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Rozprawy habilitacyjnej pt ..Strukturalne podstawy replikacji i naprawy ludzkiego
mitochondrialnego DNA” oraz dorobku naukowego dr Michata Szymanskiego.

Ocena rozprawy habilitacyjnej

Mutacje mitochondrialnego DNA (mtDNA), ktore najczesciej powstaja jako wynik
niekompletnej naprawy tej molekuly, prowadzg do zaburzen procesow metabolicznych
zachodzacych w mitochondriach. Aberracje funkcji mitochondriow wigza sie¢ z kolei z
powstaniem szerokiej gamy chorob metabolicznych, o zlozonej 1 czgsto nie wyjasnione] do
konca etiologii, takich jak cukrzyca, choroby neurodegeneracyjne 1 nowotworowe.
Zaburzenia funkcji tych organelli moga by¢ takze jedng z przyczyn starzenia si¢
organizmu/komorek. W zwigzku z tym, podobnie jak w przypadku DNA jadrowego
integralno$¢ mtDNA jest niezbednym warunkiem prawidtowego funkcjonowania organizmu.

Wiadomo, ze w przypadku jadrowego DNA integralno$¢ genomu jest zapewniona
przez obecnosé licznych i wyrafinowanych mechanizméw monitorowania i naprawy rdznego
rodzaju modyfikacji/uszkodzen DNA. Swojego rodzaju niespodzianka jest stwierdzony
ograniczony zestaw w/w mechanizméw w mitochondrium, co tylko czgsciowo mozna
ttumaczyé obecnoscia bardzo wielu kopii DNA w mitochondrium. Badania procesow
naprawy jadrowego DNA, ktorym poswiecono tysigce prac, doprowadzily do szczegdlowego
poznania tych mechanizméw. Analizy naprawy mtDNA traktowane sg troche po macoszemu,
w zwigzku z czym obecnych jest wiele biatych plam, ktére powoli sg wypelniane
wiarygodnymi danymi.

Poznanie molekularnych zjawisk zwigzanych z naprawag mtDNA ma z cala pewnoscig

olbrzymie znaczenie zar6wno w naukach podstawowych jak i praktyce lekarskiej. Dlatego



tematyka rozprawy habilitacyjnej dr Michala Szymanskiego. bezposrednio zwigzana z
opisanymi zagadnieniami, jest niezwykle atrakcyjna, aktualna i w pelni uzasadniona. Wybor
tematyki pracy dodatkowo usprawiedliwia stosunkowo niewielka ilos¢ prac poswigconych
badaniom mechanizmow naprawy DNA mitochondrialnego.

Podstawowe cele pracy Habilitanta zwigzane byly z badaniami dotyczacymi
funkcjonowania i struktury biatek Pol v i EXOG. Oba w/w biatka pelnia podstawowa role
zarowno w replikacji, jak i w naprawie mtDNA. Szczegdétowy zestaw zadan, na ktorych
koncentrowal sie Habilitant  dotyczyl slabo poznanych lub niewyjasnionych zjawisk
zwigzanych z poznaniem molekularnych mechanizmow reperacji 1 replikacji mtDNA, co
wigze si¢ bezposrednio z wystepowaniem mutacji tej molekuly, ktére z kolei leza u podstaw
omawianych powyzej mitochondrialnych choréb metabolicznych.

Wirus HIV jest bez watpienia jednym z najbardziej istotnych i1 niebezpiecznych
patogenéw  z jakim zetknela sie ludzko$¢ w minionym stuleciu. Jeszcze kilka lat temu
zakazenie HIV oznaczalo prawdziwy koszmar, znaczylo bowiem w przewazajacych
przypadkach postepujacg $miertelng chorobg. Od konca 90-tych lat postep w badaniach
zmienit w znacznym stopniu perspektywy chorych. Dzigki postgpom w badaniach
molekularnych zdobyto wiedz¢ dotyczgca zachowania wirusa w organizmie, co pozwolilo na
wprowadzenie nowych bardzo skutecznych lekéw. Niestety dosy¢ czesto zastosowana terapia
nie prowadzi do obnizenia poziomu HIV, a czgsto przyczyna tego jest opornos¢ wirusa na
podawane leki.

Poznanie molekularnych zjawisk lezacych u podstaw opisanych powyzej powiktan
towarzyszacych zakazeniom HIV, czy tez rozwoju lekoopornosci, ma z calg pewnosciag
olbrzymie znaczenie zarowno w naukach podstawowych jak i praktyce lekarskie;j.

Warto wigc podkresli¢, ze waznym celem prac zwigzanych z rozprawg habilitacyjng dr M.
Szymanskiego i z jej podstawowymi zamierzeniami byla takze analiza przyczyn toksycznosci

podstawowych lekow antywirusowych skutecznie hamujacych replikacje HIV. Podstawowym



sktadnikiem ,koktajlu” HAART, najczgsciej stosowanego w terapii. w walce z HIV, sg
nukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy (NRTI). NIRT hamujg jednak nie tylko
odwrotng transkryptaze HIV (HIV RT), takze jadrowe polimerazy o i B, ale bardziej
wrazliwa jest mitochondrialna polimeraza y. Konstruujac mapy gestosci elektronowe;
pozwolito Habilitantowi na budowe modeli przestrzennych regionéw Pol vy, ktore zmienialy
strukture po zwiazaniu Zalcytabiny, leku pierwszej generacji, inhibitora HIV RT (EMBO J.)
Pozwolito to na pokazanie, ze Pol y wigze Zalcytabing 1 natywny substrat w niemal
identyczny sposob, co oryginalnie thumaczy mechanizm molekularny inhibicji tej polimerazy
przez leki antywirusowe — NRTL.

Jednym z celéw pracy Habilitanta opublikowanej w Proceedings of National Academy of
Sciences of the United States of America byto udowodnienie atrakcyjnej hipotezy badawcze]
zakladajgcej, ze ..identyfikacja réznic strukturalnych pomiedzy zamierzonym celem terapii,
czyli HIV-RT, a niepozadanym celem czyli Pol y, moze dostarczy¢ istotnych informacji
przydatnych do projektowania bardziej specyficznych lekéw o nizszej toksycznosci™
Uzywajac wyrafinowanych metod strukturalnych, badan kinetycznych i ukierunkowane;
mutagenezy Habilitant (wspdlnie z wspodtautorami publikacji) wykazal, ze w odzialywaniu
NRTI z Pol v i HIV RT wystepuje zasadnicze mechanistyczne zréznicowanej selektywnosci.
Autorzy postulujg, ze otrzymane wyniki moga shuzy¢ do opracowania nowych lekow z grupy
NRTI o wyzszej selektywnosci i obnizonej toksycznosci.

Opublikowane wczesniej dane eksperymentalne sugeruja, ze toksycznos¢ lekow z
grupy HAART moze by¢ zwigzana z polimortizmem genu kodujacego Pol y (POLG). Aby
wyjasni¢ to nie do konca zrozumiale zjawisko Habilitant, i wsp. zainicjowali badania 45
pacjentow zainfekowanych HIV (dntimicrobial Agents and Chemotherapy). Opracowanie
modelowe i struktury krystalicznej mutanta Pol y w kompleksie z DNA/nukleotydami
pozwolito stwierdzi¢ znaczace rdznice w powinowactwie migdzy mutantem, a polimerazg

..dzika”. Wyniki te pozwolily na sformutowanie hipotezy, ze okreslone/zdefiniowane mutacje
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POLG maja bezposredni zwigzek z predyspozycja pacjentow do indukowanej HAART
toksycznosci mitochondrialnej, co z kolei sugeruje mozliwo$¢ przetozenia tych wynikéow do
spersonalizowanej terapii i zminimalizowania skutkéw ubocznych dziatania NRTI.

Glowny nurt wszystkich prac wymienionych przez Habilitanta jako ..osiggnigcie
naukowe”, réwniez tych omawianych w powyzszym podrozdziale, jest poswigcony badaniom
procesu replikacji i naprawy mtDNA, a dokladniej omawianiu struktury i funkcjonowania
bialek Pol y 1 EXOG.

We wspomnianej juz publikacji w EMBO J Autor postawil ambitne i oryginalne
zadanie zlapanie Pol y ., goracym uczynku”, w trakcie procesu replikacji mtDNA. Do
wykonania zadania niezbedna byla krystalizacja kompleksu replikujacego. Krystalizacja,
szczegdlnie tak ztozonych ukladow jak kompleks replikacyjny, wymaga olbrzymiej wiedzy,
intensywnej pracy i odrobiny szczescia. Wszystko to zostalo spefnione i Habilitant 1 wsp. po
znakowaniu podjednostek biatek Pol y selenometioning uzyskal mape gestosei elektronowej
pozwalajacych na budowe modeli przestrzennych najbardziej istotnych regiondw Pol y. To, z
kolei, pozwolilo na ilustracj¢ procesu koordynacji  funkcji holoenzymu polimerazy,
pozwalajaca na osiggniecie wysokiej procesywnosci i koordynacji pomigdzy domeng
polimerazows i egzonukleazows. Byl to pierwsze tego typu eksperyment na $wiecie.

Wszystkie przedstawione powyzej wyniki badan Habilitanta sa w petni oryginalnymi
osiggnieciami naukowymi. Sadz¢ jednak, Zze na najwigksze wyrdznienie zastuguje czese,
elegancko zaplanowanych i przeprowadzonych, badan opublikowanych w .topowym™
czasopi$mie Nature Communication. Badania dotyczyly strukturalnych i biochemicznych
wiasciwosci ludzkiej, mitochondrialnej eksonukleazy EXOG. Stosujac wyrafinowane techniki
takie jak: krystalizacja, klonowanie, spektroskopowy dichroizm kolowy, rozpraszanie
promieni  rentgenowskich pod malym kontem, izotermiczne  miareczkowanie

kalorymetryczne, Autor (wraz ze wspotautorami publikacji) pokazal, ze ;



i/ EXOG wycina dinukleotydy z konca 5, a wigc w sposob odmienny od typowych
egzonukleaz; ii/ dimer EXOG moze wigza¢ dwie czasteczki DNA z r6znym powinowactwem.
Do potwierdzenia tego zjawiska Habilitant uzyl mutanta z nieaktywna nukleazg; iii/ po
zwigzaniu z DNA dwa aktywne miejsca EXOG réznig si¢ konformacyjnie, co moze mie¢
podstawowe znaczenie dla oddzialywania biatka enzymatycznego z innymi biatkami
kompleksu biorgcego udzial w $ciezce naprawy typu Base Excision Repair (BER) w
mitochondrium. Powyzsze wyniki pozwolily na zaproponowanie nowego modelu
funkcjonowania $ciezki naprawy typu BER w mitochondrium. Model ten w bardzo elegancki
i sugestywny sposéb zostal zaprezentowany na rysunkach w powyzej omawianej publikacji
(w Nature Comm.).

Podsumowujac wyniki badan przedstawionych jako ..osiagniecie naukowe™; sg to
oryginalne odkrycia naukowe, ktére wniosly nowe dane do nauki $wiatowej i dzigki
opublikowaniu w renomowanych czasopismach migdzynarodowych, z wysokim
wspolczynnikiem oddziatywania (IF), weszty do migdzynarodowego obiegu informacji
naukowej. Z tego wzgledu w pelni pozytywnie i bardzo wysoko oceniam rozprawg
habilitacyjng. W moim przekonaniu spelnia ona wymogi stawiane rozprawom habilitacyjnym.

Warto doda¢, ze Habilitant jest 1-szym autorem w trzech z czterech w/w prac.

Jedna uwaga polemiczna/redakcyjna; Od kilku lat wiadomo, ze w mitochondriach
zlokalizowana jest takze polimeraza B. Interesujaca bylaby dyskusja uwzgledniajaca udzial
tego bialka w naprawie mitochondrialnego DNA w kontek$cie omawianych w habilitacji
wlasciwosci Pol v 1 EXOG.

Ocena dorobku naukowego/aktywnosci naukowej

Na dorobek naukowy, poza Osiggni¢ciem dr Michala Szymanskiego, sktada si¢ 18
oryginalnych prac doswiadczalnych. Prace te opublikowane zostaly w znakomitej wigkszosci
w dobrych i bardzo dobrych czasopismach naukowych o zasiggu $wiatowym. Tak jak

zaznaczylem powyzej, wiekszos¢ prac Habilitanta zostala opublikowanych —w



specjalistycznych czasopismach, recenzowanych najczesciej przez wybitnych specjalistow z
danej dziedziny. W ten sposob dorobek naukowy Habilitanta zostal wigc wstepnie juz raz
pozytywnie zweryfikowany.

Chciatbym zwrdci¢ szczegélna uwage na wyrdzniajaca sie jakos¢ czasopism, w

ktérych publikowano wszystkie, bez wyjatku prace dr M. Szymanskiego. Laczny IF prac
opublikowanych po doktoracie wynosi 100 pkt. Jest to dorobek niezbyt czgsto spotykany
nawet wsréd liderow duzych grup badawezych. Warto podkresli¢, ze w 9 publikacjach (na 18
prace doswiadczalnych opublikowanych, poza Osiagnigciem. w czasopismach z listy
filadelfijskiej) Habilitant jest pierwszym autorem, co jednoznacznie uwypukla Jego
dominujacy wktad w prace.
Przebieg aktywnosci dydaktycznej Habilitanta odbiega od zwyczajowo przyjetej na
uczelniach krajowych.  Do$wiadczenie dydaktyczne dr M. Szymanski zdobywal na
uczelniach amerykanskich, jako wykladowca kursu Biochemii na University of Houston,
College of Natural Sciences and Mathematics, oraz University of Texas Medical Branch at
Galveston, Graduate School of Biomedical Sciences. Habilitant uczestniczy/uczestniczyl
takze w opiece naukowej nad dwoma doktorantami Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. jako
promotor pomocniczy. Wszystko to upowaznia do stwierdzenia, ze kwalifikacje dydaktyczne
spelniajg wymogi stawiane przed osoba ubiegajaca si¢ o stopien doktora habilitowanego.

Aktywno$¢ naukowa to nie tylko publikacje, ale umiejetnos$¢ pozyskiwania srodkow
na uprawianie nauki. Bez cienia przesady dzialalnos¢ Habilitanta jest tutaj wyjatkowa. Dr
Szymanski jest kierownikiem trzech projektow finansowanych przez: i/Europejska
Organizacje Biologii Molekularnej (EMBO): ii/ Fundacje na rzecz Nauki Polskiej (FNP); iii/
Narodowe Centrum Nauki (NCN). Do tego trzeba doda¢ 8 projektow finansowanych przez

znamienite instytucje amerykanskie, w ktorych Habilitant byt wykonawcg.



Omawiana aktywnos¢ byla dostrzezona i wielokrotnie nagradzana przez takie gremia
jak; Jeane B. Kempner Postdoctoral Fellowship; The Biophysical Society Education Travel
Award; Marianne Blum, Ph.D. Endowed Scholarship; Irma Mendoza Scholarship; Biological
Chemistry Student Organization (BCSO) Award: Robert A. Welch Award for Excellence in
Graduate Research in Chemistry; Barbara Bowman Memorial Award for Research
Excellence.

To nie koniec wydarzen, ktore podkreslaja wyjatkowa aktywnos$¢ naukowa poniewaz
Habilitant bral aktywny udzial w kilkudziesi¢ciu(!) konferencjach miedzynarodowych 1i
krajowych najczesciej prezentujac plakaty, ale rowniez jako wykladowca. Jest takze
cztonkiem kilku miedzynarodowych organizacjach naukowych, oraz jest zaangazowany w
wiele projektow realizowanymi we wspdtpracy z naukowcami polskimi i zagranicznymi.

Podsumowujac rozdzial pt. .aktywno$¢ naukowa.”, nie mam najmniejszej
watpliwosci, ze na tym etapie rozwoju naukowego jest to dzialalno$¢ wrézniajgca.

Jestem przekonany, ze rozprawa habilitacyjna dr M. Szymanskiego spelnia
wszystkie warunki stawiane rozprawom habilitacyjnym. Wniosta ona do nauki $wiatowej
nowe stwierdzenia dotyczace molekularnych mechanizméw replikacji 1 naprawy mtDNA.
Dorobek naukowy w pelni uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego
nauk biologicznych, w zakresie biochemia.

W oparciu 0 pozytywng ocene rozprawy habilitacyjnej 1 dorobku naukowego wnosz¢
do Wysokiej Rady Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdaniskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie dr Michala Szymanskiego do

dalszych etapow przewodu habilitacyjnego.
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