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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Tutak

pt. Identyfikacja nowych modyfikatorow niekanonicznej biosyntezy toksycznego biatka
poliglicynowego ze zmutowanego mRNA FMR1

Ocena merytoryczna

Rozprawa doktorska koncentruje sie na badaniu mechanizmoéw patogenezy warunkéw zwigzanych z
premutacjg kruchego chromosomu X (FXPAC), ktére sg wynikiem patogennych rozszerzern 55-200
powtorzen CGG w 5’UTR genu FMR1. Jednym z kluczowych mechanizmoéw patomechanicznych w FXPAC
jest niekanoniczna synteza biatek, znana jako translacja powtdrzen zwigzanych z nie-ATG (RAN). Ten
proces prowadzi do produkcji toksycznych biatek RNA zawierajgcych powtarzajgce sie pojedyncze
aminokwasy, takich jak biatko zawierajgce poliglicyne, zwane FMRpolyG. FMRpolyG ma tendencje do
agregacji i tworzenia wtretdw jagdrowych w tkankach pacjentdw, co jest uwazane za jeden z czynnikéw
napedzajacych postep choroby. Pomimo odkrycia translacji RAN ponad dekade temu, mechanizmy i
czynniki zaangazowane w regulacje translacji RAN zwigzanej z CGG sg nadal nieznane. Dlatego konieczne
sg dalsze badania dotyczgce niekanonicznej syntezy biatek w kontekscie FXPAC.

W trakcie prowadzonych badan autorka dokonata istotnych odkryé, badajac translacje powtdrzen CGG w
5’UTR genu FMR1 przy uzyciu mechanizmu niekanonicznej translacji RAN, co stanowi nowatorskie
podejscie z potencjatem do wyjasnienia kluczowych aspektéw patogenezy tych schorzen. Identyfikacja
biatek wigzgcych sie z mRNA FMR1 zawierajgcym rozszerzone powtdrzenia CGG dostarcza nowego
wgladu w interakcje molekularne zachodzace w tej patologii. Sposrdéd tych biatek, wyciszenie dziesieciu
wybranych kandydatéw przy uzyciu siRNA pozwolito na scharakteryzowanie czterech nowych
modyfikatoréw translacji RAN: RPS26, DHX15, DDX21 i ALYREF. Dodatkowo, RPS25, mimo ze nie zostat
pierwotnie zidentyfikowany w screeningu, rowniez wykazat zdolno$¢ do modulowania translacji RAN.

Nowo odkryta rola RPS25 i RPS26 w regulacji translacji RAN sugeruje, ze sktad podjednostki 40S
rybosomu ma istotny wptyw na synteze biatek FMRpolyG. To odkrycie otwiera nowe kierunki badan nad
mechanizmami translacji niekanonicznej. Wykazano rowniez, ze biatko chaperonowe TSR2, zwigzane z
RPS26, odgrywa role w regulacji translacji RAN, co moze by¢ zwigzane z jego udziatem w wtgczaniu
RPS26 do podjednostki 40S rybosomu. Globalna analiza proteomu w odpowiedzi na wyciszenie RPS26
ujawnita, ze niedobdr tego biatka wptywa na stosunkowo matg frakcje proteomu, a mRNA tych biatek
charakteryzuje sie GC-bogatymi 5’UTR, podobnymi do tych w FMR1.

Wyniki te majg istotne implikacje dla przysztych badan i potencjalnych terapii. Obecne strategie
terapeutyczne dla FXPAC gtéwnie koncentrujg sie na tagodzeniu objawdw, a brak specyficznych terapii
stwarza potrzebe dalszych badan nad rolg zidentyfikowanych biatek w regulacji translacji RAN.
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Doktorat sktada sie z trzech gtéwnych czesci. Pierwsza czes¢ obejmuje obszerny przeglad literatury, ktéry
dostarcza kontekstu teoretycznego i aktualnych osiggnie¢ w dziedzinie badan nad biatkami wigzgcymi
RNA i chorobami zwigzanymi z ekspansjg powtdrzen. Druga cze$¢ to publikowany manuskrypt, ktéry
prezentuje wyniki badan nad sktadem rybosomow i ich wptywem na translacje niekanoniczng biatek
zawierajacych poliglicyne w warunkach zwigzanych z FXPAC. Trzecia cze$¢ zawiera wyniki
niepublikowane, ktore szczegdétowo opisujg identyfikacje i charakterystyke dodatkowych biatek
wptywajgcych na translacje RAN.

Whioski z przegladu literatury

Praca przeglagdowa jest wysokiej jakosci, porusza istotne zagadnienia i jest dobrze zilustrowana. Na
podstawie przegladu literatury stwierdzono, ze toksyczne RNA zawierajgce rozszerzone powtdrzenia
(RNAexp) dziata jako platforma wspierajgca interakcje z wieloma biatkami wigzgcymi RNA (RBP), co
prowadzi do ich sekwestracji i zaktdcenia funkcji. Autorka szczegétowo omawia molekularne
mechanizmy zwigzane z RNAexp i ich interakcje z RBP, podkreslajgc wptyw RNAexp na transkrypcje,
splicing, transport oraz translacje nieinicjowang przez AUG. W pracy analizowane jest réowniez
funkcjonalne zubozenie biatek sekwestrowanych przez RNAexp oraz ich wptyw na patogeneze zaburzen
ekspansji powtérzen (RED). Ponadto, autorka podkresla koniecznos¢ dalszych badan nad mechanizmami
translacji RAN i rolg poszczegdlnych RBP w rozwoju RED, co moze miec istotne implikacje terapeutyczne.

Jako, 7e doktorantka jest jednym z wiodgcych autoréw tej pracy przegladowej, chciatbym, by w czasie
obrony odniosta sie do moich dwdch pytan dotyczgcych konkluzji autoréw:

1. Czy istniejg specyficzne cechy strukturalne RNAexp, ktére decydujg o wyborze RBP, i jak te interakcje
moga réznic sie w zaleznosci od rodzaju choroby RED?

2. Jakie unikalne mechanizmy umozliwiajg RBP reagowanie na warunki stresowe w obecnosci RNAexp, i
jak te mechanizmy mogg by¢ celowane w terapii RED?

Praca eksperymentalna

Manuskrypt “Ribosomal composition affects noncanonical translation and toxicity of polyglycine-
containing proteins in fragile X-associated conditions” autorstwa doktorantki stanowi znaczgcy wktad w
zrozumienie mechanizméw molekularnych zwigzanych z FXTAS. Praca ta ukazuje kompleksowy i
nowatorski sposdb podejscia do badan nad niekanoniczng translacjg RAN oraz wptywem specyficznych
biatek rybosomalnych na produkcje toksycznych biatek FMRpolyG.

Praca skupia sie na identyfikacji modyfikatoréw translacji RAN, co jest kluczowe dla zrozumienia
patogenezy FXTAS. Doktorantka wykorzystata nowatorskie podejscie polegajgce na znakowaniu RNA i
analizie spektrometrycznej, co pozwolito na zidentyfikowanie ponad 150 biatek wspoétdziatajgcych z
mRNA FMR1 zawierajgcym powtdrzenia CGG. Metodologia zastosowana w pracy jest zaawansowana i
odpowiednia do postawionych celéw badawczych. Doktorantka wykorzystata zaréwno techniki
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biochemiczne, jak i analizy bioinformatyczne, co pozwolito na doktadne zbadanie wptywu RPS26 i TSR2
na translacje RAN i toksyczno$¢ FMRpolyG.

Praca wykazata, ze RPS26 i TSR2 sg kluczowymi modyfikatorami translacji RAN. Wykazano, Zze
pozbawienie komdrek RPS26 prowadzi do zmniejszenia poziomu toksycznego biatka FMRpolyG, co ma
potencjalne implikacje terapeutyczne. Co wiecej, odkryto, ze 5’UTR mRNA wrazliwych na RPS26 jest
bogaty w GC, co sugeruje specyficznos¢ translacji zaleznej od struktury mRNA. Odkrycia dotyczgce
specyficznosci translacji wrazliwej na RPS26 mogg prowadzi¢ do celowanych interwencji, ktore mogtyby
zmniejszy¢ toksycznosé zwigzang z biatkami poliglicynowymi. Praca doktorantki jest dobrze przemyslana,
metodycznie przeprowadzona i wnosi nowg wiedze do dziedziny badan nad FXTAS. Jest to osiggniecie
godne uznania, ktére swiadczy o wysokim poziomie naukowym autorki.

Aby jeszcze bardziej pogtebi¢ dyskusje na temat tej pracy i zrozumieé szczegdty mechanizmow
przedstawionych przez doktorantke, chciatbym zadac¢ kilka pytan do rozwazenia podczas obrony:

1. W badaniach wykazano, ze RPS26 moduluje produkcje i toksycznos¢ FMRpolyG poprzez wptyw na
translacje RAN zmutowanego mRNA FMR1. Jakie specyficzne cechy strukturalne lub sekwencyjne mRNA
sprawiajg, ze sg one wrazliwe na obecnos¢ lub brak RPS267?

2. Stwierdzono, ze zubozenie RPS26 prowadzi do znaczacych zmian w poziomach ekspresji okoto 20%
ludzkich biatek. Jakie konkretne grupy funkcjonalne biatek sg najbardziej dotkniete przez te zmiany? Czy
istniejg specyficzne szlaki metaboliczne lub sygnalizacyjne, ktére sg bardziej wrazliwe na poziomy RPS26,
co mogtoby mie¢ konsekwencje dla zrozumienia mechanizmow patogenezy FXTAS?

3. W dyskusji wspomniano, ze translacja RAN zostata réwniez opisana w kontekscie innych zaburzen
zwigzanych z ekspansjg powtdrzen, takich jak choroba Huntingtona czy stwardnienie zanikowe boczne
zwigzane z C9orf72. Jak wyniki badann nad RPS26 i RPS25 w FXTAS mogg przyczynic¢ sie do lepszego
zrozumienia translacji RAN w tych innych schorzeniach? Czy istniejg wspdlne mechanizmy lub rdznice,
ktore moga by¢ kluczowe dla rozwoju terapii skierowanych na translacje RAN w réznych chorobach
neurodegeneracyjnych?

Dane nieopublikowane

Ostatnia cze$¢ pracy doktorantki dotyczy jej nieopublikowanych wynikéw dotyczgcych charakterystyki
czynnikdw wptywajacych na niekanoniczng synteze poliglicyny ze zmutowanego FMR1 mRNA.
Doktorantka skrupulatnie analizuje wptyw réinych protokotéw przygotowania probek do spektrometrii
masowe] (MS) na wykrywalnos¢ i identyfikacje biatek zwigzanych z mRNA FMR1. Badania obejmuja
poréwnanie metod wytrgcania biatek acetonem oraz oczyszczania za pomocg procedury SP3. W
analizach wykryto istotne réznice w zestawach biatek, co wskazuje na znaczenie techniki przygotowania
préobek dla wynikéw analizy MS. W szczegdlnosci praca skupia sie na roli biatek DDX21, ALYREF oraz
DHX15 w modulacji translacji RAN. Wyciszenie DDX21 i DHX15 obnizyto poziom FMRpolyG w dwdch
modelach komérkowych, co sugeruje ich zaangazowanie w ten proces. Z kolei wyciszenie ALYREF
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wptyneto na poziom FMRpolyG w sposdb zalezny od zawartosci powtorzen CGG. Analizy
bioinformatyczne danych MS RAW wykazaty, ze DDX21 i ALYREF mogg mie¢ kluczowe znaczenie w
kontekscie biologii FMR1. Dodatkowo, doktorantka przeprowadzita analize funkcjonalng biatek
zidentyfikowanych w obu metodach przygotowania prébek MS, co ujawnito, ze niektdre z biatek maja
specyficzne funkcje zwigzane z metabolizmem RNA oraz translacja.

Praca doktorantki jest merytorycznie bogata i oparta na solidnych podstawach metodologicznych.
Autorka wykazata sie znakomitg umiejetnoscig adaptacji zaawansowanych technik analitycznych oraz
dogtebng analizg uzyskanych wynikow. Wyniki jej badan dostarczajg nowych, cennych informacji na
temat regulacji translacji RAN w kontekscie zmutowanego FMR1 RNA.

Czy doktorantka mogtaby bardziej szczegétowo uzasadni¢ wybdr konkretnych protokotéw MS, pomimo
braku statystycznej istotnosci wielu wynikéw? Czy autorka rozwazata zastosowanie alternatywnych
metod przygotowania probek, aby zwiekszy¢é wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw? Jak doktorantka
interpretuje fakt, ze wyciszenie ALYREF miato wptyw na poziom FMRpolyG jedynie w modelu z krétszymi
powtdrzeniami CGG? Czy mozliwe jest, ze wyniki te mogg sugerowac istnienie nieznanych dotad
mechanizmdw, ktére mogg kwestionowad obecne teorie na temat translacji RAN?

Podsumowanie

Wysoko oceniam jako$¢ merytoryczng rozprawy doktorskiej doktorantki mgr Katarzyny Tutak. Spetnia
ona w petni wymogi art. 187 ust. 1 i 2 Ustawy z dn. 20.07.2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1668 ze zm.) w zakresie szerokiej wiedzy ogdlnej doktorantki, umiejetnosci
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz przedmiotu rozprawy, ktérym jest oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego przy zastosowaniu wynikow wtasnych badan. W zwigzku z tym
whioskuje o dopuszczenie mgr Katarzyny Tutak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, z
uwagi na wyjgtkowe osiggniecia i nowatorski charakter jej pracy, wnosze rdwniez o wyrdznienie tej
rozprawy stosowng nagroda.
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