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rozprawy doktorskiej mgr Ankura Gadgila

pt. ,,The effect of ALS-associated FUS mutations on U7snRNP activity and the
expression of canonical histone genes in neuronal cells/ Wplyw mutacji FUS zwigzanych
z ALS na aktywno$é U7 snRNP I ekspresj¢ genéw kanonicznych histonow rdzeniowych
w komérkach neuronalnych”

Stwardnienie boczne zanikowe (lac. sclerosis lateralis amyotrophica, SLA; ang. amyotrophic
lateral sclerosis, ALS) jest najczestsza choroba neuronu ruchowego wystepujaca u 0sob
dorostych oraz jednym z najciezszych schorzen w neurologii. Poczatek choroby jest
podstepny. Okoto 50-60 r.z. pojawia si¢ niewielka niesprawnosc¢ konczyny gornej lub dolnej
(70%) lub zaburzenia mowy (30%). W przebiegu uszkodzenia drog korowo-rdzeniowych i
korowo opuszkowych oraz jader ruchowych nerwéw czaszkowych i motoneurondéw alpha
rdzenia kregowego, dochodzi do postepujacego niedowladu migsni koniczyn i twarzy z ich
pozniejszym zanikiem. W zwigzku z szybkim post¢pem uszkodzenia, w ciggu 3-5 lat od
wystapienia pierwszych objawéw moze doj$¢ do porazenia czterokonczynowego, anartrii,
afagii, a wiec utraty mowy i polykania, a takze niewydolnoéci oddechowej, bedacej
najczestsza przyczyna zgonu. W ostatnim etapie choroby pacjenci moga rozwing¢ zespot
zamkniecia (ang. locked-in syndrome), w ktorym - pomimo zachowanych funkcji
poznawczych i wszystkich modalnosci czucia — tracg mozliwo$¢ poruszania i mowienia,
pozostajac  niejako ,zamknigci w swoim  ciele”. Pomimo zwiewnych dysfunkcji
wykonaweczych obecnych u blisko polowy pacjentow, jedynie 15% rozwija otgpienie
czolowo-skroniowe (ang. frontotemporal dementia, FTD). W okoto 90% przypadkow choroba
ma charakter sporadyczny (ang. sporadic ALS, SALS), w pozostatych jest dziedziczona,
najczesciej w sposob autosomalny dominujacy z wysoka penetracja. Najczgstsze mutacje
stwierdzane sa w genach C9orf72, SODI, FUS i TARDBP, cho¢ liczba genow zwiazanych z
zachorowaniem na SLA przekracza 50. Zidentyfikowane dotychczas mutacje sa
odpowiedzialne za ok. 70-75% przypadkow rodzinnych i do 13% przypadkow sporadycznych
SLA.

SLA zwiazane z mutacjami w genie FUS, stanowigce 4% przypadkéw FALS i do 1% SALS,
wyrdznia si¢ bardzo wezesnym wiekiem zachorowania ($r. 35 r.z.) oraz bardzo szybkim
postepem choroby. Z uwagi na piorunujacy rozwdj niedowladu i niewydolnosci oddechowe;j,
stanowi duze wyzwanie kliniczne. Od stwierdzenia zwiazku mutacji w genie FUS z
zachorowaniem na SLA w 2009 r., opisano ponad 50 mutacji w tym genie. Ostatnia szeroka
analiza fenotypowo-genotypowa wykazala istotng korelacje pomigdzy wiekiem zachorowania
a czasem przezycia, ktory najcigzszych przypadkach wynosit jedynie 6 miesiecy. Zaleznie od
mutacji, wyréznia si¢ 3 podtypy SLA zwiazanego z mutacjg FUS: 1) osiowe, Zz
przewazajagcym opadaniem glowy i niedowladem koniczyn gérnych, 2) mlodziencze, o bardzo
ciezkim przebiegu, z poczatkiem opuszkowym, poprzedzone trudno$ciami w nauce oraz 3)
lagodne, zwiazane z péznym poczatkiem, przypominajace klasyczne SLA [Grassano et al.

2022].



FUS jest szeroko rozpowszechnionym biatkiem wiazacym DNA/RNA nalezacym (podobnie
jak TDP-43 kodowane przez TARDBP) do rodziny niejednorodnych jadrowych
rybonukleoprotein (hnRNP). Jest ono przede wszystkim zlokalizowane w jadrze
komérkowym, gdzie bierze udziat w regulacji ekspresji, w tym transkrypcji, sktadaniu pre-
mRNA i stabilizacji mRNA. Moze takze przemieszcza¢ si¢ do cytoplazmy, gdzie jest m. in.
zaangazowane w transport mRNA i proces translacji. Mutacje w genie FFUS prowadza do
przesuniecia biatka do cytoplazmy i jego akumulacji z tworzeniem zlogéw. Mechanizm
uszkodzenia neuronéw ruchowych przez mutacje w genie FUS nie jest jasny. Postuluje si¢
zarowno utrate funkcji biatka w jadrze, jak i uzyskanie dodatkowej toksycznej funkcji w
cytoplazmie. Istotna jest takze immunomodulacyjna rola zmutowanych czasteczek FUS
prowadzaca do patologicznej aktywacji zapalnej mikrogleju i $mierci neuronow. W 2021r.
rozpoczeto pierwsze badanie kliniczne 1-3 fazy z zastosowaniem oligonukleotydow
antysensownych (ang. antisense oligonucleotides, ASO) skierowanych p/mRNA FUS
(Jacifusen, NCT-04768972).

Ze wzgledu ciezki fenotyp i brak wystarczajacej skutecznosci dostepnego leczenia
neuroprotekcyjengo, istnieje ogromna potrzeba poszerzenia wiedzy nt molekularnych
mechanizméw lezacych u podstaw uszkodzenia drég ruchowych w SLA z mutacjami FUS, a
w konsekwencii - identyfikacji nowych celéw terapeutycznych w tym podtypie choroby. Stad
badania podjete przez mgr Ankura Gadgila, analizujace wptyw mutacji w genie FUS na
aktywno$¢ U7 snRN i na regulacje ekspresji kanonicznych histonow rdzeniowych w
komérkach neuronalnych, znajduja uzasadnienie naukowe.

Przedstawiona do oceny praca doktorska stanowiaca cykl publikacji, napisana jest w jezyku
angielskim, poza streszczeniem w jezyku polskim. Praca liczy 63 strony, a jej uklad i
proporcje poszezegolnych czesci sg prawidlowe.

CELEM pracy byla ocena wplywu mutacji w genie FUS na aktywnos$¢ U7 snRN oraz
efektywnos¢ transkrypeji i dojrzewanie pre-mRNA kanonicznych histonéw rdzeniowych,
jako mechanizmu molekularnego lezacego u podstaw SLA.

W syntetycznym WSTEPIE (Background and introduction) Doktorant opisat charakter
schorzenia, w tym sposob dziedziczenia w przypadkach rodzinnych, a takze potencjalng role
mutacji w genie FUS w patogenezie uszkodzenia neuronow ruchowych w SLA. Ta cze¢s¢
wydaje si¢ dos¢ lakoniczna i nie oddaje wieloczynnikowej patogenezy SLA, w tym szeregu
mechanizméw zwiazanych bezposrednio z tematyka rozprawy, a wiec zaburzen regulacji
translacji, splicingu, transkrypcji, tworzenia zlogow i procesu autofagii, zarowno w
przypadkach sporadycznych SLA, jak i warunkowanych mutacjami w innych genach.
Znacznie szerzej Autor opisal natomiast wezesniejsze wyniki uzyskane przez swoj zespol,
wykazujac naukowa drogg powstania koncepcji stanowiacej podstawe naukowej dysertacji.
Na podstawie przeprowadzonych badan, zespot wykazal, ze biatko FUS jest pozytywnym
regulatorem transkrypcji genéw histonow zaleznych od replikacji i bierze udziat w regulacji
ich pre-mRNA na konicu 3” w fazie S cyklu komérkowego. Na tej podstawie Autor wysunat
hipoteze, ze FUS moze bra¢ udzial w hamowaniu zaleznej od U7 snRNP ekspresji genow
histonoéw poza faza S cyklu, tym samym hamujgc szkodliwa dla komorek synteze
dodatkowych bialek histonowych.

W dalszej czesci (The main thesis and achievements of the work) Autor zawar'i opis 2
publikacji stanowigcych rozprawe doktorska: eksperymentalnej i przegladowej.



W pierwszej wykazal, iz zmutowane FUS laczy si¢ w cytoplazmie z U7 snRNP, co prowadzi
do uposledzenia jego funkcji. W wyniku polaczenia dochodzi do zmniejszenia transkrypcji
histonow w proliferujacych komorkach glejowych oraz dysregulacji w/w transkrypcji
powodujacej nadmierng produkcje bialek histonowych w zréznicowanych, a wiec
nieproliferujacych komoérkach neuronalnych. Badania prowadzone byty na komoérkach HeLa i
SH-SYSY (knocked- out dla FUS) transfekowanych plazmidami zawierajacymi odpowiednio
dziki lub zmutowany (dwie niezalezne mutacje) FUS. Komorki badane byly w stadium
proliferacji lub zroznicowania w celu oceny wplywu kompleksu FUS z U7 snRNP w obu ich
rodzajach.

Lokalizacja FUS oraz U7 snRNP zostala nastgpnie zbadana w pierwotnych hodowlach
neuronow szczurzych. Wyniki sugerujg ze zlogi zmutowanego biatka FUS sekwestruja U7
snRNP i zatrzymuja nieaktywny kompleks w cytoplazmie. Kolejna analiza dotyczyla
potencjalnego wplywu mutacji FUS na polimeraze RNA genéw dla histonow zaleznych od
replikacji (RDH), a takze H2AC, H2BJ i H4J. Badanie przeprowadzone za pomocg techniki
ChIP w proliferujacych komoérkach wykazalo zredukowana obecnos¢ polimerazy RNA w
komorkach transfekowanych zmutowanym FUS w poréwnaniu transfekowanych szczepem
dzikim, co moze $wiadczy¢ o hamowaniu transkrypcji genow RDH z powodu ostabionego
przylaczania do polimerazy RNA do genow kodujacych biatka histonowe. Dodatkowo na
podstawie obnizonej ilosci transkryptow wykazano, ze proliferujace (ale nie dojrzale)
komérki SH-SY5Y i HeLa transfekowane zmutowanym FUS wykazuja uposledzong
efektywnosé procesow obrobki pre-mRNA RDH. Nie zaobserwowano podobnego efektu w
dojrzatych komorkach neuronalnych. W interpretacji Autora brak powyzszego efektu
zwiazany byl z synteza poliadenylowanych transkryptow histonow w procesie niezaleznym
od U7 snRNP.

W drugiej publikacji Autor opisat potencjalne zastosowanie U7 snRNP w terapii genowej
zwigzane z faktem, ze bialko to —w odroznieniu do innych rybonukleoprotein - nie jest
zaangazowane w splicing a w obrobke konca 3* pre-mRNA histonow zaleznych od
replikacji. Zmodyfikowane U7 snRNP, ktorego celem jest skladanie pre-mRNA moze
przyczyni¢ si¢ do pominigcia lub wlaczenia wybranych eksonow. Autor opisal badania
przedkliniczne z zastosowaniem zmodyfikowanych U7 snRNP przeprowadzone dotychczas w
modelach komorkowych lub zwierzgeych wybranych schorzen (raka
podstawnokomorkowego, raka piersi, wrodzonej niewydolnosci nadnerczy, DM1, DMD,
SMA., SLA z wybranymi mutacjami w genie SOD/, beta-talasemia, HIV/AIDS).
Przedyskutowal takze korzysci i ograniczenia stosowania opisanego podejscia
terapeutycznego.

W PODSUMOWANIU (Summary) Autor zawarl opis konstrukcji swojej pracy doktorskiej,
a takze opisal swoja dalsza sciezkg naukowa.

Uwagi merytoryczne:

WSTEP:
W przedstawionej charakterystyce SLA znajduje si¢ kilka znaczacych bledow:

- rozpoznanie SLA jest przede wszystkim kliniczne, z potwierdzeniem uszkodzenia
neurogennego w badaniu clektromiograficznyem (EMG) i wykluczeniu innych
przyczyn uszkodzenia gornego i dolnego neuronu ruchowego na podstawie ENG,
MRI, ewentualnie badan krwi, ptynu moézgowo-rdzeniowego (ale nie moczu),
natomiast nie wykonuje si¢ biopsji miesni ani nerwow.



- wbrew opisowi, obecnie na swiecie zarejestrowane sg trzy leki neuropotekcyjne:
riluzol, ktory nieznacznie przedtuza przezycie, edarawon spowalniajacy narastanie
niesprawnosci, oraz (chociaz dopiero od 7.2022, a wiec zapewne juz po zlozeniu
obecnej pracy) TUDCA+PB wplywajacy na oba te parametry oraz spowolnienie
narastania niewydolnosci oddechowej. Prowadzone sa ponadto proby terapii genowe;j
(tofersen, ASO p/zmutowanemu SOD/) dla chorych z SLA zwigzanym z mutacjami w
genie SODI.

Nie opisano takze patomechanizmu SLA, w tym szlakow zwiazanych z mutacjami w innych
genach. Na szczeg6dlna uwage zastuguje TARDBP, kodujacy podobnie jak FUS biatko
wiazace RNA i ulegajace translokacji do cytoplazmy w wyniku mutacji zwigzanych z SLA
i/lub orepieniem czolowo-skroniowym (FTD). Z punktu widzenia potencjalnej terapii z
zastosowaniem badanego przez Doktoranta mechanizmu, wazne byloby wspomnienie genu
G90rf72, ktérego mutacje zwigzane z SLA maja charakter dynamiczny.

Pomimo $wiadomosci, iz Doktorant nie ma wyksztalcenia medycznego, przygotowanie
dysertacji o charakterze translacyjnym wymaga poglebienia wiedzy o zagadnieniach, ktore
bezposrednio lacza si¢ z jej tematyka, oraz wykazania si¢ dbatoscia o prawidlowy przekaz.

We WSTEPIE zabraklo takze ogolnego opisu regulacji ekspresji biatek histonowych, ktory
stanowilby tlo dla przedstawienia wynikow wiasnych badan. Zrozumienie zatozen pracy
wymagalo zasiegnigcia informacji z innych 7rédel, cze$é z nich zawarta byta w samych
pracach, ktore — co wynika z charakteru dysertacji — czyta si¢ w dalszej kolej nosci.

Sekcja dotyczaca GLOWNEGO ZALOZENIA PRACY I WYNIKAJACEGO Z NIEGO
OSIAGNIECIA (The main thesis and achievements of the work) ma charakter opisu (ciekawej
skadinad) drogi, ktora Doktorant przebyt pracujac nad zalozonym problemem badawczym.
Pozwala zrozumie¢ planowany i ostateczny ksztatt badan i sposob uzyskania wynikow wobec
napotkanych trudnosci technicznych. Brakuje w niej jednak zbiorczego opisu nowatorskiego
elementu pracy doktorskiej (naukowego i/lub metodologicznego), a takze sformutowania
wnioskoéw odpowiadajacych wprost zalozonym celom. Informacje znajduja si¢ w tekscie,
jednak ich identyfikacja wymaga dokladnego przesledzenia poszczegdlnych paragrafow. W
pracy brakuje tez jasnego podsumowania uzyskanych wynikow, ktore znajduje sig ZazZWyczaj
w sekeji PODSUMOWANIE (Summary), tutaj przeznaczonej na opis dalszych krokéw
kariery zawodowej Doktoranta.

Dodatkowe pytania, ktore wydaja sig istotne w zwiazku z translacyjnym znaczeniem pracy:

1. fenylomaslan sodu (PB) stanowiacy jeden ze skladnikéw zarejestrowanego ostatnio w
Kanadzie i US leku (TUDA+PB) jest inhibitorem deacetylazy histonowej (HDAC). W
wyniku jego zastosowania u ludzi, obserwowano istotne zwigkszenie acetylacji
histonow, co najpewniej prowadzi do utatwienia transkrypcji. Czy zastosowanie W/w
preparatu mogloby mie¢ dodatkowe dzialanie ochronne wobec neuronow ruchowych
w SLA zwiazanym z mutacja FUS, czy te mechanizmy nie sa zalezne?

2. jakie implikacje kliniczne ma fakt uposledzonej efektywnosci procesOw obrobki pre-
mRNA RDH (stwierdzonej w oparciu o liczbe transkryptow) w proliferujacych ale nie
dojrzatych komorkach? .

3. czy Badacze uzyskali opini¢ wlasciwej Komisji Bioetycznej na wykorzystanie iPS od
chorych z mutacja FUS?

* Uwagi edytorskie: w pracy nie uniknieto drobnych bledow stylistycznych czy literowek jak np.

“observed.. observations”, “mention ...mentioning”, “breathe” itp.



Przedstawione uwagi nie maja wplywu na ogdélng oceng pracy, ktora w konsekwentnie
zaplanowanych i przeprowadzonych badaniach osiagnela postawione eele.

Rozprawa napisana jest poprawnym jezykiem, w sposob syntetyczny, a jej strona graficzna jest na
dobrym poziomie. Znaczna liczba cytowanych prac z piSmiennictwa ostatnich 20 lat, $wiadczy o
szerokim zainteresowaniu Doktoranta omawiang tematyka.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Ankura Gadgila pt. ,,The
effect of ALS-associated FUS mutations on U7snRNP activity and the expression of canonical
histone genes in neuronal cells (Wplyw mutacji FUS zwigzanych z ALS na aktywnos$é¢ U7
snRNP I ekspresj¢ genéw kanonicznych histonéw rdzeniowych w komorkach neuronalnych™
stanowi ciekawy i istotny wklad do badan nad procesem regulacji ekspresji RNA zwigzanej
z mutacjami w genie FUS.

Rozprawa spelnia wymogi stawiane pracy doktorskiej okreslone w ustawie o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U. z
2003r. nr 65, poz. 595, nowelizacja Dz.U. z 2016r., poz 882, 1311, z 2017r. poz. 859). Dlatego tez
wnioskuje Wysokiej Radzie Naukowej dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Ankura Gadgila do publicznej obrony.

Warszawa, 10.10.2022
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