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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Darii Niewiadomskiej p.t.:
Rola elementéw regulatorowych cis w zmutowanym mRNA FMR1 zawierajacym ekspansje
powtorzen CGG w tworzeniu struktur typu R-loop i regulacji niekanonicznej translacji
patogennego biatka

Praca doktorska zostata wykonana w Laboratorium Terapii Genowej, w Zaktadzie Ekspresji
Genodw, w Instytucie Biologii Molekularnej i Biotechnologii na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu pod opieka Prof. dr. hab. Krzysztofa Sobczaka.

Tematyka pracy jest zwigzana z wybranymi mechanizmami molekularnymi, ktére sa
aktywowane w przypadku mutacji w genie FMRI1, ktére prowadzg do rozwoju choréb
neurologicznych. Warto podkresli¢ juz na wstepie, ze sg to badania bardzo wazine dla lepszego
zrozumienia podstaw molekularnych tych schorzen oraz kluczowe dla opracowywania skutecznych
podejsé terapeutycznych.

Mutacja w genie FMR1, wystepujgcym na chromosomie X, zostata opisana ponad 30 lat
temu, w 1991 roku, w kontekscie zespotu tamliwego chromosomu X (FXS). Mutacja ta polega na
nadmiernym wydtuzeniu ciggu powtérzernt CGG w 5'UTR genu FMR1. W przypadku prawidtowego
genu wystepuje okoto 30 powtdrzen motywu trzech nukleotydéw CGG, natomiast z FXS zwigzana
jest ekspansja ciggu powyzej 200 powtdrzen. Dodatkowo w 1999 roku powigzano wystepowanie
ciggu CGG w FMR1 w zakresie 50-200 powtdrzen (tzw. premutacja) z zespotem drzenia i ataksji
zwigzanym z tamliwym chromosomem X (FXTAS). Naukowcy od wielu lat wnikliwie badajg procesy
molekularne, ktére sg aktywowane bgdz zmienione w przypadku tych kontentych mutacji. Nadal sg
poznawane dodatkowe elementy majgce znaczenie w zaburzeniach prowadzacych do symptomoéw
choroby i w rezultacie nakreslona jest duza ztozono$¢ zaleznych od siebie zmienionych proceséw
komodrkowych. We wstepie Doktorantka przedstawita omdwienie podstawowych mechanizméw
molekularnych, ktére ulegajg zaburzeniu w przypadku FXS i FXTAS. Szczegdlna uwaga zostata
poswiecona mechanizmowi niekanonicznej translacji aktywowanej na zmutowanym transkrypcie
FMR1 oraz roli tworzacych sie petli R, czyli struktur oddziatujgcych ze sobg DNA i RNA, formowanych
w poblizu regionu miejsca startu transkrypcji FMR1. W zwigzku z niepetnym rozumieniem tych
procesow zostaty jasno sformutowane cele badan niniejszej pracy doktorskiej.



Rozdziat ,Materiaty i metody” zostat przygotowany z duzg starannos$cig. Warte jest
podkreslenia, ze Doktorantka ujeta w tej czesci opisy uwzgledniajgce rozwigzywanie napotykanych
trudnosci.

Rozdziat poswiecony omoéwieniu wynikdw jest obszerny i podzielony na dwie gtéwne czesci.
W pierwszej czesci pracy celem byto powigzanie efektu tworzenia petli R w locus FMR1 z
wydajnoscia transkrypcji tego genu. W tym celu wykonano eksperymenty in vitro oraz w hodowlach
komoérkowych. Doktorantka zaprojektowata i otrzymata odpowiednie konstrukty z ciggami CGG w
kontekscie genu FMR1 oraz opracowata metode pozwalajgcg na analize tworzenia petli R po
reakcjach in vitro. Uzyskane wyniki pozwolity wykazaé negatywny wptyw tworzenia petli R na
wydajnos¢ transkrypcji FMR1 oraz zniesienie tego efektu po dodaniu oligonukleotydéw
antysensowych nacelowanych w cigg powtdrzen CGG, ASO-CCG. Na tej podstawie zostat
zaproponowany model oddziatywania tych ASO z DNA i RNA FMR1 oraz przystgpiono do
eksperymentéw w hodowlach linii komérkowych wyprowadzonych od pacjentéw z FXTAS i FXS. W
tych badaniach Doktorantka wykazata wptyw ASO-CCG na wzrost poziomu mRNA FMR1 w liniach
FXTAS oraz zaleznos¢ tych efektdw od RNazy H1. Efekt podniesienia poziomu ekspresji FMR1 udato
sie takze uzyskac na jednej z linii FXS, jednak tylko na poziomie transkryptu.

W drugiej czesci pracy celem byto okreslenie wptywu czynnikéw, takich jak: sekwencja
nukleotydowa, struktura drugorzedowa RNA i diugos¢ ciggu powtdrzen, na wydajnosc
niekanonicznej translacji inicjowanej na sekwencji powtdrzonej (RAN translacji), prowadzacej do
powstawania biatka poliglicynowego (FMRpolyG) na matrycy zmutowanego transkryptu FMR1. W
tym celu Doktoranta zaprojektowata i otrzymata szereg konstruktéw z wprowadzanymi zmianami w
sekwencji, ktére byty testowane w liniach komérkowych HEK-293. Na podkreslenie zastuguje fakt,
ze dwie metody byty stosowane dla analizy poziomu biatka FMRpolyG, hybrydyzacja typu western i
detekcja luminescencji, co pozwolito traktowaé wyniki z wiekszg pewnoscig. Doktorantka wykazata,
ze alternatywne powstawanie biatka poliargininiowego (FMRpolyR), cho¢ na niskim poziomie, ma
wptyw na powstawanie biatka poliglicynowego. Dalszym analizom zostato poddane gtéwne miejsce
inicjacji niekanonicznej translacji wtasnie biatka poliglicynowego, ACG(+1). Modyfikowany byt
kontekst sekwencji Kozak, wzmacniany lub ostabiany, zmieniano sam kodon ACG i jego lokalizacje, i
okreslono wptyw tych zmian na wydajnosc translacji biatka FMRpolyG. Przetestowana takze zostata
hipoteza o wptywie odlegtosci miedzy miejscem startu translacji a stabilng strukturg drugorzedowa
w RNA na wydajno$é translacji FMRpolyG. Ta cze$¢ wynikédw badan dowodzi duzej doktadnosci i
dociekliwosci naukowej Doktorantki.

Ogdlnie wyniki badan sg klarownie przedstawione graficznie i wnikliwie opisane w tekscie.
Opisy do rycin réwniez zawierajg bardzo szczegétowe informacje odnosnie eksperymentdéw, ktérych
wyniki sg prezentowane. Na podstawie otrzymanych wynikéw Doktorantka proponuje konkretne
modele dla oddziatywan molekularnych zachodzacych w chorobach FXTAS i FXS, jednoczesnie
komentuje ztozonos¢ analizowanych proceséw.

Ponizej umieszczone sg moje komentarze, ktore nasunety sie mi podczas czytania Rozprawy.
Doktorantka moze sie odnies¢ do nich w celu wyjasnienia moich pewnych watpliwosci (czy
zaspokojenia ciekawosci) i dla dodatkowej dyskusji wynikdw w czasie obrony:



- Na Rycinie 20 zaprezentowane sg wyniki analizy wyciszenia ekspresji gendw celowanych przez
siRNA na poziomie obnizenia transkryptow. Czy byta podejmowana prdba zbadania tych efektéw na
poziomie biatek? Ogdlnie dla duzej grupy biatek czas 48 h od transfekcji siRNA jest wystarczajgcy dla
uzyskania obnizenia poziomu biatka. Tym niemniej warto mie¢ takie potwierdzenie. Przyktadowo,
wg pracy o numerze doi: 10.18632/oncotarget.8446, biatko DHX9 charakteryzuje sie wzglednie
wysokg stabilnoscig, stad moze by¢ niepewne czy poziom DHX9 udato sie znaczgco obnizy¢ w
komadrkach po 48 h od podania siRNA.

- Stosunkowo wysokie stezenie ASO byto stosowane, 200 nM. Nie znalaztam jednak informacji, czy
przyktadowego obrazu, jak komoérki fibroblastow wygladaty, jaka byta ich $miertelnos¢ po
transfekcji.

- Wydaje mi sie, ze wyniki zaprezentowane na Rycinie 22 i dotyczace poziomu transkryptu FMR1 po
traktowaniu ASO-CCG i obnizeniu poziomu RNazy H, mogtyby by¢ doktadniej skomentowane. Sg one
podsumowane zdaniem (strona 87) konkludujagcym, ze w trzech analizowanych liniach
traktowanych siRNA skierowanym na mRNA RNazy H1 wzrost poziomu mRNA FMR1 (zaindukowany
przez ASO-CCG) byt znaczgco zmniejszony. Taki efekt jest widoczny, ale dla dwéch z analizowanych
linii, nie dla linii z dwoma zmutowanymi allelami FMR1. Drugie zdanie konkluduje, ze poziom pre-
MRNA pozostat niezmieniony w tych warunkach (domyslnie: dla obnizenia poziomu RNazy H),
jednak szczegdlnie dla linii z jednym allelem zmutowanym FMRI1 jest widoczny na wykresie efekt
zniesienia wptywu ASO-CCG na wzrost ekspresji FMR1. Pomimo, ze te efekty mogg nie mie¢ wptywu
na catosciowg interpretacje wynikdéw, to byé moze warto je opisa¢ dokfadnie;j.

- Dla wynikéw przedstawionych na Rycinie 23, dotyczacych poziomu ekspresji FMR1 w fibroblastach
FXS po traktowaniu inhibitorem metylacji DNA, mogtaby zosta¢ przedstawiona wieksza interpretacja
odnosnie uzyskanego poziomu aktywacji. Zestawione zostaty wyniki potilosciowej metody RT-PCR i
ilosciowej analizy RT-qPCR. Czy w tych analizach byt uwzgledniany endogenny poziom ekspresji
FMR1 z linii z prawidtowym genem? Mdgtby on stanowié odniesienie do prezentowanych wynikéw
i dostarczy¢ informacji jak wysoki poziom aktywacji FMR1 udato sie uzyskac.

- Czy testowane byto uzycie ASO o sekwencji powtdrzonej CGG, czyli komplementarnego do nici
antysensowej w DNA i transkryptu antysensowego FMR1? Jesli nie, mogg by¢ przedstawione krotko
rozwazania o spodziewanych efektach dziatania takiego ASO.

- Niektére z wynikdow z uzyciem metody detekcji luminescencji dla okreslenia poziomu biatka
FMRpolyG charakteryzujg sie duzym rozrzutem (np. Rycina 29 b, 32 e). Czy ten rozrzut uzyskiwanych
wynikéw modgt po czesci wynikac z stosowania w transfekcji dwdch plazmidow, osobnego z Nluc i
Fluc? (jesli zrozumiatam dobrze wg opisu na stronie 48 taki uktad byt ostatecznie stosowany). Czy
raczej wynika on z zréznicowanych efektéw komorkowych?

- Czy planowane jest dalsze testowanie w modelach FXTAS ASO3, jako mogacego wptywac na
obnizenie poziomu biatka FMRpolyG?

Wyniki badan Doktorantki dotyczgce pierwszego watku zostaty w duzym zakresie
opublikowane w 2021 roku artykule w bardzo prestizowym czasopismie Nature Communications
(IF2022 16,6). Mgr Daria Niewiadomska jest trzecim autorem w tej publikacji, a jej wyniki zostaty ujete
na jednej z rycin gtéwnych oraz na rycinach suplementarnych. W artykule tym opisane sg wyniki



badan, ktére w szerszym zakresie dotyczyty efektow dziatania ASO-CCG w liniach komdrkowych oraz
testowania tychze ASO w modelu mysim FXTAS. Wyniki Doktorantki stanowig wazny element tej
obszernej publikacji. Wyniki badan dotyczace drugiego watku bedg stanowic zapewne istotng czesé
nastepnej publikacji (dalsze eksperymenty dla tych badan sg wskazane w dyskusji rozprawy).

Zawarta w rozprawie dyskusja jest obszerna i zawiera rédwniez prezentacje wynikéw
wstepnych dalszych badan Doktorantki. M.in. wnikliwie jest opisana rdéznorodnos$¢ struktur
formowanych w miejscu inicjacji transkrypcji i regionie powtérzen genu FMR1, przedyskutowane sg
podejscia zmierzajgce do aktywacji transkrypcji genu FMR1 w FXS, czy tez dogtebnie rozwazane sg
podstawy wrazliwosci inicjacji translacji biatka FMRpolyG na zmiany w sekwencji lub strukturze w
otoczeniu miejsca startu tej niekanonicznej translacji. Formutowane wnioski i odniesienia do
opublikowanych badan swiadczg o duzej dojrzatosci naukowej mgr Darii Niewiadomskiej. Ogdlnie
odniesienia do literatury w catosci rozprawy sg liczne i wskazujg na dobre rozeznanie Doktorantki w
tematyce badan.

Z obowigzku recenzenta przedstawiam drobne uwagi (nie wymagajace odnoszenia podczas
obrony, ale moze przydatne dla Doktorantki):
- Ryciny i tabele mogtyby dla petnej jasnosci mie¢ zawsze odnosniki w tekscie.
- Nie wszystkie wprowadzone skroty byty konsekwentnie stosowane w tekscie, np. ASO, ORF.
- Niescistoscig jest informacja podana w ,,Materiatach i metodach” w podrozdziale 3.18, dotyczaca
co najmniej trzech powtdrzen wszystkich eksperymentdw in vitro i komérkowych. W opisanych dalej
wynikach sg przypadki, gdzie liczba powtdrzen wynosi dwa, np. dla wynikdw prezentowanych na
Rycinie 20 i 23. Jest to akceptowalne dla niektérych analiz, tym niemniej w Metodach mogto by
znalez¢ sie stwierdzenie bardziej trafne.
- W ,Materiatach i metodach” bardziej trafne w podawaniu stosowanych stezen roztworow
aminokwasow czy antybiotyku bytoby podawanie koficowego stezenia jako 1x a nie 1% (wyjsciowy
roztwory sg 100-krotnie stezone, a nie 100%)
- Wyniki analiz hybrydyzacji typu western prezentowane jako fragmenty skanéw membran powinny
zawierac odznaczenie migracji markera wielkosci biatek.
- Brak jest oznaczen Sciezek przy obrazach membran z hybrydyzacji typu western na Rycinie 31 b
(trzy pierwsze Sciezki to zapewne konstrukt 16 CGG, a trzy nastepne 85 CGG).

W koncowych wnioskach chciatabym podkredli¢, ze przygotowana przez mgr Darie
Niewiadomska rozprawa zrobita na mnie duze wrazenie dzieki dojrzatosci z jakg zostata napisana
oraz precyzji w projektowaniu i wykonaniu eksperymentéw. Ujete zostaty w rozprawie réwniez
interesujgce szczegdtowe odniesienia do badan Marilyn Kozak, wskazujgce dla ciekawos¢ i
dociekliwos$¢ naukowg Doktorantki. Do gtéwnych osiggnie¢ opisanych w niniejszej rozprawie nalezga:
- wykazanie, ze ASO-CCG zaburzajg strukture petli R w locus FMR1 i, dla okre$lonych mutacji tego
genu, powodujg wzrost jego transkrypcji;

- okreslenie wptywu kontekstu sekwencji nukleotydowej i struktury drugorzedowej w 5’"UTR mRNA
FMR1 na wydajnos¢ translacji biatka FMRpolyG.

Wazne sg implikacje uzyskanych wynikéw dla dalszego rozwijania podejs¢ terapeutycznych
dla FXTAS i FXS. Ponadto, w mojej opinii, uzyskane wyniki majg szerszy kontekst, poza badanymi
chorobami wywotywanymi mutacjami w genie FMR1. Zaréwno badania oddziatywan typu petli R,



jak i niekanonicznej translacji, majg odniesienie do poznawania réznorodnosci mechanizméw
regulacji ekspresji gendw.

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Darii Niewiadomskiej stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza uzyskang wiedze teoretyczng w
dyscyplinie nauk biologicznych oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Tak
wiec, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska catkowicie spetnia warunki okreslone w art.
187 ust. 1-2 Ustawy z dnia 20.07.2018 r., Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz.
742). W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgr Darii Niewiadomskiej do dalszych etapdéw
przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,

-



