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Zaktad Inzynierii Genomowej

Recenzja pracy doktorskiej mgr Anny Kotrys zatytutowanej
»Analiza funkcjonalna biatka C6orf203, nowego czynnika zaangazowanego

w metabolizm RNA w mitochondriach cztowieka"

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Instytucie Biochemii i Biofizyki

PAN w Warszawie. Promotorem pracy jest dr hab. Roman Szczesny.

Rozprawa doktorska obejmuje trzy prace opublikowane w 2019 roku, w tym publikacje
eksperymentalng, metodyczng i przeglagdowsa. We wszystkich pracach Pani mgr Anna Kotrys jest
pierwsza autorkg. Publikacja eksperymentalna pt. “Quantitative proteomics revealed
C60rf203/MTRES1 as a factor preventing stress-induced transcription deficiency in human
mitochondria” zostata opublikowana w czasopismie Nucleic Acids Research o wspétczynniku IF
10,727; praca metodyczna pt. “High-throughput measurement of mitochondrial RNA turnover in
human cultured cells” zostata zaakceptowana do druku w Methods in Molecular Biology, natomiast
praca przegladowa pt. “Mitochondrial gene expression and beyond- novel aspects of cellular
physiology” w Cells (IF 5,656). Poza tym, Pani mgr Anna Kotrys jest wspoétautorka trzech publikacji, w

tym jednej w prestizowym czasopi$émie Molecular Cell (IF 15).

Tematyka badawcza przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej wpisuje sie w
zagadnienia realizowane w zespole Promotora, dotyczace szeroko rozumianego metabolizmu RNA
mitochondrialnego. Mitochondria nalezg do najistotniejszych organelli komdrkowych, ktérych
gtéwnga funkcja jest produkcja energii w procesie fosforylacji oksydacyjnej. Pod wieloma wzgledami
sa to organelle wyjatkowe i ciekawe, otoczone podwdjng btong i posiadajace wiasny genom powstaty

prawdopodobnie na drodze endosymbiozy bakterii z pierwotng komorky eukariotyczna.



Zdecydowana wiekszo$¢ biatek mitochondrialnych jest kodowana w genomie jadrowym, w zwiazku z
tym homeostaza mitochondriéw uzalezniona jest od prawidtowej komunikacji pomiedzy tymi
kompartmentami komérkowymi. Mitochondrialny proteom sktada sie z ok. 1500 biatek, a funkcja
wielu z nich jest wcigz nieznana. Wykorzystujgc hodowle komérek ludzkich oraz technike proteomiki
ilosciowe] zespét Promotora zidentyfikowat szereg biatek potencjalnie zaangazowanych w
metabolizm RNA w mitochondriach. Pani Anna Kotrys uczestniczyta w tych badaniach w ramach

pracy magisterskiej, a nastepnie kontynuowata je podczas doktoratu.

Praca napisana w jezyku angielskim rozpoczyna sie standardowo od streszczenia, spisu tresci,
wykazu skrétow oraz listy publikacji. Po krétkim, 6 stronicowym wprowadzeniu teoretycznym do
tematyki rozprawy doktorskiej opisany jest cel pracy, oraz wyniki badar z podziatem na trzy aspekty,
odpowiadajgce wymienionym wyzej publikacjom. Opisowi kazdej publikacji towarzyszy oéwiadczenie
Autorki o jej roli w przeprowadzonych eksperymentach i przygotowaniu manuskryptéw. Kolejne
czgsci rozprawy to podsumowanie wraz z dyskusja, kopie publikacji i oswiadczenia wspétautoréw o
ich udziale w przygotowaniu publikacji. Na uwage zastuguje wysoka jako$¢ rozprawy w aspekcie

edytorskim i jezykowym (dbatos¢ o detale, przejrzystos¢, wysoka jako$éé rycin).

We wstepie Autorka wprowadza nas w temat biologii mitochondriéw, ich pochodzenia,
budowy i funkcji. Krétko charakteryzuje genom i proteom mitochondrialny oraz regulacje ekspresji
gendéw mitochondrialnych w warunkach stresu. Wstep jest doskonatym wprowadzeniem do tematyki
pracy i uzasadnia celowos¢ przeprowadzonych badar. Drobna uwaga: tytut rozdziatu 1.2
(Mitochondrial genome) nie do korica odpowiada zawartosci, ktéra dotyczy w duzej mierze
transkrypcji. Cho¢ znane s3 podstawowe etapy i czynniki biorgce udziat w procesie transkrypcji
mitochondrialnego RNA wcigz wiele aspektéw wymaga wyjasnienia, np. etap terminacji oraz
regulacja transkrypcji w warunkach stresu. Wczesniejsze badania wskazujg na to, ze istnieja
mechanizmy kompensacyjne, wplywajace na zachowanie odpowiedniego poziomu transkrypcji
waznych genéw mitochondrialnych przy obnizonej liczbie kopii mtDNA w warunkach stresu. Jednym z

biatek mogacych brac¢ udziat w tego typu regulacji jest C6orf203.

Gtownym celem badari Doktorantki byta charakterystyka funkcjonalna biatka C6orf203,
okreslenie jego potencjalnego udziatu w metabolizmie mitochondrialnych kwaséw nukleinowych, ze
szczegblnym uwzglednieniem mechanizméw aktywowanych w warunkach stresowych. Kolejne dwa
cele badari dotyczg opracowania wysokoprzepustowej metody pomiaru wydajnosci transkrypcji w
mitochondriach oraz podsumowanie stanu wiedzy na temat ekspresji genéw mitochondrialnych.
Drobna uwaga/rozbieznos¢: cho¢ zbiér prac stanowi, bez watpienia, spdjna tematycznie catosé, dosyé

szczegbtowy tytut pracy obejmuje w zasadzie tylko pierwszy cel pracy i publikacje nr 1.



W przypadku badari opisanych w publikacji nr 1 Autorka wyodrebnita szereg celéw
szczegotowych/watkéw badawczych: okreslenie lokalizacji subkomdérkowej biatka C60rf203, zdolnos¢
wigzania RNA, wptyw wyciszenia i nadekspresji biatka C60rf203 na metabolizm mtRNA, funkcja biatka
w warunkach zatrzymania transkrypcji, wplyw zdolnosci wigzania RNA przez biatko C60rf203 na jego
funkcje oraz wspétdziatanie C6orf203 z maszynerig transkrypcyjna.

Biatko C6orf203 zostato wybrane do dalszych badarn w wyniku analiz proteomiki iloéciowej po
uprzednim traktowaniu komdrek ludzkich czynnikiem stresujgcym. Tu pojawia sie kilka pytan: jakie
efekty wywotuje bromek etydyny w komoérce? Czy generuje mutacje w DNA mitochondrialnym
(autorzy zaobserwowali wzrost ekspresji biatka EXOG zaangazowanego w naprawe mtDNA, co moze
$wiadczy¢ o uszkodzeniach DNA)? Na jakiej podstawie autorzy wyselekcjonowali biatko C60rf203 do
dalszych analiz sposréd 4 biatek kandydatéw o podwyzszonym poziomie w warunkach zaburzonej
ekspresji mtDNA? Jakie jest uzasadnienie do wykorzystania komérek nowotworowych A549 w tego
typu badaniach? Szkoda, ze we wstepie rozprawy brak informacji o czynnikach GRSF1, SLIRP, LRPPRC,
zwigzanych z metabolizmem mitochondrialnych kwaséw nukleinowych, co utatwitoby interpretacje

ryciny w czesci 3.1.

Analizy mikroskopowe pozwolily na potwierdzenie mitochondrialnej lokalizacji biatka
C60rf203 (macierz mitochondrialna). Autorka wykazata bezposrednie oddziatywanie C60rf203 z
transkryptami mitochondrialnymi in vitro oraz in vivo, wykorzystujac szereg metod takich jak EMSA,
transkrypcja in vitro, nadekspresja biatka w systemie bakteryjnym, hybrydyzacja typu Western,
northern, hodowle komédrkowe oraz koimmunoprecypitacja kompleksow RNP. Poprzez
wprowadzenie mutacji w domenie wigzacej RNA potwierdzita kluczowg role tej domeny w

oddziatywaniu z transkryptami mitochondrialnymi.

W celu zbadania funkcji C6orf203, Doktorantka przygotowata szereg konstruktow i
zmodyfikowanych linii komérkowych z indukowanym wyciszeniem ekspresji endogennego C6orf203
na drodze RNAI oraz z nadekspresjg C6orf203. Co dokfadnie kryje sie pod pojeciem , kaseta miRNA”?
Analizy RNAseq wykazaly niewielkie zmiany transkryptomu mitochondrialnego po wyciszeniu
C6orf203, dotyczace jedynie transkryptéw powstajacych z regionu regulatorowego mtDNA.
Doktorantka wykazata réwniez ochronny charakter C6orf203 w stosunku do kilku transkryptéow
mitochondrialnych w warunkach stresowych zalezny od zdolnosci wigzania RNA. W kolejnych
eksperymentach Doktorantka wykazata, ze C6orf203 wigze sie in vivo z POLRMT i TFAM, co moze
sugerowac jego aktywnos¢ na etapie inicjacji transkrypcji. Na tej podstawie autorzy zaproponowali
nowg nazwe biatka C6orf203 — MTRES1 (Mitochondrial Transcription Rescue Factor 1).
Podsumowujac, publikacja stanowi logiczny i dobrze przemyslany ciag eksperymentéw zmierzajacy

do wyjasnienia funkcji biatka C60rf203 w metabolizmie RNA mitochondrialnego. Zgodnie z



oswiadczeniem Doktorantka wykonata wszystkie doswiadczenia opisane w publikacji oraz miata

istotny udziat w projektowaniu eksperymentoéw, analizie wynikéw i przygotowaniu manuskryptu.

Publikacja nr 2 dotyczy opracowania wysokoprzepustowej metody do badania powstawania i
stabilnosci (ang. turnover) RNA mitochondrialnego w pojedynczej komdrce. Polega ona na
znakowaniu nowopowstajgcych transkryptéw w komérce przy pomocy bromourydyny, utrwaleniu
komérek, detekcji transkryptéw przeciwciatami anty-BrU i ilosciowej analizie sygnatu przy pomocy
mikroskopii fluorescencyjnej. Metoda moze by¢ wykorzystana do badania wptywu réznych czynnikéw
na stabilnos¢ transkryptow w komérce lub do poszukiwania nowych biatek regulujgcych ekspresje
gendw mitochondrialnych. Zostata wykorzystana w pracy nr 1 do badania stabilnosci transkryptéow

mitochondrialnych in vivo po zastosowaniu 3 inhibitorow transkrypcji.

Publikacja przeglagdowa nr 3 to bogaty zbidr informacji (ponad 200 pozycji literaturowych) na
temat biologii mitochondriéw, m.in. procesu transkrypcji, potranskrypcyjnej regulacji mtRNA oraz roli
niekodujgcych RNA w indukcji odpowiedzi interferonowej. Pani mgr Anna Kotrys miata istotny wktad
w przygotowaniu manuskryptu, co z pewnoscig stanowito bardzo cenne doswiadczenie, jak rdwniez

pozwolito spojrze¢ na badania realizowane w ramach pracy doktorskiej z nieco szerszej perspektywy.

W kolejnej czesci pracy zatytutowanej Podsumowanie i Dyskusja Autorka przedstawia
mozliwy mechanizm dziatania MTRES1 w procesie inicjacji transkrypcji. Proponuje dalsze
eksperymenty, pozwalajace na wyjasnienie tego mechanizmu. W dalszej czesci uzasadnia uzycie
bromku etydyny jako czynnika zaburzajgcego ekspresje mitochondrialnego DNA. Rzeczywiscie nie jest
to typowy czynnik stresowy dziatajacy na komérki ludzkie. Czy znane sg bardziej ,naturalne” warunki,
w ktérych moze dochodzi¢ do zatrzymania transkrypcji mitochondrialnego DNA (stalled
transcription)? Czy mechanizmy prowadzace do zatrzymania transkrypcji/zatrzymania polimerazy
RNA majg zwigzek z redukcja poziomu/liczby kopii mtDNA? Czy wiedza dotyczaca wptywu stresu na
zaburzenia/blokade transkrypcji genomowego DNA moze by¢ tu pomocna, czy tez mechanizmy

regulacji ekspresji mtDNA vs gDNA sg inne? Czy MTRES1 moze bra¢ udziat w naprawie mtDNA?

Co ciekawe, czes¢ wynikow badan przedstawionych w publikacji nr 1 zostata potwierdzona
przez innych autoréw, badajgcych MTRES1 w kontekscie jego udziatu w translacji. Wykazali oni, ze
MTRES1 wigze sie z duzg podjednostka rybosomu mitochondrialnego w sposéb zalezny od RNA, a
jego wyciszenie wptywa na zahamowanie translacji i defekty wzrostu komodrek. Doktorantka
dyskutuje podobieristwa i rdinice warunkéw eksperymentalnych, mogacych wptywaé na
ohserwowane wyniki badan. Opisuje réwniez potencjalny udziat innych kandydatéw wytonionych w

badaniach proteomiki ilosciowe]j w regulacji ekspresji mtDNA w warunkach stresu. Ciekawa i wnikliwa



dyskusja $wiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Rozdziat ten czyta sie z duzg przyjemnoscia,

znajdujgc odpowiedzi na wiele pytan pojawiajgcych sie podczas analizy pracy.

Podsumowujgc, stwierdzam ze recenzowana praca doktorska Pani mgr Anny Kotrys pt.
»Analiza funkcjonalna biatka Cé6orf203, nowego czynnika zaangazowanego w metabolizm RNA w
mitochondriach czfowieka” oraz publikacje naukowe bedace jej podstawa stanowig istotny wkiad w
rozwdj badan nad biologia mitochondridw. Biorgc pod uwage zaréwno oryginalnosé¢ wynikéw badan
jak i sposob przygotowania rozprawy stwierdzam, iz przedstawiona do oceny praca w petni
odpowiada warunkom stawianym pracom doktorskim i zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu
Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o dopuszczenie Pani mgr Anny Kotrys do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wysoki poziom naukowy przedstawionych

badan, wnioskuje o wyréznienie tej pracy doktorskiej.
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