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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Katarzyny Tutak
zatytulowanej
»ldentification of novel modifiers of noncanonical biosynthesis of toxic polyglycine

protein from mutant FMRI/ mRNA"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Zakladzie Ekspresji
Genéw Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM w Poznaniu pod kierunkiem
prof. dr. hab. Krzysztofa Sobczaka oraz promotora pomocniczego dr inz. Anny Baud. Ogdlna
tematyka badan dotyczy lepszego zrozumienia molekularnych podstaw patogenezy chorob
wywolywanych ekspansjg krotkich powtorzen tandemowych CGG w genie FMRI. W swojej
pracy mgr Katarzyna Tutak skupila si¢ na procesie tzw. RAN (repeat-associated non-ATG)
translacji, ktéra prowadzi do powstawania toksycznych bialek, zawierajgcych ciagi
monoaminokwasowe kodowane przez sekwencj¢ powtdrzona. Takie biatka majg tendencje do
agregacji, co w konsekwencji prowadzi do degeneracji komorek. Diugosé ciggu CGG w
regionie 5UTR genu FMR/ wplywa na wystgpowanie rdznego typu stanow chorobowych. W
swoich badaniach Autorka wykorzystala model z premutacja w genie FMRI (99 powtorzeh
CGG), zwigzany z wystepowaniem zespolu drzenia i ataksji zwigzanego z tamliwym
chromosomem X (FXTAS) oraz zespolu przedwczesnego wygasania funkcji jajnikéw
(FXPOI). RAN translacja, jest obok toksycznosci RNA i uszkodzen DNA wywolywanych
obecnoscig struktur typu petli R, jednym z trzech postulowanych mechanizméw patogenezy
tych choréb.

Celem badan Pani mgr Katarzyny Tutak bylo poszukiwanie nowych modyfikatoréw
procesu nickanonicznej biosyntezy toksycznych biatek poliglicynowych na mRNA FMRI.
Cele szczegblowe obejmowaly (i) identyfikacje biatek oddzialujacych z regionem 5°UTR



genu FMRI, zawierajacym wydtuzony ciag CGG przy uzyciu spektrometrii mas, (ii)
| walidacje wlasciwosci regulatorowych wybranych kandydatéw w modulowaniu procesu RAN
translacji poprzez wyciszenie ich ekspresji oraz (iii) zbadanie mechanizmu regulacji RAN

translacji dla wybranych kandydatow.

Wyznaczone przez Doktorantke cele sa ambitne i nowatorskie i wigkszo$¢ z nich
zostala w pelni zrealizowana. W zwigzku z brakiem wiedzy na temat mechanizmow
odpowiedzialnych za regulacje procesu RAN translacji, podjecie tej tematyki jest
uzasadnione. Badania te sg rowniez wazne w $wietle poszukiwania potencjalnych terapii dla
wcigz nieuleczalnych choréb wywolywanych ekspansja sekwencji powtérzonych. W
przypadku wielu z nich RAN translacja jest istotnym elementem patogenezy.

Rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Tutak nie ma tradycyjnego ukladu. Poczatek
pracy zawiera spis tresci, wykaz skrotow, streszezenia w jezyku polskim i angielskim, wstep
oraz cel badan. Zamiast zwiezlego przedstawienia wynikéw badan w formie autoreferatu
Autorka zamiescita w kolejnej czgséci dwie publikacje naukowe (praca przegladowa z WIREs
RNA oraz preprint z BioRxiv) wraz z o$wiadczeniami wspélautorow o ich udziale w
powstaniu tych prac. W kolejnym rozdziale opisane zostaty nieopublikowane wyniki badan z
podziatem na rezultaty, dyskusje oraz materialy i metody, oraz spis 148 pozycji
literaturowych. Prace wienczy bardzo krétki rozdzial Uwagi koncowe. W mojej opinii,
rozprawa doktorska powinna zawieraé syntetyczny opis wynikéw badan Autorki w
kontekscie postawionych celow, a manuskrypt wieloautorskiej publikacji powinien stanowié¢
zalagcznik do Autoreferatu. Podobnie, odniesienie do pracy przegladowej powinno dotyczy¢

jedynie dwoch rozdziatow przygotowanych przez Autorke.

Wstep jest bardzo ciekawym i wartosciowym wprowadzeniem do tematyki badan.
Doktorantka wyjasnita w nim zwigzek ekspansji sekwencji mikrosatelitarnych z chorobami
czlowieka, ze szczegdlnym uwzglednieniem niestabilnosci powtorzen CGG w genie FMRI.
Opisata trzy gléwne mechanizmy odpowiedzialne za rozwdj i progresj¢ stanow chorobowych
zwigzanych z premutacjg w genie FMRI (FXPAC). Jednym z tych proceséw jest opisana
ponad 20 lat temu RAN translacja, nickanoniczny sposob biosyntezy biatka bez udziatu
kodonu start AUG. Zgodnie z zaproponowang wczesniej hipoteza, struktura spinki tworzona
przez wydtuzone ciggi CGG w transkrypcie FMR1 utrudnia skaning kompleksu inicjujgcego
translacje i wplywa na wyb6r niekanonicznych kodonéw start. W wyniku tego procesu
powstajg glownie biatka poliglicynowe. W dalszej czgSci Wstgpu Autorka przedstawila stan



wiedzy na temat regulacji procesu RAN translacji. Opisata potencjalne mechanizmy
prowadzace do toksycznosci bialek RAN oraz role zmutowanego RNA FMR1 w tworzeniu
inkluzji wewnatrzjadrowych. Rozdzial ten konczy sie opisem znaczenia heterogennosci
rybosoméw w regulacji procesu RAN translacji. Dodatkowym Zrodlem informacji na temat
roli toksycznego RNA oraz RAN translacji w patogenezie chorob zwigzanych z ekspansja
sekwencji mikrosatelitarnych jest obszerna praca przegladowa opublikowana w czasopi$mie
WIREs RNA. Katarzyna Tutak jest jedna z trzech pierwszych réwnorzednych autoréw tej
pracy. Zgodnie z o$wiadczeniami wspétautoréw udzial mgr Katarzyny Tutak polegal m.in. na
przygotowaniu rozdziatéw: RAN transiation oraz Targeting RBPs as potential therapeutic
strategies. Zardbwno Wstep Autorefereatu jak i publikacja przegladowa $wiadczg o
znakomitym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki do prowadzenia badan.

Kolejng czgscig przedstawionej do oceny rozprawy jest manuskrypt publikacji
eksperymentalnej pt. Ribosomal composition affects the noncanonical translation and toxicity
of polyglycine-containing proteins in fragile X-associated conditions, w ktérym mgr
Katarzyna Tutak jest pierwszym autorem i zgodnie z o$wiadczeniami wspoétautorow pracy
wykonata w nim wigkszo$¢ eksperymentow. Celem badan byto poszukiwanie modyfikatorow
procesu RAN translacji poprzez identyfikacje¢ biatek wigzacych si¢ do zmutowanego RNA
genu FMRI za pomoca spektrometrii mas. Eksperyment byl prowadzony w komérkach
HEK293T z ekspresja 5’UTR genu FMR] zawierajacego 99 powtorzen CGG oraz aptamery
MS2, stluzace do znakowania docelowego RNA. Zidentyfikowano ponad 150 biatek
zwigzanych z procesami biogenezy rybosomow, translacjg i regulacja metabolizmu mRNA.
Wsréd nich 32 biatka wykazywaly istotne wzbogacenie w porownaniu do kontroli.
Wyciszenie ekspresji dwoch zidentyfikowanych genoéw kodujacych helikazg DHX15 i biatko
rybosomalne RPS26 wplywalo na RAN translacj¢ poprzez obnizenie poziomu biatka
poliglicynowego (FMRpolyG), a w przypadku RPS26 dodatkowo zmniejszalo ilo$é
agregatow 1 poprawiato zywotnosé komorek. Co ciekawe, analizy w modelach komérkowych
ze stalg ekspresja fragmentu genu FMR/ wykazaty, ze RPS26 wplywa na RAN translacje
niezaleznie od dlugosci ciggu CGG. Nie wplywa rowniez na kanoniczng translacj¢ i poziom
biatka FMRP. Przy wykorzystaniu metody SILAC-MS Autorka wykazata, ze obnizenie
poziomu biatka RPS26 wplywa na niewielkg liczbe bialek komérkowych. Ich cechg wspdlng
jest wzbogacenie w nukleotydy GC w sekwencjach 5’UTR mRNA kodujacych te biatka.
Biatko RPS26 jest sktadnikiem podjednostki 40S rybosomu. Aby lepiej pozna¢ mechanizmy
regulatorowe RAN translacji zaleznej od biatka RPS26, Autorka zbadata wplyw biatka



opiekunczego (chaperonu) TSR2 oraz innego skiadnika podjednostki 40S, biatka RPS25 na
ten proces. Wykazala, ze zar6wno TSR2 jak i RPS25 moduluja produkcje FMRpolyG i jego
toksycznosé. Wyniki te sugerujg, ze sklad podjednostki 40S odgrywa istotng role w
niekanonicznej translacji RAN zwigzanej z ekspansjg powtorzen CGG w genie FMR1.

Kolejna czg$¢ pracy zawiera niecopublikowane rezultaty badan, majacych na celu
charakterystyke innych czynnikéw, wplywajagcych na niekanoniczng synteze bialek
poliglicynowych ze zmutowanego mRNA FMRI1. Wielkoskalowe analizy proteomiczne
czgsto wigzg si¢ z wieloma problemami, takimi jak wybor metody przygotowania probek,
wybor odpowiedniej kontroli eksperymentu, zanieczyszczenia probki, brak detekcji bialek
wystepujacych w niewielkich ilosciach w komérce, itp. Poniewaz na wynik takiej analizy
wplywa wiele czynniko6w zwykle nie daja one jasnej odpowiedzi na postawione pytanie.
Dlatego bardzo pozytywnie oceniam powtdrzenie przez Autorke analiz proteomicznych w
poszukiwaniu istotnych modyfikatorow RAN translacji. Zmodyfikowana metoda
przygotowania probek do analizy MS ujawnita 5 bialek istotnie wzbogaconych w poréwnaniu
do kontrolnego RNA. Nie byly one dalej badane, dlaczego? Do dalszej analizy Autorka
wybrala inne zidentyfikowane biatka, helikaze DDX21 oraz biatlko ALYREF, ktére na
podstawie ich funkcji mogg by¢ zaangazowane w proces RAN translacji. Wyciszenie DDX21
wplywalo na obnizenie poziomu biatka poliglicynowego w modelach komorkowych z
przejsciowy 1 stabilng ekspresja 5’UTR FMRI. Jednocze$nie poziom kanonicznego biatka
FMRP nie zmienial si¢. Wyniki dotyczace ALYREF s3 trudne do interpretacji (zmiany
nieistotne statystyczne) i jak pisze Autorka niezbedne jest powtorzenie eksperymentow.
Ostatni rozdziat jest ciekawym i warto§ciowym poréwnaniem wynikéw dwoch analiz
proteomicznych, réznigcych si¢ sposobem przygotowania probek. Wsérdd 67 biatek
wspolnych dla tych dwoch podejs¢ znalazly si¢ biatka wczeéniej opisywane w kontekscie
RAN translacji oraz biatlko RPS26. Zgadzam si¢ z Autorka, ze zidentyfikowane biatka sg
bardzo cennym zrédlem informacji dla przysztych badan nad patogeneza choréb
wywolywanych premutacjg w genie FMR].

Podsumowujac, badania przedstawione w ramach rozprawy doktorskiej Pani mgr
Katarzyny Tutak dotycza waznego problemu naukowego i przyblizajg nas do poznania
molekularnych podstaw procesu RAN translacji. Wsréd najwazniejszych osiggnigc
Doktorantki mozna wymieni¢ identyfikacje nowych modyfikatoréw procesu RAN translacji,
w tym malego biatka rybosomowego RPS26, ktére jest zaangazowane w biosynteze
niewielkiej grupy bialek bogatych w sekwencje GC w regionach 5’ nieulegajgcych translacji.



Bardzo waznym wynikiem badan jest rowniez lista 67 biatek wiazgcych sie do toksycznego
mRNA FMR1, wyloniona na podstawie dwdch analiz proteomicznych. Przedstawione wyniki
sugerujg, ze skiad podjednostki 40S rybosomu ma wplyw na proces RAN translacji i
powstawanie bialek poliglicynowych. Badania mgr Katarzyny Tutak charakteryzuja sie
wysoka jakoscig i rzetelno$cia naukowa, poprzez zastosowanie nowoczesnych metod
cksperymentalnych, wielu modeli badawczych, w tym modeli komdrkowych ze stalg i
przejsciowg ekspresja RNA FMRI; odpowiednich kontroli eksperymentow i weryfikacji
wynikow badan wielkoskalowych. Co wazne, uzyskane wyniki mogg réwniez stanowié
podstawe do formulowania nowych hipotez badawczych i dalszych badan w tej dziedzinie.
Co warte podkreslenia, mgr Katarzyna Tutak jest pierwsza autorka manuskryptu publikacji
eksperymentalnej oraz pracy przegladowej (jako jedna z 3 pierwszych autorow)
opublikowanej w renomowanym czasopismie WIREs RNA, ktora jest $cisle zwiazana z
tematykg rozprawy doktorskiej. Bez watpienia, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
prezentuje ogélng wiedze teoretyczng kandydatki w dyscyplinie nauki biologiczne oraz
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Stabg strong pracy jest forma

przygotowania rozprawy doktorskiej.

Uwagi:

e Poniewaz niekanoniczna translacja ma Scisty zwigzek ze stresem komérkowym
cickawym watkiem badan byloby uwzglednienie tego czynnika w badaniach
Doktorantki (zwlaszcza w $wietle wiedzy na temat roli RPS26 w odpowiedzi na stres,
str. 31-32). Czy sg takie plany i jaki rodzaj ,stresu komérkowego” odpowiadatby
warunkom patologicznym charakterystycznym dla zespoléw zwigzanych z tamliwym
chromosomem X?

e Ciekawa obserwacja jest rowniez podwyzszony poziom ekspresji RPS26 w jajnikach,
czy wiadomo co$ o poziomie tego biatka u pacjentek z FXPOI?

e Wszystkie wyniki sg bardzo dobrze opracowane i opisane pod katem analiz
statystycznych, za wyjatkiem kilku wykreséw na rysunku 5.3 (str. 42)

e do normalizacji wynikow RT-qPCR w czesci 5 uzyto genu GAPDH, pomimo ze zostat
on zidentyfikowany jako jeden z pigciu istotnie wzbogaconych na mRNA FMRI1, czy
moglo to wplynaé¢ na wynik eksperymentu?

e w niektorych przypadkach brakuje wynikoéw potwierdzajacych wydajnosé wyciszenia,
np. rysunek S1D (str. 47)

e literowka str. 27 - DORSHA



Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska Pani mgr Katarzyny Tutak pt. ,,/dentification of
novel modifiers of noncanonical biosynthesis of toxic polyglycine protein from mutant FMRI
mRNA” stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego z zakresu nauk biologicznych.
Praca spelnia wszystkie warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742 ze zm.), w zwigzku z tym wnioskuj¢ do
Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Tutak do dalszych etapéw postepowania o
nadanie stopnia doktora. Ze wzgledu na wysoki poziom naukowy przedstawionych badan,

wnioskuje o wyroznienie tej pracy doktorskie;.

Marta Olejniczak



