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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt.” Okreslenie wptywu nieprawidtowosci splicingu mRNA czynnika transkrypcyjnego NFIX na
patomechanizm dystrofii miotonicznej oraz opracowanie narzedzia terapii genowej dla tej

choroby”
Dla: Rada Naukowa Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Adama Mickiewicza
Doktorant: Pani mgr Zuzanna Rogalska

Rozprawa zostata przygotowana pod kierunkiem Pana Profesora dr hab. Krzysztofa Sobczaka, w
Zaktadzie Ekspresji Genu Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii wydziatu biologii
Uniwersytetu Adama Mickiewicza. Profesor Sobczak wraz ze wspétpracownikami od lat prowadzi
wysokiej klasy badania nad podtozem molekularnym choréb uwarunkowanych mutacjami
dynamicznymi. Rozprawa Pani mgr Zuzanny Rogalskiej wpisuje sie w to zagadnienie. Stanowita
migdzy innymi probe glebszego zrozumienia mechanizméw molekularnych bedacych u podtoza
jednej z nich, dystrofii miotonicznej typu 1 (DM1), ciezkiej i nieuleczalnej choroby genetyczne;j.
DM1 spowodowana jest patologiczna liczba powtérzen CUG lub CCUG w 3'UTR genu kodujacego
serynowo-treoninowg kinaze DMPK. Utworzona z owych powtérzen stabilna szpilka w mRNA
skutecznie wychwytuje przerézne biatka powodujac ich niedobér w komérkach. Niedobér

dotyczy migdzy innymi biatek MBNL(1-4) stanowigcych rodzine czynnikéw alternatywnego

splicingu, funkcjonujacych, na przyktad w mies$niach szkieletowych. Niedobér biatek MBNL




prowadzi do zaburzenia ekspresji genéw i stanowi jeden z mechanizméw molekularnych
bedacych u podtoza choroby. Rozprawa obejmuje dwa powigzane ze sobg watki badawcze
dotyczace tego zagadnienia.

Pierwszy opisany w formie monografii jest bardzo istotny poniewaz dotyczy badania
skutkéw niedoboru jednego z paralogéw, biatka MBNL1, na alternatywny splicing podlegtych mu
mRNA. Jedng z wielu patologicznych konsekwencji tego zjawiska ktorg Pani Rogalska poddata
badaniom jest nieprawidtowy splicing czynnika transkrypcyjnego NFIX. Blad polega na wlaczeniu
do mRNA NFIX eksonu 7 ktéry w tkance docelowej, czyli w komérkach miesniowych, nie powinien
by¢ obecny. Istota tej cze$ci rozprawy byto uzyskanie odpowiedzi na pytanie jakie konsekwencje
na poziomie ekspresji genéw ma owo nieprawidtowe wiaczenie eksonu 7. Nasuwalo sie réwniez
drugie pytanie, czy nieprawidtowa izoforma zawierajaca ekson 7 jest aktywnym czynnikiem
transkrypcyjnym a jesli tak, czym roézni sie funkcjonalnie od prawidtowej. By to zbada¢ Pani
Zuzanna Rogalska zastosowata dwa komérkowe modele ludzkie. Pierwszym byty komérki HEK
ktére pozbawiono ekspresji endogennego NFIX i poddawano indukowanej nadekspresji izoform
NFIX ekson7+ lub ekson-7. Jednak wykonane w komérkach HEK do$wiadczenia nie pokazaly
istotnych réznic w aktywnosci transkrypcyjnej pomiedzy tymi dwoma izoformami. Z tych
powoddéw Pani Rogalska opracowata bardziej precyzyjny model, linie komérek mieéniowych, w
ktorych przy pomocy odpowiedniego antysensownego oligonukleotydu uruchamiata synteze
jednej lub drugiej izoformy (ekson7+ lub ekson 7-). Warto$cia tego modelu byto miedzy innymi
to, ze bazowal na ekspresji endogennej. Najwazniejszym wynikiem tej cze$ci badan byto
pokazanie aktywnos$ci transkrypcyjnej obu izoform, NFXekson+7 oraz NFXekson-7. Ponadto,
kazda izoforma regulowata ekspresje sporej liczby odmiennych genéw. Uzyskane réznice
stanowig cenny wynik i moga by¢ wykorzystane w dalszych badaniach zmierzajacych do

zrozumienia fenotypu DM1.

Moje komentarze:

1. Lektura dyskusji wynikéw nasuneta mi refleksje, ze skoro region C-koricowy odpowiedzialny
za transaktywacje jest odmienny (zawiera ekson 7 lub jest go pozbawiony), jedng z przyczyn
odmiennego efektu izoform na ekspresje genéw moglyby byé¢ oddziatywania C-korica z

odmiennymi kofaktorami np. biatkowymi. Taki scenariusz wydaje sie mozliwy.

2.Zdanie na stronie 45 ,All these data suggest that changes in the expression of NFIX target genes
are not a result of the differences in the activity of other NFI factors in generated cell models” nie
jest precyzyjne. Zamiast “difference in activity” nalezaloby napisa¢ raczej ,differences of the level

of other NFI factors”? Aktywno$¢ a poziom biatka sg pojeciami odmiennymi. Nie mozna wykluczy¢

ze aktywno$¢ réznych paralogéw np., w wigzaniu z promotorem nie jest taka sama?




3. Narycinie 11d- str. 43- nie jest jasne ktora izoforma przedstawiona jest w pozycji 3.

4. w opisie ryciny 13b, zastosowano dwa rézne kolory niebieskie. Brak opisu czym sie réznia

naniesione tymi dwoma odcieniami niebieskiego punkty.

5. Str. 63, warto$¢ p na rycinie 18b jest inna niz w pierwszym zdaniu podrozdziatu jest btad

poniewaz na rycinie 7b nie ma odwotania do pacjentéw DM1.

6. Str. 66, rycina 18b warto$¢ p na rycinie jest inna niz warto$¢ p w opisie (p< 0.0001 na rycinie

18b natomiast w opisie p<0.001).

7.5tr. 27, w podrozdziale 1.2.4 zdanie ” The divergence in the length of the mRNA achieved by the
alternative splicing in region downstream exon 2 may lead to differences among the N-terminal
domain.” Czy nie chodzito raczej o ,C-terminal”?

Opracowanie terapii DM1 stanowi wielkie wyzwanie dla genetyki molekularnej z kilku
powodo6w. Jednym z nich jest zréznicowana dtugos¢ patologicznych powtérzeni u danej osoby a
nawet w tej samej tkance, spowodowana zréznicowang ekspansja somatyczng. Zatem, w
zaleznosci od dlugosci patologicznego ciaggu powtdrzen ilo$¢ funkcjonalnego nieuwiktanego w
szpilke biatek MBNL jest odmienna. Wyptywa z tego wniosek, ze wywotanie nadekspresji biatek
MBNL bytoby zbyt zgrubnym narzedziem poniewaz jego zbyt wysoki poziom spowodowatby
zaburzenie ekspresji genéw. Niezwykle interesujace w swojej prostocie rozwigzanie tego
problemu stanowi odrebny, drugi watek niniejszej rozprawy. Zostato opisane w artykule
opublikowanym w bardzo prestizowym czasopi$émie Molecular Therapy Nucleic Acids.
Wykorzystujac wiedze na temat mechanizmu dziatania biatka MBNL1 jako czynnika regulujacego
alternatywny splicing réznych mRNA, Pani Rogalska opracowata wydajny system autoregulacji
poziomu tego biatka. Zastosowata w tym celu odpowiedni opracowany przez siebie hybrydowy
konstrukt. Pokazata, ze poziom biatka MBNL1auto byt podobny w komérkach niezaleznie od
wydajnos$ci wnikniecie konstruktu do komérek. Czy sadzi, ze na tej podstawie mozna oczekiwac,
ze ekspresja MBNLlauto bedzie w réznych komérkach wyréwnana niezaleznie od dtugoéci
patologicznych ciggéw powtérzen w genie DMPK w przypadku DM1 lub CNBP dla DM2? Bardzo
docenitam strategie tych badan oraz ogrom pracy ktéry Pani Rogalska wlozyta by uzyska¢ te
niezwykle wartoSciowe wyniki oraz wielostronne sprawdzi¢ opracowany model. W tym

kontekscie wart podkreslenia jest fakt, ze wspo6tautorem powyzszej publikacji jest poza nia

jedynie jej promotor Pan Profesor Krzysztof Sobczak. Skoro badania zakonczyty sie sukcesem




nasuwa sie pytanie jakie bytyby najblizsze dalsze kroki by uzyskany model przyblizy¢ do terapii
pacjentow. Czy ten projekt bedzie kontynuowany a jesli tak jaka nastepna seria eksperymentéow

jest planowana w grupie badawcze;j.

Whiosek koncowy

Rozprawe Pani mgr Zuzanny Rogalskiej przeczytalam z duzym zainteresowaniem. Poza
rozwigzaniem problemu naukowego oraz dostarczeniem nowej wiedzy rozprawa pokazuje
niezwykle ciekawa perspektywe dalszych badan. Dlatego uwazam jg za bardzo warto$ciowa.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w zgodnie z art. 190
ust. 3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 poz.
742). W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne o
dopuszczenie Pani Zuzanny Rogalskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia
doktora. Biorgc pod uwage warto$¢ uzyskanych wynikéw badan, w szczegélno$ci tych zawartych
w przedtozonym opublikowanym artykule, zwracam sie do Rady Dyscypliny o wyréznienie

rozprawy.
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