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Recenzja pracy doktorskiej mgr Anny Wiktorii Kotrys zatytulowanej ,,Analiza
funkcjonalna biatka C6orf203, nowego czynnika zaangazowanego w
metabolizm RNA w mitochondriach cztowieka”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata wykonana w Instytucie Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie pod opiekg dr hab. Romana Szczesnego. Praca zostata
przedstawiona w jezyku angielskim jako zbiér trzech tematycznie powigzanych
publikacji, w ktérych mgr Anna Kotrys jest pierwszg autorkg. Dwie prace sg pracami
doswiadczalnymi, a jedna jest praca przeglgdowa. Prace te sg wieloautorskie, zatem
obok prac znajdujg sie o$wiadczenia czesci wspétautoréw. Z podanych przez innych
wspotautoréw informacji jasno wynika gtéwna rola Kandydatki w doswiadczeniach
opisanych jako Jej wktad w dang publikacje, a ponadto w przygotowaniu
manuskryptéw i odpowiedziach dla recenzentéw. Prace ukazaty sie w bardzo
dobrych czasopismach naukowych — Nucleic Acids Research (wiodgce czasopismo
dla badan nad kwasami nukleinowymi), Methods in Molecular Biology i praca
przegladowa - w Cells.

Praca dotyczy badania regulacji metabolizmu RNA w mitochondriach cztowieka i
bardzo frapujgcej obserwacji, ze w pewnych przypadkach zaburzenia w replikacji
DNA mitochondrialnego nie wptywajg na poziom transkryptéw. Odkrycie to
sugerowato, ze muszg istnie¢ mechanizmy kompensujgce brak mtDNA, polegajace
albo na zwiekszonej wydajnosci transkrypcji albo na zwiekszonej stabilnosci
mitochondrialnych RNA. To stwierdzenie stato u podstawy zatozonej hipotezy badan.
W serii eleganckich doswiadczen Kandydatka zidentyfikowata biatko, ktérego
ekspresja jest indukowana stresem hamowania replikacji mtDNA, scharakteryzowata
jego budowe, lokalizacje i czesciowo funkcje. O ile sama identyfikacja biatka zostata
przeprowadzona jeszcze na etapie pracy magisterskiej mgr Anny Kotrys, to jego

charakterystyka zostata przedstawiona w pracy doktorskiej.
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Pierwszy z przedstawionych eksperymentéw opisuje schemat doswiadczenia, ktére
doprowadzito do identyfikacji biatka C60rf203 (p6zniej nazwanego MTRES1). W
doswiadczeniach przedstawionych na rysunku 2 pracy zabrakto mi kontroli
mierzenia poziomu mtDNA i RNA, zaktadam, ze taki eksperyment byt rutynowo
przeprowadzany, jak to pokazano w publikacji? Na ile stosowane stezenie EtBr
hamowato replikacje mtDNA, a na ile jadrowego? Czy identyfikujgc ,ciekawe” biatka
kierowata sie Pani ich lokalizacjg, opisana/sugerowang funkcjg? Przyktadowo, czy
identyfikowata Pani PGC1a jako biatko zmieniajgce poziom w warunkach
stresowych, albo czy obserwowata Pani spadek POLRMT i TFAM? Z Dyskusji Pani
wynikéw dowiedziatam sie, ze wyselekcjonowany zostat rowniez uniporter jonéw
Ca*2 wewnetrznej btony mitochondrialnej, a konkretnie jego dwie podjednostki
regulatorowe. Czy wg Pani jeszcze jakie$ inne interesujace biatka powinny by¢
réwniez brane pod uwage gdy chodzi o przyszte badania?

Analiza bioinformatyczna biatka C60rf203/MTRES1 wykazata, ze biatko to jest
kodowane w genomie jadrowym, ma sygnat lokalizacji mitochondrialnej, znajduje sie
w bazie mitochondrialnych biatek MitoCarta 2.0, a takze, ze ma domene wigzaca
RNA typu S4. Przeprowadzone do$wiadczenie nad lokalizacjg biatka w fuzji EGFP
potwierdzito, ze biatko to znajduje sie¢ w mitochondriach, a w eleganckim
do$wiadczaniu z izolacjg mitochondriéw, mitoplastéw i obtrawianiu proteinazg K
udowodnita, ze biatko to znajduje sie w matriks mitochondrialnej. W opisie rysunku 3
zabrakto informacji, ze proteinazg K obtrawiano mitochondria i mitoplasty przed
zastosowaniem detergentéw Triton X-100 i digitonina. Opis taki znajduje si¢ w
Materiatach i Metodach opublikowanej pracy.

W kolejnym do$wiadczeniu Kandydatka sprawdzata wtasciwosci wigzania RNA przez
badane biatko C60rf203/MTRES1. W tym celu immunoprecypitowata usieciowane
kompleksy rybonukleoproteinowe C60rf203/MTRES1-EGFP i samo EGFP jako
kontrola, a nastepnie stosujgc RT-qPCR wykazata, ze w pierwszych kompleksach

identyfikuje szereg RNA mitochondrialnych, bez szczegéinej preferencji wigzania
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jakiego$ RNA. Bezposredniego dowodu na wigzanie RNA dostarczyt eksperyment
typu EMSA, w ktérym udowodniono wigzanie 7SRNA przez C60rf203/MTRES1.
Kolejne do$wiadczenia rzucity $wiatto na role biatka C60rf203/MTRES1 w
odpowiedzi komérek na zahamowanie replikacji. Kandydatka uzyskata stabilne linie
komorkowe z wyciszonym genem C60rf203/MTRES 1 poprzez indukowany sztuczny
mikroRNA, a takze linie z nadekspresjg tego genu, przy czym nadeksprymowano
wariant biatka w tle linii niosgcej indukowana kasete ze sztucznym mikroRNA, ale
gen biatka C60rf203/MTRES1 ni6st mutacje synonimiczne, uniemozliwiajgce
wydajne wigzanie mikroRNA i hamowanie ekspresji genu. Tak zaprojektowany
eksperyment pozwala na ocene, czy obserwowane zjawiska pod wptywem
wprowadzonego sztucznego mikroRNA nie sg przypadkiem efektem dziatania
mikroRNA na inne docelowe mRNA poza mRNA C60rf203/MTRES 1. Bardzo podoba
mi sie tak skonstruowana kontrola dla wyeliminowania mozliwo$ci niepozgdanych
efektow sztucznego mikroRNA. W wyniku przeprowadzonego i zanalizowanego
dos$wiadczenia typu RNAseq wykazano, ze w warunkach normalnych wyciszenie
genu C60rf203/MTRES1 obniza jedynie poziom transkryptéw z rejonu kontrolnego
NCR, przede wszystkim 7SRNA. 7SRNA jest zaangazowany z synteze startera
replikacji mtDNA, a takze jest negatywnym regulatorem transkrypcji mtDNA. Czy
obserwowata Pani zburzenia replikacji mtDNA, w komérkach hodowanych w
kontrolnych warunkach, bedgce skutkiem obnizenia poziomu 7SRNA? Co mozna tez
powiedzie¢ o poziomie innych transkryptéw w aspekcie obnizonego poziomu
7SRNA? Czy tak naprawde niezmieniony poziom pozostatych transkryptéw moze
by¢ wtérnym efektem obnizonego poziomu 7SRNA? Tym ciekawsza jest obserwacja,
w ktérej dokonano tych samych analiz w przypadku nadekspresji C60rf203/MTRES1.
Okazato sie, ze nadekspresja przywraca normalny poziom 7SRNA. Rysunek 3C
pokazuje w lewym panelu 7SRNA, ktérego poziom wydaje sie by¢ taki sam w
komérkach linii rodzicielskiej (293) jak i w liniach z nadekspresjg C6orf203/MTREST,

niezaleznie czy mamy do czynienia z wersjg wigzgcg RNA czy nie. Nie rozumiem,
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czemu w warunkach kontrolnych gdy brak C60rf203/MTRES 1 widzimy obnizenie
7SRNA, a gdy dodamy nadmiar zmutowanego C60rf203/MTRES1, niewigzgcego
RNA, w warunkach kontrolnych mamy takg samg ilos¢ transkryptu jak w WT? Czy
mechanizm dziatania C60rf203/MTRES1 w przypadku 7SRNA jest inny i nie wymaga
zaangazowania domeny wyznaczonej jako wigzgca RNA? Problem ten jest
skwitowany w dyskusji pracy jednym zdaniem, a ja chetnie podyskutowatabym na ten
temat. Z kolei w warunkach podania EtBr, gdy mamy zahamowang
replikacje/transkrypcje, wyraznie wida¢ pozytywny efekt nadekspresji dzikiego
wariantu C60rf203/MTRES1 na poziom 7SRNA, podczas gdy zmutowana wersja
biatka, nie mogaca wigzaé RNA, tego efektu nie daje.

Wykorzystujgc opracowang przez siebie i innych wspoétautoréw technike ilosciowego
pomiaru transkrypcji w pojedynczej komorce przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej
udato sie mgr Annie Kotrys dokona¢ kolejnych ciekawych obserwacji na temat funkcji
biatka C60rf203/MTRES1. Wykorzystujgc inhibitory transkrypcji, ktérych mechanizmy
dziatania r6znig sie (aktynomycyna D, EtBr i kordycepina) wykazata, ze za kazdym
razem efekt opiekuriczy badanego biatka byt widoczny. W swoim komentarzu do
prac Autorka ogolnie pisze, ze mechanizm dziatania badanego biatka jest bardziej
ogolny, niezalezny od etapu hamowania transkrypcji. Ciekawe jest to stwierdzenie,
aczkolwiek trzeba tez pamietaé, ze kordycepina, jako inhibitor inkorporacji
nukleotydéw do rosngcego taricucha RNA, hamuje réwniez polimerazy poliA.
Przypuszczam, ze mt poliA polimeraze hamuje réwniez, a to juz bedg efekty nie
tylko samej transkrypcji zaleznej od DNA, ale tez efekty potencjalnej wydajnosci
degradacji. W swoim komentarzu Autorka pisze, ze badata rowniez stabilno$¢
transkryptéw w warunkach podwyzszonej ekspresji C6orf203/MTRES1 i nie wida¢
pozytywnego wptywu biatka na stabilno$¢ transkryptow. Te doswiadczenia nie
zostaly jednak lepiej przedstawione w komentarzu do publikowanych prac. Niemniej
jednak, wynikiem tych do$wiadczen jest stwierdzenie, ze C60rf203/MTRES1 dziata

na etapie transkrypcji, a nie na etapie potranskrypcyjnym. Wiarygodnos$ci tym
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dowodom dodaje kolejne do$wiadczenie, w ktérym Autorka wykonata
koimmunoprecypitacje dla biatka C60rf203/MTRES1-EGFP i zidentyfikowata wérdéd
biatek wspotimmunoprecypitowanych mitochondrialng polimeraze RNA (POLRMT) i

mt czynnik transkrypcyjny TFAM. Co ciekawe, Autorka pokazata, ze oddziatywania
C60orf203/MTRES1 z POLRMT s3 niezalezne od RNA, a czynnika transkrypcyjnego
TFAM — zalezg od obecnosci RNA. Jako ze oba biatka oddziatujgce z
C60rf203/MTRES1 sg juz obecne w kompleksie preinicjujgcym transkrypcje, mozna
zaryzykowac stwierdzenie, ze C6orf203/MTRES1 dziata na etapie inicjacji
transkrypcji. Co wiecej, oddziatywania sg obecne zaréwno w komoérkach
traktowanych jak i nietraktowanych EtBr. To z kolei sugeruje, ze nie te oddziatywania
sg odpowiedzialne za réznice we wptywie C60rf203/MTRES1 na poziom 7SRNA w
warunkach kontrolnych i stresowych. Zastanawiam sie jaki byt proces dedukc;ji ktory
doprowadzit do identyfikacji akurat POLRMT i TFAM jako biatek maszynerii
inicjujgcej transkrypcje oddziatujgcych z C60rf203/MTRES1. Czy sprawdzono tez
inne biatka tej maszynerii i w dodatku nie tylko inicjujacej transkrypcje? W pracy
przetestowano jedynie ewentualno$¢ oddziatywania C6orf203/MTRES1 z wybranymi
biatkami mito- rybosomoéw, a wynik byt negatywny. Czy wykonano do$wiadczenie
typu IP z wykorzystaniem przeciwciat anty-EGFP i przeprowadzono analize biatek
ko-immunoprecypitujgcych stosujgc spektrometrie mas? A jesli tak to czy
zidentyfikowano réwniez inne biatka oddziatujace z badanym?

Na koniec omawiania tej czesci doktoratu mam jeszcze jedno pytanie: czy
sprawdzata Pani poziom mtDNA pod wptywem nadekspresji C60rf203/MTRES1 w
warunkach podania EtBr?

Osobnego komentarza wymaga opracowanie techniki pomiaru wydajnosci
transkrypcji lub pomiaru stabilno$ci transkryptu in cellulo, z rozdzielczo$cig do
pojedynczej komorki. Krétko podsumowujac to osiagniecie — Kandydatka wraz ze
wspoétautorami pracy przygotowata protokét takiej techniki, ktora opiera sig na

wiaczaniu do transkryptu BrU, a nastepnie wykorzystaniu przeciwciat anty-BrU i
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drugorzedowych przeciwciat wyznakowanych fluoroforem i skierowanych na
przeciwciata szczura, do wizualizacji wtgczonego analogu nukleotydu urydynowego.
Mozna w ten sposdb mikroskopowo obliczy¢ i poréwnaé wydajno$¢ transkrypcji w
poszczegdinych komoérkach, a przy zastosowaniu inhibitoréw transkrypcji — badac
stabilnoéé RNA. To bardzo ciekawa technika, z pewnos$cig warta polecenia.
Wreszcie w sktad pracy doktorskiej wchodzi bardzo interesujgca praca przegladowa,
omawiajaca najnowsze dane na temat regulacji ekspresji genéw w mitochondriach
cztowieka, ze szczeg6lnym uwzglednieniem tych mechanizmoéw, w ktére
zaangazowane sg czasteczki RNA i biatka wigzace RNA.

Catos¢ rozprawy doktorskiej jest opatrzona cieckawym wstepem. Znalaztam w nim
pewna niezreczno$¢, mianowicie pada tam zdanie ,Moreover, all subunits of
mitochondrial ribosomes (mitoribosomes) are also imported into mitochondria”.
Mysle, ze Autorce chodzito o biatka podjednostek rybosomowych, ktére sg
importowane do mitochondriéw. Czytanie wstepu wyindukowato we mnie
nastepujace pytanie: jaki jest stosunek mtRNA/mtDNA w stanie zdrowia, a takze jak
mocno zmienia sie ten stosunek przy obnizeniu liczby kopii mtDNA w r6znych
chorobach? Cze$é wynikowa jest opracowana bardzo dobrze, zrozumiale i
znakomicie opisuje dane zawarte w publikacjach. Cze$¢ po$wiecona dyskusji
wynikéw jest rowniez intersujgco napisana, prezentuje tez model oparty o wyniki
wiasne jak moze dziata¢ C60rf203/MTRES1. Dyskusja nad rolg badanego biatka z
kolei sprowokowata mnie do zadania kolejnego pytania, na ktére nie znalaztam
odpowiedzi w pracy: Co wiadomo na temat ekspresji MTRES1 podczas rozwoju u
ssakéw? Czy jest to biatko eksprymowane w czasie embriogenezy?

Na koniec chciatabym by Pani mgr Anna Kotrys odpowiedziata na pytanie jak widzi
dalsze etapy prac nad gtebszym zrozumieniem roli C6orf203/MTRES1 w
metabolizmie mitochondrialnego RNA.

Przedstawiona do oceny praca doktorska jest w moim przekonaniu wybitnym

osiagnieciem mgr Anny Kotrys. Autorka wyjasnita funkcje badanego biatka stosujac
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cata palete technik biochemicznych, biologii molekularnej i bioinformatycznych. O
jakosci uzyskanych wynikéw, ich znaczeniu dla rozumienia funkcjonowania
mitochondriéw $wiadcza najlepiej czasopisma w ktérych zostaty opublikowane
uzyskane dane. Jeszcze raz napisze, ze we wszystkich tych pracach mgr Anna
Kotrys jest pierwszg autorka. Warto podkreslic, ze dorobek naukowy Pani mgr Anny
Kotrys nie ogranicza sie do tych trzech prac wchodzgcych w sktad doktoratu. Jest
jeszcze wspotautorka trzech prac, ktore ukazaty sie w Molecular Cell, Stem Cell Rev.
Rep. i PLoS One. Warto nadmieni¢, ze mgr Anna Kotrys jest laureatkg programu
Etiuda w NCN.

Z catym przekonaniem wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie o dopuszczenie mgr Anny Kotrys do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Z uwagi na wyjatkowa jakos¢ i oryginalno$¢ uzyskanych wynikow wnosze o

wyréznienie niniejszej rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.
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