAN, ktérym kieruje dr hab. Artur Burzynski, od wielu juz lat
prowadzi si¢ konsekwentnie badania nad systemami dziedziczenia
mitochondriéw u malzy, ze szczegblnym uwzglednieniem matzy z rodzaju
Mytilus. U szeregu bowiem gatunkow tego rodzaju (ale nie tylko) wykryto
niespotykane zjawisko sposobu dziedziczenia mitochondriow, ktoére nazwano
uniparentalnym systemem dziedziczenia mitochondriéw (DU, ang. Double
Uniparetnal Inheritance). Polega ono na dodatkowym przekazywaniu przez
osobniki meskie meskiego typu mitochondrialnego DNA (M mtDNA). W
efekcie osobniki zenskie posiadaja zasadniczo tylko mitochondria odziedziczone
po matce (F mtDNA) (meskie mitochondria wprowadzane przez plemnik
ulegaja rozproszeniu i sg niewykrywalne), a osobniki meskie charakteryzujg si¢
heteroplazmia i w tkankach somatycznych majg mitochondria pochodzenia
matczynego, a w tkance generatywnej — mitochondria pochodzenia
ojcowskiego. Fascynujacy jest przebieg procesu przekazywania mitochondriow
meskich — mitochondria z plemnika pozostaja dtugo razem w jednej komorce
dzielacego sie zarodka, a docelowo sg dominujgca frakcjg wylgcznie w tkankach
generatywnych. Nieznany natomiast jest mechanizm usuwania mitochondriow
meskich z komérek osobnikéw zefiskich. Frapujgcym jest pytanie czemu u
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szeregu matzy wyksztatcil sie opisany mechanizm dziedziczenia mitochondriéw
i jakie ma on znaczenie w biologii tych zwierzat. Jak wida¢ z tego juz
pobieznego opisu stanu badan nad systemem DUI dziedziczenia mitochondriow
u wybranych gatunkéw matzy — pozostaje wiele kwestii do wyjasnienia, w tym
gldwne pytanie o znaczenie biologiczne i mechanizm tego procesu.

W pracy doktorskiej mgr inz. Marka Lubo$nego postawiono sobie za cel
odpowiedz na trzy pytania:

1. Czy w gatunku Eurhomalea rufa, bliskim krewniaku gatunku Venerupis
philippinarum, w ktérym zaobserwowane zjawisko DUI, rOwniez wystepuje
to samo zjawisko?

2. Czy nadliczbowa czternasta ramka odczytu w genomie mitochondrialnym
malzy Mytilus edulis koduje biatko wazne w procesie DUI?

3. Czy, jak twierdzg niektorzy autorzy, ,,.brakujgce” w mitochondriach
niektérych matzy biatko ATP8 — podjednostka syntazy ATP, jest
eksprymowane w formie aktywnej przez oba genomy mitochondrialne
malzy z gatunku Mytilus edulis?

W mojej opinii Autor dysertacji doktorskiej odpowiedziat w peini na pierwsze 1
trzecie pytanie, natomiast dane uzyskane w przypadku drugiego pytania nie
odpowiadajg wprost i rodzg kolejne pytania.

Odpowiadajac na pierwsze pytanie czy u Eurhomalea rufa, bliskim krewniaku
gatunku Venerupis philippinarum, w ktérym zaobserwowano zjawisko DUI,
réwniez wystepuje to samo zjawisko Autor zastosowat technikg
sekwencjonowania RNA (RNA seq) w technologii Illumina. RNA izolowano z
tkanek generatywnych (gonad) matza, osobnikéw meskich i zenskich. Tutaj
mam pierwsze pytanie, gdyz zdziwilo mnie, ze izolowany RNA z osobnikow
meskich i zenskich byt faczony i wspolnie poddawany sekwencjonowaniu. W
materiatach i metodach nie doczytatam sie, by adaptory przy generowaniu
bibliotek do NGS byly rézne. Zatem Autor poddat sekwencjonowaniu wspolny
transkryptom meski i zenski. Moze szkoda, bo Autor miatby bogatszy i bardziej
zdefiniowany materiat do ewentualnych dalszych analiz. ,, Wyizolowany” z
danych glebokiego sekwencjonowania transkryptom mitochondrialny
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Eurhomalea rufa koduje 13 jednostek transkrypcyjnych thumaczonych nastgpnie
na sekwencje biatek oraz dwie podjednostki mt rRNA. Stosujgc sekwencje
nukleotydowa genu cox! Autor obliczyt odleglosci genetyczne miedzy
gatunkami matzy z rodziny Mylitidae. Ciekawym wynikiem tej analizy jest fakt,
7e uznawane na podstawie badan morfologicznych za bardzo blisko
spokrewnione Eurhomalea rufa i Eurhomalea lenticularis wcale takie nie s w
analizie molekularnej, opartej, tu trzeba to podkresli¢, na analizie sekwencji
jednego genu. W moim przekonaniu szkoda, ze Autor badania opart tylko na
jednym genie, miat przeciez z do dyspozycji znacznie wiecej genow
mitochondrialnych do poréwnania (mam nadzieje, ze takie dane sg rowniez
dostepne dla Eurhomalea lenticularis?). Najwazniejszym jednak wynikiem jest
to, ze nie zidentyfikowano heteroplazmatycznych sekwencji transkryptow
mitochondrialnych (ré6znych dla mitogenomu meskiego i zenskiego) w
transkryptomie Eurhomalea rufa, co przy zatozeniu, ze nie doszto w bardzo
niedawnym czasie do rekombinacji pomigdzy mitogenomami zefiskim i
meskim, $wiadczy o tym, ze matz ten nie posiada podwdjnie uniparetnalnego
systemu dziedziczenia mitochondriéw. Wynik ten jest zasadniczo oczywisty i
zostat opublikowany w Marine Genomics, gdzie Doktorant jest pierwszym
autorem. Natomiast mam pewien niedosyt gdy chodzi o przedstawienie danych
w pracy doktorskiej: Autor mogtby nieco bardziej scharakteryzowaé co prawda
niepelny transkryptom jadrowy, ktéry uzyskat w wyniku RNA seq, a ponadto w
sekcii ,, Wyniki” przedstawienie rezultatow i analiza uzyskanych danych urywaja
si¢ gwaltownie bez nawet jednego zdania konkluzji. Odpowiadajac na pozostate
pytania w swojej pracy doktorskiej Autor juz tego btedu nie popetnit. Jednak
pozytywnym efektem takiego przedstawienia wynikow jest to, ze przerwalam
czytanie wynikow i czytalam cze$¢ dyskusji odnoszaca sie do tych wynikéw, bo
palila mnie ciekawo$é jaki jest ostateczny rezultat badan.

Drugie pytanie, odnoszace si¢ do funkcji tajemniczej 14-tej ORF jest w moim
przekonaniu najciekawsze w calej pracy. Przede wszystkim Autor musiat
udowodnié, ze biatko w ogole powstaje ze zidentyfikowanej 14-tej ORF.
Argumentami przemawiajgcymi za tym jest wystgpowanie tej ramki u blisko
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spokrewnionych gatunkow tworzacych kompleks Mytilus edulis, a takze u
odleglejszych ewolucyjnie gatunkow z rodzaju Mytulis, a to sugeruje, Ze badana
ORF jest utrzymywana w tej linii ewolucyjnej przez przynajmniej 13 milionow
lat. Hipotetyczna sekwencja biatkowa jest konserwowana ewolucyjnie miedzy
gatunkami z rodziny Mytilus, a w bazie EST znajduja sie sekwencje cDNA
odpowiadajgce transkryptom tej ramki. By wykazaé obecno$¢ tego biatka w
matzach Autor przygotowat dwa rodzaje przeciwcial na hipotetyczne biatko
FORF — zgodnie z kodem genetycznym dla mitochondriéw bezkregowcow i
zgodnie ze standardowym kodem genetycznym. Analiza western blot przy
wykorzystaniu poliklonalnych przeciwcial zaprojektowanych na biatko FORF
zgodnie z kodem genetycznym mitochondriéw bezkregowcow (MFORF) nie
dafa sygnatu identyfikacji biatka w zadnej z izolowanych tkankach meskich i
zefiskich. Tu jednak musze skrytykowaé przedstawiony wynik: w moim
przekonaniu brak tutaj pozytywnej kontroli na obecnosé biatka powszechnie
wystepujacego we wszystkich tkankach badanych zwierzat (aktyna, translacyjny
czynnik elongacyjny?) bedacy kontrolg natozenia ilociowego i jakosciowego
mieszaniny biatek. Bez takiej kontroli trudno odnies¢ sig do przedstawionego
doswiadczenia. Detekcja MFORF ulegajacego ekspresji w komorkach
bakteryjnych sprawy nie zalatwia. Ten sam btad zostat powtdrzony w analizie
western blot z zastosowaniem przeciwciat na GFORF, cho¢ w tym przypadku
uzyskano bardzo ciekawy wynik wskazujacy na ekspresje GFORF tylko w
plaszczu/gonadach osobnikow meskich. Jednak bez omawianej powyzej kontroli
wynik ten jest trudny do interpretacji. Mieszaniny biatek poddano
sekwencjonowaniu (spektrometrii mas) i uzyskano odczyty pokrywajace 45%
catkowitej dtugosci 14-tej ORF ttumaczonej kodem standardowym. Bardzo
podoba mi si¢ dalsza analiza obecnosci tego biatka ijego genu pod katem czy
jest to gen kodowany jgdrowo czy mitochondrialnie. Ot6z dysponujgc wynikami
DNA seq Mytilus edulis z Tasmanii i Mytilus trossulus (z Bergen) ztozono na tej
podstawie po jednym genomie mitochondrialnym typu F (ORF jest zar6wno w
mito MDNA jak i mito FDNA). M.trossulus z Tasmanii jest wyjatkowy, gdyz
nie posiada 14-tej ORF, stad dane uzyskane z sekwencjonowania DNA seq tego
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matza nadaja sie idealnie do poszukiwania forf ewentualnie kodowanych
jadrowo. Analizujgc dane z surowych odczytéw NGS DNA seq dla obu matzy w
przypadku M.trossulus zidentyfikowano odczyty pasujace do 14tej ORF, a w
przypadku M.edulis z Tasmanii — nie. Mozna zatem sugerowaé, ze badana
ramka odczytu nie jest kodowana przez genom jagdrowy, cho¢ ze 100%

pewnoscig tego wykluczy¢ sig nie da. Mam tu jednak pewne pytania do
Kandydata, mianowicie czy w takim razie kod genetyczny mitochondriow u
przynajmniej badanych matzy byty standardowy? Czy jest to mozliwe? Na ile
_uniwersalny” jest mitochondrialny kod genetyczny bezkregowcow? Czy mozna
na to pytanie odpowiedzie¢ analizujac zidentyfikowane trzynascie transkryptow
kodujacych biatka w mitochondriach badanych matzy i odpowiednie dla nich
biatka, z uzyskanych sekwencji dzigki zastosowaniu spektrometrii mas?
Ciekawa kontynuacja tej dyskusji znajduje sig¢ na stronach 56 — 58 ale jakby na
zadane powyze]j pytanie nie znalaztam tam odpowiedzi. Ponadto chciatam
zapytaé czy nie mozna wyizolowaé plemnikéw i sprawdzi¢ ekspresje GFORF,
zamiast stosowaé do tego ptaszcz matza z tkanka generatywng? Czy w matzach
mozliwe jest stosowanie mutagenezy w mitochondriach?

Trzecie pytanie doktoratu dotyczyto odpowiedzi na pytanie czy podjednostka 8
(ATP8) syntazy ATP wystepuje w zenskich i meskich mitochondriach
badanych matzy z rodzaju Mytilus. Stosujac techniki western blot i BN-PAGE
Autor potwierdzit obecnosé tej podjednostki w mitochondrialnym kompleksie
V. Wracajac do szczeg6tow — doswiadczenie western blot réwniez nie zawiera
pozytywnej kontroli ilosci i jakosci nalozenia mieszaniny biatkowej. Stosujgc
przeciwciala na meskg wersjg ATP8 (MATP8) pozytywny wynik uzyskano
zgodnie z oczekiwaniem - tylko dla meskich osobnikow i to tylko w tkance
ptaszcza (plus tkanka generatywna), natomiast w przypadku przeciwciat
skierowanych na zefiskg forme ATP8 (FATP8) uzyskano pozytywny wynik dla
wszystkich tkanek, réwniez w przypadku osobnikow meskich, tyle ze w
przypadku plaszcza/tkanki generatywnej - sygnat by? stabszy. BN-PAGE
potwierdzita pigknie funkcjonalnos¢ identyfikowanej podjednostki syntazy ATP
co wskazuje, ze dane sugerujace brak badanej podjednostki w niektorych
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gatunkach matzy sg najprawdopodobniej btedne. Wyniki dotyczace

immunodetekcji ATP8 w analizowanych gatunkach matza zostaty opublikowane
w Peer]J, a Kandydat jest pierwszym autorem tej pracy.

Podsumowujac omawiang pracg doktorkg uwazam, ze zawiera wiele nowych
danych dla nauki, stawia nowe pytania dotyczace mechanizmu DUI, urzeka
mnie w niej réwniez ciekawos¢ do rozwigzywania podstawowych problemow
naukowych. Niewielu jest zapewne badaczy pracujacych nad zagadnieniami,
ktorymi zajgt si¢ Kandydat w swojej pracy doktorskiej, tym wigksze budzi moje
uznanie konsekwentne realizowanie zadan badawczych. Doktorant opanowat
wiele nowych technik biologii molekularnej — od badan bioinformatycznych po
zaawansowane techniki pracy z biatkami. Jesli chodzi o sposob napisania pracy
doktorskiej to stylowi pisania nie mozna nic zarzuci¢. Chwilami jednak jest ten
tekst zbyt lapidarny, mozna by byto nieco wiecej napisa¢ —np. gdy chodzi o
wstep — na temat kodoéw genetycznych w mitochondriach réznych eukariontow.
Podoba mi sie nietuzinkowy sposob przedstawienia materiatlow i metod —
najpierw istota techniki, a potem dopiero sposob wykonania.

Oceniam te prace doktorska bardzo dobrze, obfituje ona w konkretne, ciekawe
wyniki , ktérych czg$¢ zostata juz opublikowana. Dlatego zwracam sig do Rady
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o nadanie mgr inz. Markowi
Lubognemu stopnia doktora nauk Scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki
biologiczne.
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