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Dystonia torsyjna typu 1 to rzadka, genetycznie uwarunkowana choroba uktadu
pozapiramidowego, charakteryzujaca si¢ wystepowaniem mimowolnych ruchoéw
powodujacych skrecanie i wyginanie rdznych czesci ciata, przez co chory przybiera czesto
nienaturalng postawe. Choroba spowodowana jest pojedyncza mutacja w genie TORIA. Gen
ten, zlokalizowany na chromosomie 9q34, koduje biatko o aktywnosci ATPazy nalezace do
duzej rodziny biatek AAA+ zwane torsyng 1 A. Mutacja skutkuje delecjg trzech kolejnych
nukleotydéw w eksonie 5 (¢934-936delGAG) prowadzaca do utraty pojedynczego
aminokwasu (kwasu glutaminowego) w pozycji AE302/303. Utrata pojedynczego
aminokwasu w pozycji 302/303 ma charakter patogenny. Uszkodzenie biatka uniemozliwia
prawidtowe funkcjonowanie neuronéw. Torsyna 1A jest biatkiem o MW 32 KD liczacym 332
aminokwasy tworzacym heksameryczny kompleks peptydowy. Prawdopodobnie w sklad
kompleksu poza torsyng 1A wchodza dwa inne biatka LAP1 i LULLI1. Oba te bialtka
zawieraja argininy, ktére sa nieobecne w torsynie 1A. Arginina jest prawdopodobnie
konieczna dla ujawnienia si¢ aktywnosci ATPazowej heksameru. Patogenna mutacja
prowadzi do tworzenia niefunkcjonalnego heksameru, a to z kolei uniemozliwia kotwiczenie
biatka w siateczce endoplazmatycznej 1 gromadzenie si¢ jej w okotojadrowej otoczee w

postaci agregatow. Torsyna 1A jest biatkiem istotnym dla utrzymania prawidtowej struktury



otoczki jadrowej. Patogenny wariant biatka negatywnie wptywa na oddziatywanie z innymi
elementami otoczki, czy bardziej ogdlnie strukturami cytoszkieletu. To zaburzenie jest
prawdopodobnie zwigzane z patogeneza dystonii torsyjnej typu 1. Wyjasnienie tego
skomplikowanego mechanizmu jest niezwykle istotne, gdyz moze si¢ przyczynié¢ do
znalezienia leku, ktory moglby jesli nie zapobiec, to przynajmniej wptynaé na ztagodzenie
objawow choroby. Badanie prowadzone przez doktorantke stanowi probe odpowiedzi na
pytanie, w jaki sposob zmiany w strukturze torsyny 1A, bedace wynikiem patogennej mutacii,
wplywajg na zmiany w funkcji tego biatka a wiec i na rozwoj choroby.

Rozprawa ma uktad typowy dla rozpraw na stopien doktora. Sklada sie ze Wstepu,
Celu pracy, Materiatow i Metod, Wynikow i1 Dyskusji. Calos¢ pracy zamknieta jest
podsumowaniem, w ktdrym zawarte jest szes¢ wnioskow. Spis literatury liczgcy 98 pozycii
poprzedzony jest jeszcze streszczeniem pracy w jezyku polskim 1 angielskim.

Celem tej pracy byta proba ustalenia zaleznosci pomiedzy strukturg prawidlowej i
uszkodzonej torsyny 1A, a jej lokalizacja komorkowa i funkcja. Poniewaz dotychczasowe
analizy nie pozwalaja na definitywne ustalenie takiej zaleznosci, podjecie proby jej
wyjasnienia wydaje si¢ by¢ uzasadnione.

We Wstepie autorka przedstawia uzasadnienie dla podjecia badan. Przedstawiona jest
dotychczasowa wiedza na temat funkcji torsyny 1A 1 jej roli w ksztattowaniu otoczki jadrowe;j
i procesach transportu zaréwno RNP jak i pecherzykow synaptycznych, a takze w uwalnianiu
neuroprzekaznikow, w tym dopaminy. Doktorantka przedstawia tez hipoteze sugerujgca, ze
mechanizm dystonii torsyjnej zwiazany jest z rzekoma funkcja torsyny 1A jako biatka
opiekunczego. Uszkodzenie torsyny 1 A byloby odpowiedzialne albo za proces inicjacji
degradacji nieprawidtowo sfatdowanych biatek, albo za hamowanie lub spowolnienie
agregacji roznych peptyddw, w tym rowniez TOR1A. W tym ostatnim przypadku
nieprawidtowe biatko torsyny 1A mogloby prowadzi¢ albo do bezposredniej agregacji, albo

wrecz tworzy¢ heksamery zawierajace prawidiowe i nieprawidiowe formy torsyny 1A, ktére



dopiero w takiej konfiguracji ulegatyby agregacji. To wlasnie powstanie/utworzenie
agregatow przyczyniatoby sie do inicjacji dystonii torsyjnej typu pierwszego. Wstep napisany
jest klarownym jezykiem.

Doktorantka wykorzystala w tej pracy wiele najnowoczesniejszych metod biologii
molekularnej stuzacych przede wszystkim do badania biatek. Wigekszos¢ ze stosowanych
technik nie jest opisanych w szczegdtach, co raczej zaliczylbym do pozytywdw tej pracy. Sg
to bowiem techniki powszechnie stosowane 1 w kazdym zestawie odczynnikéw sg
odpowiednie przepisy jak dany proces przeprowadzi¢. Warto tez zauwazyc¢, ze niektore
procedury sg obecnie przeprowadzane przez wyspecjalizowane jednostki i autor dostaje w
wiekszosci przypadkdw nie tylko dane surowe, ale takze i odpowiednio zanalizowane dane.
Do takich procedur nalezg sekwencjonowanie nowej generacji czy spektrometria masowa.
Obie te technik,i jak podkreslita autorka, byly wykonane w wyspecjalizowanej jednostce w
IBB PAN.

Prawidlowe biatko TOR1A lokalizuje sie w $wietle siateczki endoplazmatycznej skad
moze przemieszczaé si¢ do otoczki jadrowej. Zmutowane biatko wariant A302/303 tworzy
agregaty w otoczce okotojadrowej. Do najwazniejszych wynikow tej pracy nalezy zaliczy¢
wykazanie, ze w warunkach koekspresji prawidlowego biatka TOR1A i wariantu
zmutowanego AE302/303 bialtko prawidlowe kolokalizuje si¢ w tworzonych agregatach
podobnych do tych tworzonych przez zmutowang wersjg AE302/303. Koekspresja innego
wariantu zwanego E171Q z prawidlowa torsyna 1A kolokalizuje si¢ w otoczce jadrowej
podobnie jak sam wariant E171Q. Te wyniki jednoznacznie sugeruja, ze to warianty
zmutowane decydujg o lokalizacji, a wigc 1 0 mozliwosci spetnienia swojej biologicznej roli.
Jak sie wydaje odpowiada to sytuacji, w ktorej biatko prawidtowe jest inkorporowane przez
struktury tworzone przez zmutowane biatko (heksamery) pozbawiajgc komorki nerwowe
lokalizacji, ktora zajmuje biatko prawidlowe. Warto w tym miejscu zauwazy¢, ze z podobnym

zjawiskiem wlaczania zmutowanych peptydéw do struktur prawidtowych (czy tez odwrotnie)



mamy do czynienia w przypadku tworzenia funkcjonalnych tetramerdw biatka TP53. Peptydy
te oddziatujgc swojg domena oligomeryzacyjng moga inkorporowaé zmutowane biatko
tworzac nieaktywne transkrypcyjne heterotetramery. By¢ moze odpowiada to sytuacji, w
ktorej prawidtowo sformowane struktury C-koficowe czgsci torsyny 1A wchodzac w
interakcje ze jedynie nieznacznie zmienionymi C-koficowymi czg¢$ciami zmutowanego
A302/303 biatka (brak tylko jednego aminokwasu) tworza nieaktywna, biologicznie
zmieniong strukture, ktora jest kierowana do granul magazynujacych nieprawidtowo
ustrukturalizowane bialka.

Usunigcie z biatka TOR1A sekwencji lokalizujacej ASP prowadzi do braku wiasciwej
lokalizacji. Usuniecie domeny MAD, ktora odpowiada za oddziatywanie z siateczka
endoplazmatyczng nie zapobiega prawidlowej lokalizacji, ale przynajmniej dla czesci
prowadzi do lokalizacji w nieprawidlowych kompartymentach siateczki. Te dane
potwierdzajg fakt, ze kluczowym zjawiskiem zwigzanym z chorobg jest prawidtowe
uformowanie heksameru, gdyz to ono giéwnie odpowiada za wiasciwg lokalizacje biatka. To,
czy prawidlowo sformowany heksamer dziata bezposrednio na ciato komdérki neuronalne;j,
czy posrednio za pomocg aktywacji innych procesow waznych dla prawidtowo
funkcjonujgcych neurondéw pozostaje do wyjasnienia. Niestety proba rozwigzania tego
problemu, pomimo jak si¢ wydaje, rozsadnego podejscia nie zakonczyta sie jednoznacznym
sukcesem. Autorce udalo si¢ co prawda zlokalizowac kilka peptydow, ktérych ekspresja moze
by¢ zwigzana ze zmianami w poziomie ekspresji torsyny 1A, ale obserwowane rdznice nie
byly znaczace statystycznie. Warto jednak podkresli¢, ze przynajmniej niektére z tych
peptydow byty przez innych autoréw wigzane z réznymi chorobami neurodegeneracyjnymi.

Warto tez podkresli¢, ze przeprowadzone przez doktorantke badania nie potwierdzajg
roli torsyny 1A w ochronie przed agregacja biatek. Nie wydaje si¢ zatem, aby rolg torsyny 1A
byta eliminacja uszkodzonych lub nieprawidtowo zwinigtych biatek. Nie mozna jednak

wykluczyé, ze torsyna 1 A moze spelnia¢ funkcje biatka opiekunczego w stosunku do scisle



okreslonych substratow. W przeciwienstwie do prawidtowej torsyny zmutowany wariant
A302/303 powoduje zwiekszenie poziomu agregacji zmutowanej huntynktyny, co raczej
sugeruje posrednia, a nie bezposrednig role torsyny 1A w agregacji nieprawidtowo zwinietych
biatek.

Bardzo fadnie poprowadzona jest dyskusja. Doktorantka stara sie bardzo ostroznie i w
wywazony sposob interpretowac swoje wyniki. Zebrane dane zostaty przedyskutowane w
kontekscie danych literaturowych. Ostroznos¢ w wyciaganiu wnioskow podkresla dobra
znajomos¢ tematyki pracy.

Podsumowujac, uwazam ze autorka osiggneta stawiane sobie cele. Przedstawione dane
wzbogacaja wiedze o lokalizacji badanych bialek, a badania kolokalizacyjne wskazuja
jednoznacznie, ze o ostatecznej lokalizacji decyduje fakt obecnosci zmiany w biatku
prawidtowym. Ponadto, co wydaje si¢ rdéwnie wazne, doktorantce udato sie wykazaé, ze
wprowadzenie do chorej komorki biatka prawidlowego nie przywroci tej komoree zdolnosci
do prawidiowego dziatania. Cho¢ mechanizmu dziatania torsyny 1 A nie udato sie do konca
wyjaéni¢ to wykazanie zmian w ekspresji pewnych genow moze by¢ wskazdwka do dalszych
badan. Uznajac dokonania autorki pracy za w pelni oryginalne wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Matki 1 Dziecka w Warszawie o dopuszczenie autorki pracy — mgr Marty Jurek do

dalszych etap6w przewodu doktorskiego.




