Krakéw, 23.10.2023 r.

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIE]
PANI MGR ZUZANNY ROGALSKIE] ZATYTULOWANE]:

,Okreslenie wptywu nieprawidlowosci splicingu mRNA czynnika
transkrypcyjnego NFIX na patomechanizm dystrofii miotoniczne;j
oraz opracowanie narzedzia terapii genowej dla tej choroby”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Zuzanny Rogalskiej
dotyczy zrozumienia mechanizméw dystrofii miotonicznej (DM) a szczegolnie
DM typu 1 (DM1), dziedzicznej, dominujacej choroby genetycznej. Cho¢ etiologia
DM1 jest dobrze poznana, choroba jest wciaz nieuleczalna. Praca zglebia m.in.
mechanizmy nieprawidlowego alternatywnego splicingu, ktore sa istotna
przyczyna rozwoju DMI. Podjeta przez Doktorantke tematyka jest wiec
niezwykle istotna i

ma na celu poznanie mechanizméw proceséw

wspotodpowiedzialnych za przebieg dystrofii miotonicznej.

Praca zostala przygotowana pod opieka Pana prof. dr hab. Krzysztofa
Sobczaka a badania wykonano w Zaktadzie Ekspresji Genéw Instytutu Biologii
Molekularnej i Biotechnologii na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu, czyli w zespole majacym wieloletnie doswiadczenie, poparte
$wietnymi publikacjami, w tematyce badania roli kwaséw nukleinowych
w rozwoju réznych chordb a takze wykorzystania ich jako strategii/narzedzi
terapeutycznych w postaci np. oligonukleotydéw antysensownych. Oceniana
praca doktorska wpisuje si¢ wlasnie w ten nurt badan.

Formalny opis rozprawy

Oceniana rozprawa zawiera zaréwno opublikowane wyniki (oryginalny artykut
naukowy) jak i opis badan, ktére jeszcze nie zostaly opublikowane, cho¢
przedstawione zostaly jak przygotowany manuskrypt, gotowy do wystania do
recenzji. Taka forma rozprawy jest jak najbardziej dopuszczalna izgodna
z odpowiednimi zapisami Ustawy o stopniach i tytutach naukowych.

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim. Prace otwiera obszerne
Streszczenie (w jezyku polskim) i odpowiadajace mu Summary w jezyku
angielskim. Kolejny rozdziat to krétki Wstep (Introduction) wprowadzajacy
w temat badawczy. Mgr Rogalska, po nakresleniu Celéw pracy (Aims of the
study) przedstawita Wyniki, Dyskusje, Konkluzje, Materialy iMetody oraz
Pi$miennictwo zwiazane z badaniem zatytulowanym: ,Contribution of splicing
abnormalities of NFIX exon 7 on pathomechanism of myotonic dystrophy”. Ostatniaq
czeécia rozprawy jest opublikowana w prestizowym czasopismie Molecular
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Therapy: Nucleis Acids w 2022 roku praca zatytutowana “Sustainable recovery of
MBNL activity in autoregulatory feedback loop in myotonic dystrophy” (Mol Ther
Nucleic ~ Acids. 2022 Nov  3;30:438-448., doi: 10.1016/j.o0mtn.2022.10.023.).
W przypadku skorzystania z mozliwosci jaka daje Ustawa o stopniach i tytutach
naukowych, tzn. zlozenia rozprawy doktorskiej w formie ,(..) spdjnego
tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych lub przyjetych do druku
w czasopismach naukowych (..)” niezbedne jest dolaczenie oéwiadczenia
wszystkich wspotautoréw opublikowanej pracy. W analizowanym przypadku,
takie oswiadczenie mozna uzna¢ za formalno$é, bowiem lista autoréw
wspomnianej publikacji obejmuje jedynie Doktorantke oraz promotora, Pana
prof. Sobczaka. W moim odczuciu jest to sytuacja wyjatkowa — najczeéciej
eksperymentalne prace naukowe 2z dziedziny nauk biologicznych sa
wieloautorskie — w tym przypadku cata praca badawcza zostata wykonana przez
mgr Rogalska, ktéra réwniez uczestniczyla w opracowaniu wynikéw,
przygotowaniu rycin i pisaniu manuskryptu. Nie ulega watpliwosci, ze
Doktorantka miata wiodacy udzial w powstaniu tej publikacji.

Skoncentrowanie si¢ na badaniach w ramach wspomnianego powyzej
opublikowanego manuskryptu, prawdopodobnie wptyneto na to, ze catkowity
dorobek publikacyjny mgr Rogalskiej nie jest obszerny. Jednak to nie ilo$¢,
ajakos$¢ publikacji powinna by¢ brana pod uwage przy ocenie dorobku
naukowego —w tym przypadku nie mam watpliwosci, ze Doktorantka jest bardzo
dobrym naukowcem. Na szczegélne podkreélenie zastuguje réwniez fakt, ze mgr
Rogalska byta kierownikiem kilku wtasnych, matych projektéw wydziatowych.
Choc¢ nie jest to wymég formalny, to jednak szkoda, ze nie przedstawiono
informacji o innych aspektach dziatalnosci naukowej, w tym dotyczacych
wystapien konferencyjnych, dziatalnosci organizacyjnej czy popularnonaukowej.

Merytoryczny opis rozprawy

Rozprawa doktorska, cho¢ nie jest napisana w klasyczny sposéb, jest dobrze
przemyslanym i opracowanym zestawieniem aktualnej wiedzy dotyczacej
dystrofii miotonicznej a przede wszystkim prezentuje wyniki badan, wskazujace

na role czynnika NFIX w jej rozwoju oraz sugeruje potencjat terapeutyczny
nadekspresji biatka MBNL1 w DM.

W dobrze zredagowanym, liczacym 16 stron Wstepie, Doktorantka
skupita si¢ w pierwszej czeéci na przedstawieniu molekularnych mechanizméw
dystrofii miotonicznej i potencjalnych eksperymentalnych terapii. W drugim
punkcie Wstepu, podzielonym na sze$¢ podrozdzialéw, opisata czynnik
transkrypcyjny NFIX, jego strukture, funkcje, mechanizmy alternatywnego
splicingu, mutacje prowadzace do choréb u ludzi a takze nakreslita fenotyp
myszy pozbawionych ekspresji Nfix. Lektura tej cze$ci pracy wskazuje, ze mgr
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Rogalska dokonata wyboru najwazniejszych informacji i przedstawita kluczowe
aspekty choroby oraz badanego czynnika transkrypcyjnego. Wstep czyta sig
dobrze, jest on zilustrowany czytelnymi szescioma rycinami zawierajacymi
doktadne legendy. Moja (drobna, edytorska) uwaga dotyczaca tej oraz
nastepnych czesci pracy (w sekcji Wyniki) dotyczy wiasnie rycin, tzn. ich
umiejscowienia w rozprawie. Bardziej czytelne w mojej opinii byloby wstawienie
ryciny w miejscu, gdzie wspomina si¢ o niej po raz pierwszy, a nie na koncu,
czasem bardzo obszernych, fragmentéw tekstu (np. Ryc. 3 pojawia si¢ na stronie
21, a pierwsza informacja o jej zawartosci jest juz na stronie 17). Nie jest to
oczywiscie blad, ale w mojej ocenie takie utozenie rysunkéw utrudnia nieco
lekture pracy.

Nie mam uwag do tej czesci, tekst jest napisany poprawnie, nie zawiera
bted6w jezykowych. Chciatam prosic jedynie o doprecyzowanie zdania na str. 19:
, The intramuscular injection of adeno-associated virus (AAV) encoding for MBNLI
induced the alternative splicing correction and rescued muscle hyperexcitability”. Jak
rozumiem, Autorka miata na mysli wektor AAV a nie strice wirus, dobrze bytoby
réwniez wskazaé, ktéry serotyp wektora AAV zostal wykorzystany
w cytowanych badaniach.

Cele pracy zostaly dobrze zdefiniowane, mgr Rogalska nakreslita gtowne
zadania projektu czyli lepsze zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za
zmiane ekspresji genéw w dystrofii miotonicznej oraz opracowanie potencjalnej
strategii terapeutycznej wykorzystujacej narzedzia terapii genowej.

Rozdzial Wyniki, jak
z nieopublikowanych wynikéw, przygotowanych w formie manuskryptu (by¢

wspomniano  powyzej, sklada  si¢
moze juz wystanego do recenzji?) oraz opublikowanej pracy. W przypadku oceny
drugiej czedci, recenzent pracy doktorskiej ma utatwione zadanie, bo wyniki
zostaty poddane wnikliwej ocenie ekspertéw zapoznanych z tematyka projektu,
wyznaczonych przez redakcje (nota bene bardzo dobrego) czasopisma Molecular

Therapy: Nucleic Acids.

Realizujac pierwsze zadanie, Doktorantka skoncentrowata si¢ na analizie
zaburzen splicingowych czynnika NFIX i tego, jakie konsekwencje bedzie mie¢
fakt wlaczenia eksonu 7 na jego aktywnos¢. W ramach przeprowadzonych analiz
mgr Rogalska zastosowata dwie strategie: w pierwszym podejéciu uzyskata dwie
stabilne linie komoérek HEK z funkcjonalnym nokautem endogennego NFIX
(NFIX-KO) ale z indukowalng nadekspresja izoform NFIX z eksonem 7 i bez
eksonu 7 (nazwane jako NFIX+7 lub NFIX-7). Druga strategia zakladata
manipulacje wiaczania eksonu 7 do mRNA NFIX przy uzyciu antysensownego
oligonukleotydu (AON) nakierowanego na potaczenie eksonu 7 z intronem 7.
Pierwsze podejscie nie pokazato znaczacych réznic w aktywnosci transkrypcyjnej
badanych izoform NFIX, co Doktorantka thumaczy zbyt wysokim poziomem
ekspresji egzogenéw. W przeciwienstwie, zastosowanie AON w ludzkich
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komorkach migéni szkieletowych, w ktorych dominuje izoforma NFIX+7,
prowadzito do efektywnego pomijania eksonu 7 i produkcje gtéwnie izoformy
NFIX-7, co prowadzito do zmiany ekspresji setek genéw (wyniki analizy RNA-
seq). Analizowano réwniez probki miesni od pacjentéw z DMI1 i co ciekawe,
stwierdzono, ze ekspresja wielu z nich byta znaczaco zmieniona w komérkach
miesniowych poddanych dziataniu badanego antysensownego oligonukleotydu.
Wyniki te wskazuja, ze zaburzenie splicingu NFIX moze stanowic istotny element
patogenezy DM1 a szczegolnie wplywa na ekspresje genéw kodujacych sktadniki
strukturalne macierzy zewnatrzkomoérkowej i geny bialek wiazacych sie
z kolagenami. Wyniki te otwierajq dalsze kierunki badari i jestem przekonana, ze
ich kontynuacja przyniesie szereg nowych danych dotyczacych mechanizméw
odpowiedzialnych za przebieg DM1.

Druga (opublikowana) cze$¢ pracy koncentrowata si¢ na uzyskaniu
regulowanej nadekspresji biatka MBNL1, bedacego regulatorem alternatywnego
splicingu, w komérkach mieéniowych. Celem tych badar byta mozliwo$¢ kontroli
produkgji biatka MBNL1 dostosowanej do poziomu aktywnej puli endogennych
biatek MBNL w komorce. Zapotrzebowanie na tego typu eksperymenty wynika
z faktu, iz dlugotrwata i silna nadekspresia. MBNL1 prowadzi do wielu
niepozadanych konsekwencji, zaréwno w modelu mysim jak i u pacjentéw
z DMI. Uzasadnione jest wigc zastosowanie regulowanej nadekspresji badanego
czynnika. By ten cel osiagna¢, Autorka stworzyla odpowiedni konstrukt
gwarantujacy scisle kontrolowana nadekspresje MBNL1 w zaleznoéci od stopnia
niedoboru biatka. Doktorantka nie tylko uzyskata taki konstrukt, ale
przeprowadzita szereg doswiadczenn wskazujacych na jego potencjat
terapeutyczny jako czynnika prowadzacego do korygowania nieprawidtowosci
alternatywnego splicingu o duzym potencjale w terapii DM.

Zakres przeprowadzonych analiz jest niezwykle szeroki. Mgr Rogalska
(jak wskazuje lista wspdtautoréw opublikowanej pracy i brak informacji
0 wspoétudziale innych oséb w doswiadczenia przeprowadzone w ramach
pierwszego zadania) sama wykonata wszystkie badania i biegle postuguje sie
takimi technikami jak hodowla r6znych typéw komoérek, manipulacje genetyczne
i konstrukcja linii komérkowych z nadekspresja danych czynnikéw, transfekcja
komorek, izolaca RNA, analizy RT-PCR, badanie poziomu biatek
z wykorzystaniem metody Western Blot czy mikroskopii fluorescencyjnej,
badanie aktywnosci lucyferazy etc. Co szczegdlnie istotne, wykonata
eksperymenty  sekwencjonowania nowej generacji (RNA-seq) oraz
przeprowadzita réwniez analizy bioinformatyczne.

Informacje te wskazuja na duze zaangazowanie Doktorantki w prace
laboratoryjna. Nie mam watpliwosci, ze mgr Rogalska jest bardzo dobrym
eksperymentatorem, biegle postugujacym sie najnowszymi metodami biologii
molekularne;j.
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Moje drobne uwagi do tej czesci pracy, zamieszczone ponizej, maja

gldwnie charakter edytorski i moga poméc w przygotowaniu finalnej wersji

manuskryptu (jesli nie zostalo to juz zrobione):

1.

Przy opisie hodowli komdrek Flp-In™ T-REx™ 293 Doktorantka pisze
ododawaniu 1%  mieszaniny  antybiotykow/czynnikéw  anty-
mitotycznych; sugeruje podawac wartosci antybiotykow
w jednostkach/stezeniach a nie w procentach. Taki opis (w mojej ocenie
prawidfowy) zawarto w przypadku hodowli komérek HSkM (ludzkich
mioblastow).

Zastanawia mnie dobdr testu statystycznego - wszystkie wyniki
przedstawione w pracy zostaly poddane analizie za pomoca testu
T- Studenta. Taka analiza jest uzasadniona dla poréwnania dwéch grup
badawczych, a w pracy, w wielu przypadkach poréwnywane sa trzy albo
wiecej grup. Prosze Doktorantke o uzasadnienie doboru takiego a nie
innego testu statystycznego do analizy wynikéw zaprezentowanych
W pracy.

Tytuly niektérych rycin (np. Rycina 12, Rycina 13) wskazuja, ze
zaprezentowano w nich jedynie wyniki z komérek HEK, podczas gdy
przedstawiaja one réwniez dane z modelu mysiego, powinny wigc
zawierac t¢ informacjg, np. tytut Ryc. 12 moglby brzmiec¢ , The expression
level of NFI family members in generated HEK293 cell models and Nfix-KO mice”

Prosze o doprecyzowanie jak oszacowano wzgledny poziom biatka,
pokazany na np. Rycinie 8f. Czy winkulina jest najlepszym tzw. ,biatkiem
konstytutywnym" w badanym uktadzie?

Czy na pewno wykresy dla NFIA i NFIB na Ryc. 12 przedstawiaja dane
z czterech powtdrzen, jak podano w opisie ryciny?

Na Ryc. 13g przedstawiono dane ekspresji genow w mozgu myszy typu
WT oraz Nfix-KO. Czy byly jakie$ specjalne przestanki, ze w tej analizie
wykorzystano wiasnie te tkanke a nie miesnie (analogicznie do wynikow
zaprezentowanych np. na Ryc. 12b).

Przedstawione wyniki niewatpliwie wskazuja, ze NFIX jest regulatorem
ekspresji genéw. W moim odczuciu, bardzo istotne sa analizy
przeprowadzone w komorkach migéniowych. Cho¢ Doktorantka nie
obserwowata zadnego wplywu stosowanego AON na ekspresje MYOD
czy MYOG, czy mozliwe jest, Ze zastosowana strategia wptywa na np.
regeneracje komodrek miesniowych?

Czeé¢  badann  bylo  prowadzonych na  niezrdéznicowanych
i zréznicowanych komorkach migsniowych, jak oceniano zréznicowanie
komdrek HSkM? Nie znalaztam w pracy wynikéw potwierdzajacych
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wydajnos¢ zastosowanego protokotu réznicowania, czy wykonywano
takie analizy?

Moja sumaryczna ocena przeprowadzonych badan i catej rozprawy doktorskiej
jest Uzyskane wyniki
i przedyskutowano na tle literatury przedmiotu. Doktorantka ze swoboda

bardzo wysoka. prawidlowo przeanalizowano
zinterpretowala wyniki swoich badan. Szkoda jedynie, ze nie zamie$cita

koncowego podsumowania z najwazniejszymi  wnioskami/schematem
podsumowujacymi obie czesci pracy, stanowiacego globalne i caloéciowe

opracowanie tematu.

Podsumowanie

Na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze Pani mgr
Zuzanna Rogalska posiada umiejetno$¢ samodzielnego planowania, wykonania
i opracowania rezultatow swojej pracy naukowej. Co wazne, uzyskata wyniki
wyjasniajace wybrane mechanizmy patologii dystrofii miotonicznej. Badania te
moga stac si¢ podwaling do przeprowadzenia dalszych doswiadczen i nakreslaja,
w ktorym kierunku moze zmierzac eksperymentalna terapia badanej choroby.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668)
istanowi dowdd na posiadang przez Doktorantke wiedze teoretyczna
i praktycznag znajomos$¢ technik metod biologii molekularnej niezbednych do
prowadzenia pracy badawczej.

W zwiazku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej

Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Zuzanny Rogalskiej do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego. Biorac pod uwage wysoki poziom rozprawy, fakt
opublikowania wynikéw badart w bardzo dobrym czasopi$mie i pierwsze

autorstwo Doktorantki, wnioskuje o jej wyrdznienie.

Z wyrazami szacunku,
7@01,4-, e 49’6 00/ <

Agnieszka Loboda
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