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Recenzja pracy doktorskiej mgr Katarzyny Tutak pt.
“Identyfikacja nowych modyfikatoré6w niekanonicznej biosyntezy toksycznego biatka

poliglicynowego ze zmutowanego mRNA FMR1”.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Katarzyny Tutak zostala wykonana
pod kierunkiem prof. dr. hab. Krzysztofa Sobczaka oraz dr inz. Anny Baud w Instytucie

Biologii Molekularnej 1 Biotechnologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Mutacja dynamiczna w genie FMR1, w niekodujacym obszarze 5’UTR, prowadzi do
akumulacji réznej ilosci powtdrzen CGG ktorych liczba moze wahac si¢ od kilkudziesigciu do
kilku tysigcy. Jest to przyczyna wystapienia zespotéw genetycznych takich jak: zespot drzenia
1 ataksji zwigzany z lamliwym chromosomem X (FXTAS), przedwczesne wygasanie funkcji
jajnikdw zwigzane z zespotem tamliwego chromosomu X (FXPOI), w obydwu przypadkach
liczba powtorzen CGG wynosi pomiedzy 55 a 200. Zespot famliwego chromosomu X
wystepuje kiedy liczba powtorzen CGG przekroczy 200.

W swojej pracy doktorskiej mgr Katarzyna Tutak zidentyfikowata biatka oddziatlujace
z mRNA FMRI1 zawierajacym cigg powtdrzen CGG charakterystyczny dla wystgpienia
zespolu FXTAS, w ktérym powstaje nie tylko zmutowane mRNA, ale takze dochodzi do
niekanonicznej syntezy bialka z traktami poliglicynowymi. Obydwie zmutowane czasteczki

mogg by¢ toksyczne dla komorki.

Praca jest napisana w jezyku angielskim, ma nietypowa budowe i sktada si¢ ze Wstepu,
a nastepnie publikacji przegladowej pt. ,,Partners in crime: Proteines implicated in RNA repeat

expansion diseases”, ktorej doktorantka jest wspotautorka. Nastgpnie praca zawiera


http://chorobyrzadkie.gov.pl/pl/lista-chorob-rzadkich/zespol-drzeniaataksji-zwiazany-z-lamliwym-chromosomem-x
http://chorobyrzadkie.gov.pl/pl/lista-chorob-rzadkich/zespol-drzeniaataksji-zwiazany-z-lamliwym-chromosomem-x

manuskrypt opublikowany wstepnie na platformie BioRxiv, ktorego Pani Katarzyna Tutak jest
pierwszg autorka. Dalej nastepuja o$wiadczenia wspotautorow pracy 1 ostatnia czg$é
podsumowujaca nieopublikowane jeszcze wyniki. Bibliografia do tej czeSci zawiera 148
cytowan. Jako osobne rozdziaty zostaty wydzielone Cel pracy oraz Podsumowanie i wnioski.

Praca zawiera wymagane streszczenie w jezyku angielskim i polskim.

We Wstepie Autorka wprowadza czytelnika w tematyke pracy opisujac aktualny stan
wiedzy na temat molekularnego podtoza zespotow genetycznych zwigzanych z wystgpieniem
mutacji dynamicznej w genie FMR1. Czg¢$cig Wstepu jest obszerna praca przegladowa, ktorej
doktorantka jest wspotautorka Oswiadczenia wspotautorow artykulu wskazuja, ze autorka
pracy zredagowata rozdziaty RAN translation i RBPs as potential therapeutic strategies. Praca
skupia si¢ na opisie roli wybranych bialek wigzacych RNA, ktore oddziatuja ze zmutowanym
mRNA zawierajagcym ekspansje powtorzen sekwencji nukleotydow w tzw. Repeat Expansion
Disorders (REDs). Praca przegladowa jest imponujaco obszerna, zawiera ogromng tabele z
listg bialek zaangazowanych w patomechanizm chorob z grupy REDs, niezwykle czytelne

ryciny i duzg ilo$¢ cytowan.

Wyniki sktadaja si¢ z 2 czgsci, pierwsza to gotowy manuskrypt z rycinami i bibliografiag
zatytulowany ,,Ribosomal composition affects the noncanonical translation and toxicity of
polyglicine-containing proteins in fragileX-associated conditions”. Druga czg¢s¢ opisuje
nieopublikowane jeszcze wyniki badan Autorki.

Powstawanie toksycznego biatka FMRP zawierajacego trakty poliglicynowe jest
mozliwe dzigki niezaleznemu od kodonu ATG procesowi niekanonicznej translacji, tzw. RAN
translation. Poznanie biatek zaangazowanych w oddzialtywanie z czasteczkami mRNA
zawierajagcymi powtorzenia CGG bylo celem Autorki pracy. Aby go osiagnaé wykorzystata
spaktrometri¢ mas w tym metody ilosciowe. Sposrod zidentyfikowanych biatek do dalszych
analiz wybrano 10 kandydatéow, z czego szczegoOlnie interesujagca okazato si¢ RPS26
wchodzace w sktad matej podjednostki rybosomu. Wyciszenie ekspresji RPS26 w komoérkach
skutkowalo zmniejszeniem ilo$ci biatka poliglicynowego w kilku niezaleznie testowanych
przez Autorke modelach. Co ciekawe biatko opiekuncze dla RPS26, TSR-2 pozytywnie
wplywato na syntez¢ FMRpolyG. Kolejng podjednostkg rybosomu zaangazowang w RAN
tranlacje okazato si¢ by¢ biatko RPS25. W czeséci pracy opisujacej zmiany proteomu w

zalezno$ci od poziomu biatka RPS26 ( Fig.3 A) Autorka zidentyfikowata w sumie 381 biatek



o zmienionej ekspresji komentujac ten wynik jako niewielka zmiang. Moim zdaniem 20%
zmian¢ mozna uzna¢ za znaczaca.

Badania opisane w pracy sa bardzo dobrze zaplanowane i przeprowadzone z nalezyta
starannos$cig 1 troskg o odpowiednie kontrole. Wyniki sg niezwykle ciekawe z biologicznego
punktu widzenia, wiedza na temat specyficznych substratow dla rybosomow o réznym sktadzie
podjednostek jest fragmentaryczna. Przedstawione wyniki wskazujag na to ze sklad matej
podjednostki rybosomu ma znaczenie dla regulacji procesu RAN translacji. Mam tutaj jedno
pytanie do dyskusji przez Doktorantke. Czy uzycie do przeprowadzonych doswiadczen pelnej
sekwencji mRNA FMR1 z powtérzeniami CGG zamiast samego fragmentu 5’UTR mogtoby
mie¢ wplyw na uzyskane wyniki? Czy Autorka rozwazala przeprowadzenia takiego

eksperymentu?

W kolejnej czgsci pracy Autorka opisuje wyniki uzyskane z wykorzystaniem
alternatywnego sposobu przygotowania probek do spektrometrii mas. W wyniku tych
doswiadczen udato si¢ scharakteryzowaé kolejne biatka oddziatujace z sekwencjami CGG
RNA, tym razem istotno$¢ statystyczng dato si¢ osiggna¢ jedynie dla 5 biatek znaczgco
wzbogaconych dla FMR1 RNA. Autorka pracy w dalszych analizach nie eksploruje jednak roli
tych biatek, co wydaje mi si¢ nielogiczne. Skupia natomiast swoja uwage na helikazach
DHX15 1 DDX21 oraz biatku ALYREF. Dlaczego sposrod 155 zidentyfikowanych biatek
zostaly wybrane wiasnie te? Kolejne pytanie dotyczy biatka RPS26, czy byto w tym zestawie
danych cho¢by w niewielkim stopniu wzbogacone (np. na granicy istotnosci statystycznej),
oraz czy ktore§ ze zidentyfikowanych 5 bialek bylo wzbogacone w pierwszej analizie z

proteolitycznym trawieniem za ztozu?

Sekcja Materialy i Metody jest dostatecznie wyczerpujaca, a jednoczesnie
odpowiednio zwig¢zta i nie mam do niej uwag krytycznych. Praca jest bogata metodycznie 1
wida¢ ze do jej wykonania autorka musiala opanowac zaawansowane metody hodowli i
transfekcji komorek, wyprowadzania stabilnych linii komérkowych a takze zaawansowane
metody biologii molekularnej i proteomiki. Na szczegolng uwage zastuguje zaawansowana

metoda przygotowania probek do analizy proteomiczne;.

Krotka Dyskusja drugiej czesci wynikow jest sprawnie napisana 1 $§wiadczy o
dojrzatosci naukowej Autorki. Podsumowujac, analiza 1 dyskusja uzyskanych wynikow

dowodza, ze Doktorantka potrafi nie tylko wtasciwie zaplanowaé eksperymenty i zastosowac



odpowiednie techniki do ich wykonania, ale takze prawidlowo zinterpretowa¢ dane
eksperymentalne, porowna¢ z wynikami uzyskanymi przez innych oraz zaproponowac

prawdopodobny mechanizm badanych zjawisk.

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny Tutak prezentuje
0golng wiedze teoretyczna osoby ubiegajgcej sie 0 nadanie stopnia doktora w dyscyplinie
nauki biologiczne. Uzyskane przez Autorke pracy wyniki sg oryginalne i opisuja odkrycie
biatek wiazacych zmutowang czasteczke mRNA FMR1, sa to RPS26 i RPS25, sktadniki matej
podjednostki rybosomu oraz zwigzane z ich dojrzewaniem bialko TSR2 a takze helikazy
DHX15 1 DDX21 i biatko ALYREF, zwigzane z transportem mRNA z jadra komoérkowego do
cytoplazmy. W zwiazku z tym w mojej ocenie przedstawiona rozprawa doktorska speknia
kryterium oryginalnego rozwigzania problemu naukowego. Ponadto na podstawie
zaprezentowanych w rozprawie wynikow badan moge stwierdzi¢, ze Doktorantka wykazuje
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny praca doktorska mgr
Katarzyny Tutak spelnia wszystkie warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
1. z poprawkami wprowadzonymi Ustawa z dnia 18 marca 2011 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz.882). Dlatego
tez zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Katarzyny Tutak do dalszych etapow przewodu
doktorskiego i popieram wniosek o nadanie jej stopnia naukowego doktora.

Biorac pod uwage olbrzymi naktad pracy i oryginalno$¢ uzyskanych wynikow, ktore z
pewnoscig zostang opublikowane w czasopismie o szerokim zasiegu wnioskuje o przyznanie

wyrdznienia pracy doktorskiej Pani Katarzyny Tutak.
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