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Recenzja pracy doktorskiej mgr Pauliny Mozolewskiej pt ,Zmiany w mitochondriach ludzkich
komorek niosgcych mutacje w genie IT15”.

Glownym problemem ktérego dotyczy rozprawa doktorska jest poszukiwanie mechanizmow
zaangazowanych w patogeneze jednego z powazniejszych i wzglednie czgsto pojawiajacych
si¢ genetycznie uwarunkowanych schorzer neurodegeneracyjnych jakim jest choroba
Huntingtona.

Przyczyng choroby Huntingtona jest nadmierna ekspresja tréjki nukleotydowej CAG w genie
iTi5 kodujgcym huntingtyne. Biatko to jest obecne w calym organizmie, ale w najwiekszym
stezeniu wystgpuje w mézgu. Nie jest do korica poznana jego funkeja, ale wiadomo, ze w
cytoplazmie bierze udzial w transporcie komérkowym | endocytozie, a w jadrze
komérkowym reguluje transkrypcje. Biatko to jest te: istotne w embriogenezie i uczestniczy
W procesie apoptozy. Mutacja powoduje zwolniong degradacje proteasomalng przyczyniajac
sig do gromadzenia agregatéw huntingtyny w komérce Nie jest jasne czy obserwowane
zaburzenla sg konsekwencja utraty funkcji huntingtyny czy szkodliwy jest jej nadmiar w
komérce, jednak w ich wyniku dochodzi do upoéledzenia funkcji i zywotnosci komdrek
nerwowych. Dysfunkeja ukladu nerwowego jest gléwnym problemem u pacientdw z choroba
Huntingtona, jednak u chorych tych rozwijajg sie takie réine formy miopatii czy
kardiomiopatii. Uwazano dotychczas, ze zburzenia te sg wtorng konsekwencjg dysfunkcji
komérek uktadu nerwowego. W ostatnich latach pojawily sie dane w tym réwniez z Zakladu
Biochemii GUMed sugerujace, ze pierwotne zaburzenia funkeji w chorobie Huntingtona
moga dotyczy¢ nie tylko komérek uktadu nerwowego, lecz réwnie: miesni szkieletowych czy
serca Sugestie, ze zaburzenia funkcji mitochondriéw moga byé istotne w patogenezie
choroby Huntingtona pojawity ze wzgledu na wiele podobiefistw z chorobami o
utlowodnione] patogenezie mitochondrialnej. Dotychczas jednak nie zbadano tego problemu
doktadnie. W zwigzku z powyiszym gléwnym celem badan prowadzonych w ramach pracy
doktorskiej bylo zbadanie funkcji mitochondriw w komérkach krwi i fibroblastach
pozyskanych od pacjentéw z chorobg Huntingtona

Pierwszym etapem przeprowadzonych badan bylo zbadanie poziomu mitechondrialnego
DNA w komdrkach krwi i fibroblastach, ktéry oznaczano z zastosowaniem real-time qPCR W
toku prowadzonych badar wykazano na wstepie koniecznogé optymalizacji metody, gdyz
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dotychczasowe procedury nie pozwalaty na uzyskanie spéjnych wynikdw. Opis optymalizacji
tej procedury stat sie podstawa pierwszej publikacji wigczone] do doktoratu.

W kolejnym etapie wykorzystano opracowang metodyke do analizy prébek krwi i
fibroblastéw uzyskanych od pacjentéw z choroba Huntingtona i oséb zdrowych . Badania te
wykazaly wzrost relatywnej zawartosci mtDNA w komdrkach krwi u pacjentdw w
porédwnaniu do 0s6b zdrowych. W fibroblastach natomiast wykazano odwrotng tendencje.
Nie wykazano korelacji tych zmian z parametrami klinicznymi. Wyniki tych badan zawarte
zostaty w drugiej publikacji wigczonej do doktoratu.

W ostatnim etapie badan przeprowadzono badania funkcji mitochondriow w fibroblastach
pozyskanych od pacjentéw Wykazano ie fibroblasty pacjentéw z choroba Huntingtona
rosng wolniej od komérek pozyskanych od oséb zdrowych. Nie udato sie jednak powigzaé
tych zmian z zaburzeniami cyklu komérkowego. Stwierdzono natomiast, 7e u pacjentéw
zaburzona jest bioenergetyka komérek, co wykazano przez obnizone stezenie komdrkowego
ATP zarédwno w warunkach obecnodci jak i nieobecnosci glukozy oraz przez obnizong
aktywnos$¢ metaboliczng mierzong testem z rezazuryna. Poréwnanie funkeji mitochondridw
nie wykazato réinic potencjatu blonowego, aktywnosci komplekséw mitochondrialnych czy
catkowite] masy mitochondriéw. Analiza poziomu reaktywnych form tlenu wykazata jednak
znamienng réinicg, kidéra dodatkowo korelowata z wyiszg aktywnoscia enzymoéw
antyoksydacyjnych u pacjentéw z choroba Huntingtona. Kompleksowa analiza statystyczna
parametrow funkcji mitochondridw z parametrami klinicznymi wykazata istotne réznice,
szezegolnie u pacjentéw na wezesnym etapie choroby

Wyniki te sg bardzo spdjne z wynikam badan prowadzonych w Katedrze Biochemii GUMed i
opublikowanymi ostatnio w Biochim Biophys Acta Stwierdziliémy w naszych badanach, ze u
myszy z mutacjg powodujgcg chorobe Huntingtona rozwinefy sig zaburzenia réwnowagi
energetycznej serca, pomimo hiperfosforylacji kinazy biatkowej aktywowanej AMP
Towarzyszyto temu zmniejszone zuzycie glukozy i znaczaca deregulacja gendw bioracych
udziat w biosyntezie puryn de novo, w przemianach nukleotyddéw adeninowych oraz w
metabolizmie adenozyny. W zwigzku z tym zaobserwowaliémy zwiekszone poziomy
katabolitéw nukleotydéw, takich jak inozyna, hipoksantyna, ksantyna i kwas MOCZoOWY we
krwi. Te zmiany stezeti katabolitow puryn byly réwniez obecne we krwi pacjentéw z choroba
Huntingtona.

Mam jedynie kilka drobnych uwag dotyczacych tej pracy doktorskiej. Polska wersja
streszczenia zawiera niezbyt fortunne sformufowania: zmniejszajac  manifestacje..
{s.11,1.12), ..peryferyczne nieprawidiowodci. {s12,14), .w tkankach peryferycznych
{(komérkach krwi oraz fibroblastach skéry).. (s 12,1 8). Wiele ciekawego dzieje sie w zakresie
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nowych terapii w chorobie Huntingtona, o czym warto byto by nieco wiecej napisac. W
trzeciej publikacji w ktérej oznaczano stezenie ATP bardzo brakuje oznaczen ADP i AMP, czy
NADH/NAD, ktére fatwo moina by wykonaé w tym samym ekstrakcie komérkowym, a
pozwolito by to znacznie lepiej spojrzeé na energetyke komdérki.

Nie jestem tez pewien czy przyjety format pracy doktorskiej jest najlepszy. Bardzo brakuje
zebranych w kilku podsumowujacych punktach celéw pracy oraz wnioskéw. Informacje te
oczywidcie sa zawarte w streszczeniu. Lepiej uzywaé terminu pismiennictwo, a nie literatura.
Ponadto uwaiam, Ze umieszczanie odwiadczeri wspélautoréw w tekécie pracy nie jest
wlasciwe. Sg one niezbedne, ale w moim przekonaniu ich miejsce jest w dokumentacji
zwigzanej z przewodem doktorskim przechowywanej na Uniwersytecie. Zajmujz one niemal
25% objgtosci pracy doktorskiej, a jedno zafgczone zostato nawet w trzech kopiach. Do pracy
doktorskiej powinien natomiast zosta¢ wigczony suplement dostepny online dla drugiej
publikaciji.

Wymienione uwagi do oceniane| przeze mnie pracy w zadnej mierze nie umniejszajg jej
hardzo wysokie] wartosci naukowej oraz praktycznej. Praca stanowi bardzo znaczacy wkiad
w badania nad mechanizmami patologicznymi w chorobie Huntingtona wynikajgcy
szczegblnie z zastosowania komdrek ludzkich. Badania te MOga pomoc w opracowaniu
nowych biomarkerdw i terapii. Oceniana praca spelnia wszystkie kryteria stawiane rozprawie
doktorskigj.

Wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr

- Pauliny Mozolewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, biorac pod
uwage wysoka wartodd zaréwno dla badan podstawowych i praktycznych publikacji
wiaczonych do doktoratu w ktérych we wszystkich mgr Paulina Modzelewska jest pierwszym
autorem, ich spéjnosé, zastosowanie trudnych modeli eksperymentalnych z ludzkimi
komérkami oraz wykonanie bardzo potrzebnego, a czesto pomijanego etapu szczegbdiowego
sprawdzenia i optymalizacji metod przed podjeciem wiasciwych badan skiadam dodatkowy
wniosek o wyréznienie,
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