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Recenzja pracy doktorskiej mgr Darii Niewiadomskiej pt. “The role of cis-regulatory
elements in mutant mRNA of FMRI gene containing expanded CGG repeats in R-loop
formation and regulation of noncanonical translation of pathogenic protein.”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Darii Niewiadomskiej zostala wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa Sobczaka w Laboratorium Terapii Genowej, w Instytucie
Biologii Molekularnej i Biotechnologii na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Wyniki pracy doktorskiej zostaty zawarte w publikacji w Nature Communications z 2021, w ktorej
mgr. Niewiadomska jest trzecig autorka. Ponadto jest tez wspotautorka dwoch dodatkowych
publikacji w Nucleic Acids Research w 2021 1 Scientific Reports w 2022, ktore nie sg bezposrednio
zwigzane z rozprawa. Badania, ktore sg podstawg doktoratu, bytly finansowane przede wszystkim ze
srodkow Narodowego Centrum Nauki oraz Fundacji na rzecz Polskiej Nauki.

Tematyka pracy doktorskiej jest $ci§le powigzana z gldwnym zakresem badan w laboratorium prof.
Sobczaka dotyczacych m.in. biogenezy i funkcji czasteczek RNA zawierajacych nadmierng liczbe
powtorzen trjnukleotydowych.

W swojej pracy doktorantka wyodrgbnita dwa glowne cele, ktore zostaty jasno i1 szczegdlowo
przedstawione: 1. Potwierdzenie tworzenia si¢ hybryd RNA-DNA zwanych petlami R przez
wydhuzone powtdérzenia CGG w rejonie 5’UTR FMRI in vitro 1 in vivo, okre$lenie ich wptywu na
transkrypcje FMRI oraz wykazanie mozliwos$ci przywrdcenia transkrypcji tego genu przez zmiang
stabilnos$ci petli R na skutek oddziatywania modyfikowanych antysensownych oligonukleotydow
(ASO-CCQG) z powtdrzeniami CGG; 2. Zbadanie wptywu elementow cis znajdujacych si¢ w rejonie
5’UTR FMRI, m.in. kontekstu kodonu start, stabilnej struktury RNA w tym rejonie oraz dlugosci
powtorzen CGG, na wydajno$¢ translacji wariantu biatka FMRpolyG inicjowanego z
niekanonicznych kodonéw ACG lub GUG. Oba cele zostalty w pelni zrealizowane i dostarczyty
interesujagcych odpowiedzi na postawione pytania. W recenzji nie bed¢ opisywac uzyskanych
wynikow, poniewaz sa duzo lepiej przedstawione w dysertacji. Warto tylko zaznaczy¢, ze kazdy
rozdziat wynikéw poprzedza krotkie wprowadzenie, ktére stuzy przypomnieniu i wyjasnia
zatozenia przeprowadzonych i opisanych w tym rozdziale do§wiadczen.

Praca zawiera wszystkie niezbedne elementy, ktore sa wujete w sposdb zrozumiatly,
usystematyzowany i przemyslany. Zaréwno obszerny i szczegblowy Wstep jak i bardzo gruntowne
Materiaty i Metody zostatly opracowane we wlasciwy sposob i dostarczaja informacji w pelni
wystarczajacych do swobodnego $ledzenia czegsci eksperymentalnej pracy. Szczegdlnie ciekawe z
mojego punktu widzenia jest omdwienie molekularnych podstaw FXTAS i FXS, czyli m.in.
translacji RAN 1 wyciszania ekspresji przez powstawanie petli R. Takze Wyniki i Dyskusja sa
przedstawione rzetelnie a jednocze$nie zajmujgco. Doswiadczenia opisane w pracy s3 odpowiednio
zaprojektowane 1 zawieraja w wigkszosci przypadkow wiasciwe kontrole, zastosowane procedury
eksperymentalne s3 dobrze opisane i przeprowadzone, a dyskusja wyczerpujaca i fachowa.
Wykonane przez autorke eksperymenty wymagaty zastosowania technik zaréwno in vitro jak i in



vivo, obejmujacych rowniez bardziej zaawansowane podejscia, ktore zostaly zoptymalizowane
podczas realizacji projektu, takie jak detekcja petli R in vitro, frakcjonowanie subkomorkowe, czy
badanie translacji w systemie reporterowym podwojnej lucyferazy (NanoLuciferase reporter assay).

Dysertacja jest napisana po angielsku, poprawnie i zrozumiale, ale w do$¢ nieréwnym stylu,
niektére zdania i1 opisy s3 nieco zagmatwane i pokretne. Obecne sa niestety liczne bledy i
niezrgcznos$ci jezykowe, gtdwnie sktadniowe 1 stylistyczne, ale nie maja duzego wplywu na ogdlny
poziom pracy i przewaznie nie utrudniaja odbioru tresci. Z kolei staranne opracowanie ze strony
edytorskiej i graficznej nie budzi zastrzezen, wszystkie Ryciny sg bardzo dobrze przedstawione i
doktadnie opisane. Cato$¢ rozprawy §wiadczy o duzej wiedzy i doswiadczeniu kandydatki oraz jej
zaangazowaniu w zaplanowanie 1 konsekwentng realizacj¢ poszczegdlnych etapow pracy
doktorskie;j.

Omoéwienie szczegdlowe, uwagi krytyczne i pytania.

Wstep

W opisie mechanizmow molekularnych odpowiedzialnych za zesp6t FXS doktorantka podata dwie
przyczyny, ekspansj¢ powtdrzen do ponad 200, szczegdlnie w polaczeniu z brakiem
przedzielajacych je normalnych sekwencji, oraz hipermetylacj¢ cytozyn w rejonie promotora genu
FMRI oraz 5’UTR FMRI mRNA. Czy wiadomo w jaki sposob te dwa aspekty sa ze sobg
powiazane, czyli w jaki sposob ekspansja powtdrzen wywotuje hipermetylacj¢ DNA, czy gltdéwnie
poprzez tworzenie petli R czy raczej przez inne mechanizmy?

Czy termin ,,pelna mutacja” jest zwigzany tylko z wystgpowaniem ponad 200 powtdrzen? Czy sa
jakie$ inne mutacje wywotujace FXS?

Omawiajac tworzenie si¢ patologicznych agregatow rybonukleoproteinowych, autorka skupia si¢
glownie na ciatkach jadrowych. Czy wiadomo jest co$ wigcej o agregatach cytoplazmatycznych?
Np. jednym z biatek wigzacych rCGGexp jest Pur o, ktore lokalizuje si¢ w cytoplazmie i wydaje
si¢, ze ma wplyw na etiologi¢ FXTAS.

W przypadku mechanizmu translacji RAN FRMI, autorka wspomina, Ze przebiega w sposob
zblizony do kanonicznej, czyli jest zalezna od kapu i czynnikow eIF4E i elF4A, tylko jest mniej
wydajna. Nastgpnie jednak opisuje wplyw struktur drugorzegdowych RNA czy mozliwosé
zachodzenia inicjacji zaleznej od IRES, co odrdznia oba mechanizmy. Nie wspomina natomiast o
istotnych réznicach zwigzanych z tym, Ze inicjacja translacji z kodondéw innych niz AUG, takze w
przypadku translacji RAN, jest zalezna od stresu oraz jest modulowana przez wybrane czynniki
translacyjne. Regulacja ta zachodzi np. przez fosforylacj¢ elF2a, oraz wzgledny poziom czynnikdéw
zwigzanych z wyborem miejsca inicjacji translacji takich jak elF1, elF2 czy elF4, jak rowniez
helikaz elF4D i1 4H. Sg tez prace sugerujace udzial alternatywnych czynnikéw elF2A, elF2D i
DENR zastepujacych kompleks elF2, albo nawet $wiadczace, ze translacja RAN moze rowniez
zachodzi¢ niezaleznie od kapu w sposob zblizony do mechanizmu IRES. Poprosz¢ kandydatke o
komentarz na ten temat.

Czy wiadomo co$ wigcej na temat potencjalnych produktow biatkowych powstalych na skutek
translacji FRM1 zaleznej od IRES?

Czy znane sg dane sugerujace, ze produkty translacji RAN FRM] funkcjonujg jako uORF i obnizaja
translacj¢ FMRP?

Czy dwie rézne hipotezy, pierwsza dotyczaca wptywu petli R na wyciszanie ekspresji FRM1 przez
stymulowanie heterochromatyzacji tego regionu DNA i druga opisujaca udziat petli R w kontrakeji
powtdrzen CGG 1 przywrdceniu wiasciwego poziomu FMRP, dadzg sie jako$ pogodzié, czy sg ze
soba sprzeczne? Powstawanie nadmiernej liczby petli R moze skutkowaé aktywacja odpowiedzi na
uszkodzenia DNA. Czy i w jaki sposob DDR moze przyczyniac si¢ do patogenezy FXTAS?
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Materialy 1 metody

Dos$¢ nietypowe jest umieszczanie czastkowych wynikéw i kontroli w tej czesci pracy (Ryciny 9 i
11), jest to jednak dopuszczalne w kontekscie problemdéw z uzyskaniem odpowiednich produktéw
translacji 1 opisu kolejnych konstruktow. Mimo schematéw na Rycinie 9, w dalszym ciagu opis ten
jest nie do konca jasny.

Wyniki

Rozdziat Wyniki jest nietypowo podzielony na dwie czgsci, ktore sa powigzane z dwoma glownymi
celami i przedstawiaja wyniki §ci$le z nimi zwigzane. Taki podzial jest w pelni uzasadniony
zatozeniami doktoratu i odrebng zawarto$cia kazdej z czesci.

W pierwszej z nich opisane sg do$wiadczenia majace na celu okreslenie wplywu petli R na
transkrypcje FMRI.

Moje gtowne zastrzezenie dotyczace tej czgsci wynikow jest zwigzane z ustaleniem, ktore struktury
obserwowane w kolejnych eksperymentach odpowiadaja pe¢tlom R. Pomimo, ze wyniki te sa
opublikowane, detekcja powstawania petli R in vitro zar6wno przy uzyciu kolistej jak i liniowej
matrycy (Ryciny 13 i 14) nie jest jednoznaczna i budzi watpliwosci. W przypadku matrycy kolistej
petle R powoduja zmiang migracji formy superskreconej plazmidu do okolicy formy zrelaksowanej
(na tle ,,smiru” widoczne sg pogrubione heterogenne prazki, a nie tylko sam ,,smir’’), natomiast
trudno powiedzie¢ jak zmienia si¢ migracja formy liniowej na skutek utworzenia hybrydy z RNA.
Na Rycinie 13 w przypadku kolistej matrycy, przy wyzszych st¢zeniach RNazy A ,,smir” uznany za
hybrydy RNA-DNA jest prawie niedostrzegalny i nie ma znaczacych roéznic mig¢dzy probkami
traktowanymi i nietraktowanymi RNazg H. Wiadomo tez, ze RNaza A moze usuwa¢ RNA takze z
hybryd RNA-DNA i Zeby tego unikng¢ nalezy zwigkszy¢ stezenie soli, co hamuje t¢ aktywnos¢
RNazy A. Warto byloby sprawdzi¢ jak wygladaja dlugie i nieterminowane produkty transkrypcji po
potraktowaniu tylko DNazg. Dla matrycy liniowej (Rycina 14), aby mie¢ pewno$¢, ze
zaobserwowany ,smir” faktycznie odpowiada hybrydom RNA-DNA nalezatlo zastosowaé
dodatkowe kontrole, np. z matryca kodujaca sekwencje RNA, ktéra nie tworzy tej struktury.
Ponadto, dlaczego nie wykonano kontroli tylko w obecnosci RNazy H, bez traktowania probek
RNazg A? Z kolejnych eksperymentéw (Ryciny 17 i m18) wynika, Ze to raczej specyficzny prazek,
ktéry migruje tylko nieco powyzej formy liniowej DNA i znika po traktowaniu RNaza H, jest
pozniej uznawany za odpowiadajacy strukturze petli R (punkt 11 uwag szczegdétowych). Czy mozna
wiec uznaé, ze sam ,,smir” na Rycinie 16 to nie sg petle RNA, ktdére s po prostu niewidoczne, bo
pokrywaja si¢ z intensywnym sygnatem pochodzacym od DNA? Czy autorka moze zaproponowac
inne wyjasnienia dotyczace detekcji petli R w przeprowadzonych przez siebie doswiadczeniach.

Zmodyfikowany protokdét wykrywania petli R zostal opublikowany w 2022 roku (Kumar and
Remus, STAR Protocol, 2022), w ktérym matryca do in vitro transkrypcji jest wycinana z plazmidu
z obu stron, w ten sposob wizualizacja formowania p¢tli R jest ulatwiona. Innym rozwigzaniem
bytoby wprowadzenie do konstruktu z matrycg terminatora transkrypcji ponizej sekwencji RNA, co
zapobiegloby powstawaniu diugich transkryptow. Petle R mozna tez lepiej wizualizowaé w
przypadku transkrypcji in vitro z uzyciem znakowanych nukleotydow, poniewaz sygnat pozostaty
po usuni¢ciu z reakcji jednoniciowego RNA przez RNazg¢ A odpowiada petlom R.

Takze wzrost transkrypcji r(CGG)ioo w obecnosci RNazy H (Rycina 16) nie jest oczywisty, mimo
kwantyfikacji, tym bardziej ze do normalizacji nie powinien by¢ uzyty poziom DNA, poniewaz
ilo§¢ matrycy ma wpltyw na wydajno$¢ transkrypcji. Duzo bardziej przekonujacy jest wynik
podobnego doswiadczenia, ale w obecnosci ASO-CCG.

Pomimo tych zastrzezen, interpretacja wynikow 1 podsumowanie tej czgsci wynikow s3
najprawdopodobniej wlasciwe 1 faktycznie petle R maja negatywny wptyw na transkrypcje¢ in vitro
RNA zawierajagcego wydluzone powtorzenia, a ten efekt jest redukowany przez dziatanie ASO-
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CCG. Bardzo podoba mi si¢ przedstawiony model nietypowych petli R powstajacych podczas
transkrypcji wydluzonego regionu powtérzen FMRI, z zaproponowanymi oddzialywaniami
pomiedzy strukturami w czasteczkach RNA 1 DNA. Czy taka sie¢ odzialywan w rejonie powtorzen
CGG byla wczesniej postulowana czy sg to hipotezy wynikajace z badan w grupie prof. Sobczaka?

Druga uwaga dotyczy czynnikéw (RNaz H1 i H2, helikazy DHX9), ktore zostaty wyciszone w celu
zaburzenia poziomu pe¢tli R (Ryciny 20 i 21). Czy z danych literaturowych lub dos$wiadczen
przeprowadzonych w laboratorium prof. Sobczaka mozna wnioskowaé, ze ktore§ z tych biatek
usuwa/rozwija in vivo petle R w 5’UTR FMRI lub dla innych wydluzonych powtorzen? Z
przytoczonych w pracy pozycji literaturowych to bezposrednio nie wynika. Wyciszenie ekspres;ji
tych bialek ma plejotropowy wplyw na wiele procesow, w tym zaburza ogélny przebieg
transkrypcji 1 dojrzewania RNA poprzez ogdlng akumulacj¢ petli R. Nie mozna wigc jednoznacznie
stwierdzi¢, ze zmiana transkrypcji FMRI po wyciszeniu RNazy H1 jest bezposrednim skutkiem
zwigkszonego poziomu petli R dla tego genu. Nie twierdze, ze tak nie jest, ale taki wniosek nie jest
w pelni uprawniony. Natomiast wyniki pokazujace wzrost mRNA FMRI w obecno$ci ASO-CCG
(Rycina 22) sa jak najbardziej przekonujace 1 mozna wnioskowaé, ze ASO-CCG
najprawdopodobniej zaburzaja petle R FMRI, poniewaz wigzg si¢ bezposrednio do powtodrzen
CGQG, i w ten sposdb wptywaja na transkrypcje FMRI.

Dlaczego do zbadania wptywu ASO-CCG na ekspresje FMRI uzyto pierwotnie tylko linii FX08-01
(Rycina 24), a nie takze FX13-01, w ktorej obecna jest niewielka ilos¢ mRNA FMRI? Tym
bardziej, ze w kolejnym eksperymencie widoczny jest wzrost poziomu FMRI w linii FX13-01 po
traktowaniu ASO-CCG (Rycina 23), zarowno w jadrze jak i w cytoplazmie (Rycina 25). Bardzo
cickawa jest obserwacja, ze w przypadku FXS eksport mRNA FMRI do cytoplazmy jest
zahamowany (Rycina 23). Jaka moze by¢ tego przyczyna? Kolejnym interesujagcym wynikiem jest
to, ze ASO-CCG moze mie¢ wpltyw nie tylko na transkrypcj¢ FMRI, ale takze na inne aspekty
metabolizmu tego RNA, np. transport.

Druga czgs$¢ wynikow dotyczy znaczenia elementow cis w rejonie 5° UTR FMRI dla kanonicznej i
niekanonicznej translacji zachodzacej w tym rejonie.

Czy jest jakie$ inne, oprocz zmiany ramki odczytu (frameshift), wyjasnienie obserwacji spadku
poziomu biatka FRMpolyG w przypadku mutacji niekanonicznego kodonu inicjacji translacji
dajacego wariant FRMpolyR (Rycina 29)? Ten mechanizm jest odpowiedzialny za powstanie biatka
chimerycznego, ale w jaki sposoéb mialby wpltywaé na ekspresje samego FRMpolyG? Z
opublikowanych danych (Wright et al., NAR, 2022) wynika, ze w przypadku braku translacji
FRMpolyR obnizeniu ulega poziom calej puli produktow translacji FRMpolyG (autorzy tej
publikacji tego nie komentujg), a nie bardzo widzg jak zmiana ramki odczytu moze przyczyniac si¢
do translacji samego FRMpolyG. Ponadto, nie do konca sensowne wydaje mi si¢ sprawdzenie
translacji FRMpolyR w przypadku wigkszej liczby powtorzen, skoro wczesniejsze badania
wykazaly, Ze wariant ten nie jest wykrywalny w takiej sytuacji.

Jakie sg wnioski z istnienia wielu potencjalnych uORF w 5°UTR FMR1? Czy oprécz przewidzenia
takich ramek metodami in silico (Rycina 30), ich translacja zostata jako$ potwierdzona w innych
badaniach, takze prowadzonych w grupie prof. Sobczaka? Ten rozdziat wydaje mi si¢ zbedny i nie
wnosi niczego nowego do pracy.

Czym mogg by¢ spowodowane réznice pomi¢dzy wynikami przedstawionymi w pracy i wczesniej
opublikowanymi dotyczace efektow wigkszej liczby powtorzen CGG na poziom transkrypcji i
translacji FMRI (Rycina 31)? Autorka w wielu miejscach tlumaczy zaobserwowane efekty
obnizong wydajnosciag translacji catego FMRI na skutek obecnosci wydluzonych powtérzen. A
jednoczesnie kilka razy dyskutuje, ze istnieja prawdopodobnie mechanizmy (np. rozwijanie
struktury przez helikazy lub reinicjacja translacji na kodonie AUG FMRI) pozwalajace na wydajna
translacj¢ przez rejon powtdrzen, nawet do tego stopnia, ze poziom FMPR u pacjentow z FXTAS
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nie jest szczegdlnie obnizony. By¢ moze te mechanizmy dziataja efektywniej w kontekscie
endogennego /Joci FMRI niz dla konstruktow reporterowych, dlatego w doswiadczeniach
prezentowanych w pracy obserwowany byl znaczacy spadek syntezy obu form, FMPR i
FRMpolyG?

Z kolei wyniki dotyczace wptywu kontekstu sekwencji Kozak oraz sekwencji niekanonicznego
kodonu start na translacje FRMpolyG uzyskane przy uzyciu Western-blot sa zgodne z
oczekiwaniami i wydaja si¢ wiarygodne (Ryciny 32, 33 i 34), aczkolwiek nieco zastanawiajacy jest
brak spojnosci z wynikami w systemie NanoLuc dla efektéw mutacji kodonu start (wzrost poziomu
FRMpolyG wykryty przez Western-blot dla ACG—CUG i ACG—GUG i spadek poziomu w
NanoLuc). Natomiast model wyjasniajacy inhibicj¢ translacji FRMP w przypadku mutacji
ACG—AUG kodonu inicjacji FRMpolyG jest w pelni racjonalny (Rycina 35). Jednak nie do konca
zgadzam si¢ z wnioskiem, ze korelacja translacji FRMpolyR z efektywnoscig translacji FRMpolyG
(Rycina 36) jest zgodna z efektem zaobserwowanym wcze$niej, gdzie translacja FRMpolyR ma
wplyw na ekspresje FRMpolyG. To, ze translacja biatka A ma wptyw na translacj¢ biatka B w innej
ramce odczytu nie oznacza, ze spodziewany jest efekt w druga strong. Tym bardziej, ze ten drugi
przypadek jest interpretowany przez autorke jako skutek zmiany ramki odczytu, co zachodzi w
rejonie powtorzen CGG. Na dodatek w nastgpnym eksperymencie (Rycina 38), przy wprowadzeniu
stabilnej struktury drugorzedowej w rejonie inicjacji translacji ACG dla FRMpolyG, spadkowi
syntezy FRMpolyG towarzyszy wzrost translacji FRMpolyR, aczkolwiek przyznaje¢, ze sytuacja w
5’UTR jest inna i mocno skomplikowana.

Spekulacje na temat braku translacji z dodatkowego niekanonicznego kodonu start w przypadku
sekwencji TACG2 na skutek odleglosci od obecnych w rejonie 5S’UTR struktur drugorzedowych
(Rycina 36) mozna by uzna¢ za nieco ryzykowne. Reguly wyboru miejsca inicjacji translacji w
przypadku kodonow niekanonicznych sg na tyle skomplikowane, Ze trudno jest czasem poprawnie
przewidzie¢ jakie elementy maja na to wptyw. Jednak wydaje si¢, ze kandydatka posiada dobra
intuicj¢, poniewaz w tym przypadku przewidywania te okazaly si¢ prawdopodobnie stuszne, i
kolejna seria eksperymentéw polegajaca na wprowadzeniu stabilnej struktury drugorzg¢dowej w
réznej odleglo$ci od miejsca inicjacji translacji ACG dla FRMpolyG (Rycina 38) potwierdzita
zalezno$¢, ze kodony start potozone zbyt blisko stabilnej struktury nie sa wydajnie rozpoznawane
przez rybosom. Interesujaca obserwacja jest silne zahamowanie translacji FRMP niezaleznie od
pozycji wprowadzonej struktury. Nie jest to chyba efektem obnizonej translacji tak zmutowanego
mRNA FRMI, poniewaz w przypadku mutantéw Hairpinl4 i Hairpin20 dochodzi do wydajnej
syntezy FRMpolyG. Raczej, jak to rowniez proponuje autorka, jest to spowodowane obecnoscia
dwoch struktur o zblizonej stabilnosci. Wczesniej wykazata bowiem, ze w badanym systemie
dhugos¢ powtorzen CGG, czyli zwigkszona stabilno$¢ struktury, ma wplyw na obnizenie translacji
FRMP. Nie bardzo jednak rozumiem, dlaczego odleglos¢ 16 nt (Hairpin20) pomi¢dzy kodonem
inicjacji ACG a strukturg drugorzedows jest bardziej optymalna dla pozycjonowania rybosomu niz
14 nt (Hairpin 14)? Wedhlug publikacji Kozak (PNAS, 1990) i po6zniejszych badan struktury
rybosomu jest to wtasnie 14 nt.

Model przedstawiajacy inicjacje translacji zachodzaca w ustrukturyzowanym 5’UTR FMRI i
wyjasniajacy zaobserwowane efekty (Rycina 39) jest dobrym podsumowaniem sformutowanych
wnioskow, chociaz widz¢ w nim pewng niespdjnos¢. Wedlug modelu najbardziej ustrukturyzowany
5’UTR prowadzitby do ogoélnego zahamowania translacji, zarowno FRMpolyG jak i FRMP.
Autorka pisze, ze najbardziej ustrukturyzowany 5’UTR jest w przypadku Hairpinl4, a poprzednie
wyniki dla tej struktury wykazaly co prawda kompletny brak syntezy FRMP, ale dos¢ silng
translacj¢ FRMpolyG, natomiast brak produkcji obu biatek wystapil dla Hairpin6, a obnizony dla
Hairpin2. Model ten jest jednocze$nie do$¢ zabawny, bo przypomina rollercoaster z rybosomami
jako wagonikami. Widoczne s3 w nim pewne uproszczenia, np. znacznieé pomniejszony rozmiar



rybosomu w stosunku do struktur RNA, ktore sg przedstawione w nieokreslony sposob, ani jako
drugorzedowe struktury ani rozwini¢te jednoniciowe RNA.

Dlaczego w dos$wiadczeniu testujacym wpltyw na translacje FRMpolyG dodatkowego tacznika
(CAlinker) pomig¢dzy kodonem inicjacji ACG a strukturg tworzong przez powtdrzenia CGG
(Rycina 40) nie sprawdzono réwniez poziomu FMRP, ktory byt pokazywany dla innych
doswiadczen? Wiem, ze nie taki byt cel tego eksperymentu, ale odpowiedz mogtaby by¢
interesujgca. W przypadku struktury ztozonej z 85 powtorzen efekt spadku syntezy FRMpolyG jest
znacznie mniejszy, co autorka, zapewne slusznie tlumaczy jako skutek wzmozonego
,kolejkowania” rybosomow przed przeszkoda jaka jest stabilna struktura drugorzedowa. Jednak
odlegtos¢ do niekanonicznego kodonu start wynosi 35 nt, co nie jest optymalnym dystansem dla
pozycjonowania rybosomu w tym mechanizmie. Czy tym mozna uzasadni¢ dwukrotny spadek
translacji FRMpolyG w poréwnaniu z WT, czy jakim$ innym czynnikiem? Autorka nie wyjasnia
bezposrednio dlaczego oczekiwany jest spadek produkcji FRMpolyG, mozna si¢ tego domysla¢ z
poprzednich wzmianek.

Ostatnie doswiadczenie przedstawione w pracy polegalo na testowaniu translacji w obecnosci
dwoch ASO, ktore oddziatluja z réznymi fragmentami 5’UTR FMRI (Rycina 41). Wyniki s3 raczej
niespojne i trudne do wyjasnienia. Co prawda w przypadku ASO1 mozna zaobserwowaé wzrost
translacji FRMpolyG, ale znaczacy tylko w przypadku krotkich powtérzen CGG, natomiast
dzialanie ASO3 jest trudne do interpretacji, by¢ moze jest wynikiem kombinacji nieoptymalnej
odlegtosci kodonu stop od struktury RNA, jak to zreszta sugeruje autorka, i spadkiem liczby
powtorzen CGG w tej strukturze, ktora staje si¢ mniej stabilna i w mniejszym stopniu moze
zatrzyma¢ rybosomy. Jednak zaproponowane w pracy rozwigzania tych rozbieznosci nie s3 do
konca przekonujace, ja tez nie potrafie¢ zaoferowaé sensownego wyjasnienia. Kolejna watpliwosc,
dlaczego w tym dos$wiadczeniu sprawdzono poziom endogennego FMRP? Czy zastosowane
konstrukty byly inne i FMRP nie bylo wyrazane w fuzji ze znacznikiem FLAG?

Podsumowujac, zaprezentowane w tej czesci wynikow doswiadczenia sg bardzo wymagajace i
pracochlonne. Ponadto, maja kompleksowa nature i wiele nieprzewidzianych czynnikéw moze
wplywac na otrzymane rezultaty, ktore nie zawsze dostarczaja jednoznacznych odpowiedzi, dlatego
ich interpretacja moze przysparzac niejakich trudnosci. Uwazam, ze mimo pewnych niedociagnigc,
mgr Niewiadomska dobrze poradzita sobie z tym nietatwym zadaniem.

Dyskusja.

Autorka sprawnie podsumowuje uzyskane wyniki i omawia wnioski w szerszym kontekscie
wczesniej opublikowanych badan. Przedstawia tez kompleksowo$¢ i zréznicowanie mozliwych
molekularnych podstaw zmian ekspresji FRMI w przypadku wystepowania wydluzonych
powtorzen, a jednocze$nie proponuje dalsze eksperymenty, ktdre pozwola na wyjasnienie
rozbiezno$ci czy potwierdzenie niepewnych wynikoéw. Niektore uwagi i koncepcje sa naprawde
wnikliwe 1 §wiadczace o duzym zaangazowaniu w tematyke badan. Ciekawa jest na przyktad
hipoteza, ze w rejonie S’UTR FMRI powstaja dwa rodzaje petli R, ktore moga w przeciwstawny
sposob regulowac transkrypcje tego genu. Innym zajmujagcym aspektem jest przedstawienie
potencjalnego udzialu petli R w przejsciu loci FRMI ze stanu aktywnego do wyciszonego.
Zainteresowal mnie tez obszerny opis testOow z zastosowaniem inhibitorow lub systeméw
modyfikacji genomu (np. CRISPER-Cas) majacych na celu przywrécenie ekspresji FRMP
wyciszonej przez obecno$¢ wydluzonych powtorzen CGG. Wydaje sig, ze w obecnym stadium
zastosowanie w tym celu ASO kierowanych na powtorzenia CGG w FXS nie jest obiecujacym
podejsciem, ze wzgledu na brak syntezy FRMP mimo podwyzszenia poziomu FRM1, co moze by¢,
jak sama autorka zauwaza, spowodowane zahamowaniem eksportu zmutowanego mRNA do
cytoplazmy i/lub niskg wydajnos$cig translacji tej czasteczki.



Autorka stusznie zauwaza, ze analiza wptywu r6znych elementow cis w 5’UTR FRM1 na translacj¢
powinna by¢ w rowniez przeprowadzona dla konstruktow wyrazanych pod natywnym promotorem.
Ciekawe, czy 1 na ile wyniki uzyskane w takim uktadzie bylyby odmienne? Roéwnie trafne sa
rozwazania dotyczace przyczyn sprzecznych wynikéw uzyskanych innymi metodami i w réznych
systemach. Natomiast dyskusja wplywu kontekstu Kozak i sekwencji kodonu start na
niekanoniczng translacje wydaje si¢ zbyt rozwlekla i szczegoétowa, tym bardziej ze wyniki te sa
dos¢ jednoznaczne. Waznym czynnikiem modulujacym efektywno$¢ translacji FMRI jest obecnosé
struktur RNA 1 ich odlegto$¢ od niekanonicznych kodonéw inicjacji. Ten aspekt jest wnikliwie
omoOwiony w spojny 1 w miarg przystepny sposob. Niestety interpretacja wynikoéw dziatania ASO1 1
ASO3 rozpoznajacych sekwencje okalajace powtorzenia CGG jest mocno utrudniona naktadajacym
si¢ wptywem roéznych czynnikdow, wydaje si¢, ze rybosomy moga sobie robi¢ co chcg niezaleznie
od tego jakie mamy wobec nich plany, czasem o ich zachowaniu bardziej decyduje dystans, innym
razem stabilno$¢ struktur RNA czy podatnos¢ do tworzenia kolejek.

Dyskusja jest zajmujaca i porusza zagadnienia istotne dla przeprowadzonych badan, ale jest tez zbyt
obszerna, a miejscami zagmatwana. Takze zbyt skomplikowane i czasem wadliwie zbudowane
zdania nie utatwiajg odbioru tresci. Uwazam, ze mozna byto unikng¢ zbednych powtorzen, uprosci¢
niektore kwestie, a przede wszystkim przedstawi¢ catos¢ w bardziej przejrzystej i skondensowanej
formie. Natomiast godne pochwaly jest to, ze kazda z czes$ci dyskusji jest zakonczona krotkim
podsumowaniem, ktdre jest uzyteczne, trafne i zwigzle.

Nalezy zaznaczy¢, ze tematyka pracy mgr Niewiadomskiej jest bardzo rozlegla a badane przez nig
procesy translacji RNA wyjatkowo skomplikowane. Dlatego powyzsze uwagi krytyczne nie maja
znaczacego wplywu na wysoka ocen¢ calosci pracy, zaro6wno czeSci teoretycznej jak i
eksperymentalnej. Podsumowujac, rozprawa przedstawiona przez mgr Dari¢ Niewiadomska jest na
wysokim poziomie i $wiadczy o dojrzatosci, wiedzy 1 duzej sprawnosci eksperymentalnej autorki.

Rozprawa spelnia ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim, wnioskuj¢ zatem
do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne UAM o dopuszczenie pani mgr Darii Niewiadomskiej
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Uwagi szczegblowe:

1. Strona 23. ,,with the degree of cytosine methylation within the FMRI 5’UTR” Metylacje znajduja
sie¢ w cze$ci genu kodujacym 5 UTR mRNA FRMI, a nie w samym 5’UTR, ktory jest rejonem
mRNA.

2. Strona 25. Nalezatlo wspomnie¢, ze w przeciwienstwie do DGCRS, nadekspresja DROSHA,
podobnie jak Sam68, nie odwracata fenotypu toksycznosci powtdrzen CGG.

3. Niektore czesci wstepu sg zbyt szczegodtowe, wydaje mi si¢ zbedne przytaczanie konkretnych
eksperymentow (np. wyniki eksperymentu FISH czy RT-PCR na stronie 25) lub drobiazgowy opis
niektorych przypadkow (mysie modele FXTAS).

4. Strona 27. Stwierdzenie “RAN translation of CGG repeats can occur in all possible ORFs of a
transcript” jest nie do kofica wlasciwe. Jak wiadomo skrot ORF oznacza Open Reading Frame, a
translacja odbywa si¢ w okreslonej ramce odczytu (,,reading frame”) a nie otwartej ramce odczytu.

5. Strona 27. Odwotywanie si¢ w wielu miejscach tekstu do znacznie dalej umieszczonej Ryciny
26a jest klopotliwe. Osobna rycina przedstawiajaca schemat locus FMRI1 z zaznaczeniem
transkryptow sensownego 1 antysensownego oraz potencjalnych produktow biatkowych
powstajacych z obu czasteczek mRNA powinna si¢ znalez¢ na stronie 27.

Poza tym, informacje dotyczace liczby powstajacych toksycznych wariantow sg mylace. Najpierw
we wstepie autorka pisze, ze translacja RAN generuje sze$¢ produktow, a nastepnie w wynikach w
opisie Ryciny 26a, stwierdza, ze z mRNA FMRI powstaja 4 biatka, w tym jedno kanoniczne FMRP
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i trzy dodatkowe warianty RAN, chociaz na samej rycinie jest ich pig¢, poniewaz powstaja dwa
biatka FMRpolyG (nawet jesli ekspresja jednej proteoformy jest przewazajaca) z dwdch réznych
miejsc inicjacji translacji, w tej samej ramce odczytu, ale rdéznigce si¢ wielkoscig. Na Rycinie 2
wymienione s3 trzy produkty RAN, FMRpolyG, FMRpolyA i FMRpolyR, mimo, Zze dwa z
powstajacych z antysensownego transkryptu, ASFMRpolyP i ASFMRpolyA zostaly wykryte w
agregatach komodrkowych. Nawet jesli nie wszystkie warianty zostaty do tej pory wykryte, to nie
znaczy, ze nie s3 produkowane w konkretnych warunkach.

6. Strona 37. Zostaly opisane regulatorowe funkcje pe¢tli R, ale brakuje krotkiego rozdziatu o
szkodliwym wptywie tych struktur na stabilno$¢ genomowa nie zwigzang z powtdrzeniami, np. na
skutek konfliktu miedzy transkrypcja i replikacja czy powstawaniem uszkodzen DNA
indukowanych przez petle R podczas transkrypcji.

7. Strona 38. Podpis Ryciny jest zbyt obszerny i zawiera informacje niepasujace do opisu Ryciny.
Takze wiele innych podpisow Rycin (np. 12, 13 i nastgpne) sa nadmiernie opisowe i zawieraja
niepotrzebne informacje techniczne (warunki reakcji).

8. Strony 39 i 41. Pojawiaja si¢ sprzeczne stwierdzenia ,,DNA methyltransferases poorly bind to
RNA:DNA hybrids” i ,,R-loops may recruit specific chromatin modifiers”. Czy mozna to jako$
wyjasni¢?

9. Strona 74, Rycina 13. Dlaczego w przypadku zastosowania wysokich stezen RNazy A (25 1 50
ng/ul widoczne sa znaczne ilosci wolnego RNA po potraktowaniu RNazg H ale nie bez
traktowania?

10. Strona 76/77, Rycina 15. Na Rycinie wybrane st¢zenie RNazy H to 10 U (zapewne na catg
reakcje w objetosci 10 pl), w tekscie jest to 1 U/ul, nalezato uzy¢ tych samych jednostek.

11. Strona 79, Rycina 17. Ktore doktadnie prazki czy obszary odpowiadaja strukturom R-
loop/ASO-CCG-Cy3? Czy tylko te zaznaczone czarng strzatka? Wczesniej uznano, ze to ,,smir”
odpowiada petlom R, jesli tak, to powinny hybrydyzowa¢ z ASO-CCG-Cy3 na calej dlugosci? Po
traktowaniu RNazg A i usuni¢ciu wolnego RNA zostaje jakis$ ,,smir” powyzej strzalki, czy to tez R-
loop/ASO-CCG-Cy3? Z kolejnej Ryciny 18 wynika, ze za R-loop/ASO-CCG-Cy3 uznaje si¢
specyficzny prazek a nie caty zakres ,,smiru”. Wynik przedstawiony na Rycinie 18 jest znacznie
bardziej przekonujacy niz na Rycinie 17. Autorka nie powinna jednak twierdzi¢, ze po usunigciu
petli R przez cigcie RNazg H wzrasta transkrypcja rCGGioo, poniewaz w tym eksperymencie
mierzy poziom hybrydy DNA-template/rfCGGioo, a nie bezposrednio poziom powstatego
transkryptu. To powinno by¢ wspomniane w pracy. Poziom rCGGioo jest bezposrednio wyznaczony
w doswiadczeniu na Rycinie 16, 1 jego wzrost jest dobrze widoczny w obecnosci ASO-CCG.

12. Strona 88, Rycina 22. W przypadku komoérek CGG"™/-(1) wyciszenie ekspresji RNazy H1 jest
duzo stabsze, wigc wyniki dla tego eksperymentu nie s miarodajne.

13. Strona 91, Rycina 23. Szkoda, ze transkrypt FMRI nie jest wykrywany przy uzyciu RT-PCR w
linii FX13-01 przed traktowaniem 5-azadC, zapewne z powodu zbyt malej ilo§ci materiatu (takze
poziom kontroli GAPDH jest niski).

14. Strony 94-95, Rycina 25. W opisie tego do§wiadczenia nie jest wspomniane, ze komorki FX13-
01 oprocz ASO-CCG byly takze traktowane 5-azadC, jest to napisane dopiero w podsumowaniu tej
cz¢$ci wynikow. Czy bez 5-azadC poziom FMRI po dzialaniu ASO-CCG nie zmieniat si¢? Czy po
prostu poziom FMR] bez aktywacji 5-azadC jest tak niski, ze trudno analizowa¢ jego zmiany?

15. Strona 97. Autorka nie powinna nazywaé tego rozdziatu ,.Development of NanoLuciferase
reporter assay...”, poniewaz podobne metody, réwniez z zastosowaniem Nluc, byly wczesniej
stosowane. To nie samo podejScie byto opracowane, a raczej zaprojektowane konstrukty
reporterowe, a podejscie uzyte w pracy zmodyfikowane i dostosowane do potrzeb zaplanowanych
doswiadczen.



16. Strony 97-99. Opis konstruktéw uzytych do detekcji produktéw translacji konstruktow
reporterowych jest niejasny. W tekscie pojawiaja si¢ produkty FRMP-Nluc-FLAG (AUG +0),
FMRpolyG (ACG +0) i FMRpolyG-Nluc-FLAG (ACG +1 i GUC +1 (pdzniej zmutowany)). Na
Rycinie 26b widzimy FRMP-Nluc-FLAG 1 FMRpolyG-Nluc-FLAG oraz FMRpolyR-Nluc-FLAG,
o ktérym nie byto mowy, a ktory pojawia si¢ na stronie 101. Na Rycinie 26C 1 w jej opisie jest
epitop 9FM, ale bez wystarczajacego wyjasnienia, jest to wspomniane na nast¢pnej stronie przy
omawianiu wynikoéw, a wczesniej w Materiatach i metodach. Epitop ten nie jest tez uwzgledniony
na kolejnych Rycinach. Konstrukty uzyte w pracy sa wystarczajaco skomplikowane, a ich
niedoktadny opis powoduje dodatkowe zamieszanie.

17. W podpisach do Rycin przedstawiajacych wyniki eksperymentéw z wykorzystaniem systemu
podwojnej lucyferazy brakuje informacji, ze aktywno$¢ Nluc byta normalizowana wzgledem Fluc.
Jest to opisane w Materialach i metodach, ale dla utatwienia powinno by¢ takze wspomniane w
podpisach do Rycin.

17. Strona 120. Zdanie ,, The quantification of signal intensities suggested that localization of the
ACG (+1) codon within the rACGI mutant was very effective since the level of FMRpolyG was
twice as high as in the control.” jest bardzo niejasne.

18. Strona 120, Rycina 36C. Czy przeliczenie sygnatu Western-blot dla FMRpolyG byto wykonane
dla produktu powstajacego z nowego kodonu rACG1(+1) czy naturanego ACG(+1)? Nie jest to
wspomniane w opisie do Ryciny.

19. Strona 128, Rycina 41. Na Rycinie uzyto skrotu SCR co prawdopodobnie oznacza to samo co
wczesniej zastosowany skrot ASO-Ctrl, ale nie wyjasniono tego terminu, ktory jest mniej oczywisty
niz ASO-Ctrl. W Tabeli 15 znajduje si¢ sekwencja ASO-Scr, ale powinno to by¢ wspomniane w
podpisie do Ryciny 41.

20. Strony 129-130, Rycina 42. Autorka pisze, ze dystans pomi¢dzy kodonem ACG a sekwencja
RNA oddziatujaca z ASO1 wynosi 22 nt, jak ta odleglo$¢ zostala policzona?, na Rycinie 42 mi¢dzy
ACG a poczatkiem ASO1 jest 9 nt, 22 nt przypada na srodek ASO1.

21. Strona 138, Rycina 43. Wiaczanie dodatkowych wynikow do Dyskusji nie jest wlasciwe i
powoduje naruszenie jej cigglosci.

22. Strona 144. Jesli hipoteza iii) jest stuszna, czy nie zaobserwowano by powstawania
chimerycznego biatka o innej wielko$ci niz FMRpolyR i FMRpolyG?

23. Btad w spisie literatury, prawdopodobnie powstaly podczas formatowania.

Pozycja 15. Parus, J. L., Kuc, G. & Kierzek, J. Determination of lead and silver in copper blister by
isotope excited X-ray fluorescence. J. Radioanal. Chem.

24. Nie jestem zwolennikiem czgstego uzywania w tek$cie réznych koloréw czcionki lub czcionki
pogrubionej w celu zwrocenia uwagi czytelnika lub podkreslenia wagi omawianych kwestii. Moim
zdaniem to bardziej rozprasza niz skupia. No ale to bardziej kwestia gustu.

Prof. Joanna Kufel



