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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Zuzanny Rogalskiej 

“Określenie wpływu nieprawidłowości splicingu mRNA czynnika transkrypcyjnego NFIX  

na patomechanizm dystrofii miotonicznej oraz opracowanie narzędzia terapii genowej  

dla tej choroby” 

 

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Zuzanny Rogalskiej została wykonana w Zakładzie 

Ekspresji Genów Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza 

w Poznaniu. Prace badawcze zostały przeprowadzone pod kierunkiem prof. dra hab. Krzysztofa 

Sobczaka.  

Ekspansja trójnukleotydowych powtórzeń w genomie człowieka może prowadzić do chorób. 

Przykładem takiej choroby jest dystrofia miotoniczna typu I (DM1), która jest spowodowana ekspansją 

trójnukleotydowych powtórzeń CTG w genie kodującym kinazę białkową DM1 (DMPK). Podłoże 

molekularne dystrofii miotonicznej typu I jest przedmiotem wieloletnich badań, w tym badań 

prowadzonych przez zespół prof. Sobczaka. Dotychczasowe badania pozwoliły określić jaka liczba 

powtórzeń CTG w genie DMPK powoduje chorobę. Opisano również podstawowy mechanizm 

molekularny odpowiedzialny za rozwój choroby. Stwierdzono, że mRNA powstający w wyniku 

transkrypcji zmutowanego genu DMPK wiąże czynniki splicingowe MBNL, co prowadzi do ich 

funkcjonalnego niedoboru i w konsekwencji zaburzenia alternatywnego splicingu RNA. Wciąż jednak 

podłoże molekularne dystrofii miotonicznej nie zostało w pełni wyjaśnione. W ramach swojej rozprawy 

doktorskiej mgr Zuzanna Rogalska podjęła się wyjaśnienia roli zaburzonej ekspresji genu kodującego 

czynnik transkrypcyjny NFIX na rozwój dystrofii miotonicznej. Jednocześnie, Doktorantka podjęła się 

zadania stworzenia narzędzia do opracowania terapii genetycznej DM1. Oba cele badawcze podjęte 

przez mgr Zuzannę Rogalską uważam za ambitne, oryginalne oraz ważne dla zrozumienia podłoża 

molekularnego dystrofii miotonicznej i opracowania skutecznej terapii. Sądzę, że przeprowadzone 

przez Doktorantkę badania są bardzo dobrym przykładem jak prowadzenie badań podstawowych 

może prowadzić do wiedzy użytecznej w medycynie.  

W ramach pierwszej części rozprawy doktorskiej Doktorantka przeprowadziła serię analiz 

transkryptomicznych mających na celu określenie konsekwencji włączenia eksonu 7 do mRNA 

kodującego czynnik transkrypcyjny NFIX (NFIX +7). Z wcześniejszych prac wiadomo było, że w 



Roman Szczęsny - recenzja rozprawy doktorskiej mgr Zuzanny Rogalskiej 

Strona 2 z 4 
 

komórkach mięśni szkieletowych zdrowych osób dominuje izoforma NFIX bez eksonu 7 (NFIX -7), a 

zaburzenia alternatywnego splicingu u osób chorujących na dystrofią miotoniczną prowadzą do 

włączenia tego eksonu do mRNA NFIX. We wcześniejszych badaniach, przeprowadzonych przez inne 

grupy badawcze, próbowano określić wpływ zaburzenia składania mRNA NFIX na transkryptom, ale w 

badaniach tych stosowano strategie badawcze polegające na obniżeniu ekspresji genu NFIX lub jego 

całkowitej inaktywacji. Mgr Zuzanna Rogalska postanowiła zastosować bardziej wymagającą strategię 

badawczą, w której mogłaby określić  znaczenia eksonu 7 na funkcję czynnika transkrypcyjnego NFIX. 

Wykorzystując metody biologii molekularnej i komórkowej Doktorantka postanowiła opracować 

model badawczy komórek ludzkich hodowanych in vitro, w którym przy zachowaniu tego samego tła 

genetycznego mogłaby porównywać transkryptom komórek NFIX -7 oraz NFIX +7. W pierwszym etapie 

opracowała model badawczy wykorzystując komórki Flp-In 293 T-REx. W komórkach tych wykonała 

funkcjonalną inaktywację genu NFIX z użyciem technologii CRISPR-Cas9, a następnie wprowadziła do 

genomu tych komórek różne wersje egzogennych kopii genów NFIX z lub bez eksonu 7. 

Przeprowadzona analiza transkryptomów komórek 293 NFIX -7 oraz NFIX +7 nie wykazała znaczących 

różnic, co nie pozwoliło na określenie znaczenia włączenia eksonu 7 do mRNA NFIX na funkcję tego 

czynnik transkrypcyjnego. Niemniej jednak, na podstawie badań z użyciem komórek 293 Doktorantka 

zaproponowała dwie ważne konkluzje: 1) czynnik transkrypcyjny NFIX przede wszystkim aktywuje 

ekspresję genów, które reguluje, 2) czynnik transkrypcyjny NFIX reguluje ekspresję genów, których 

produkty białkowe są zaangażowane w biologię macierzy zewnątrzkomórkowej oraz geny związane z 

metabolizmem RNA. Warto podkreślić, że dotychczas rola NFIX w regulacji metabolizmu RNA nie 

została opisana w literaturze. W nawiązaniu do tej części badań chciałbym prosić Doktorantkę o 

komentarz dotyczący dwóch pytań: 

1. Na Rycinie 11d przedstawiono wynik analizy dla próbki „NFIX-OE”. Z zamieszczonego opisu nie 

wiadomo czy próbka z nadekspresją NFIX dotyczy wersji „-7” lub „+7”.  

2. Czy sprawdzano czy geny, których ekspresja zależy od NFIX np. geny zaangażowane w 

metabolizm RNA, posiadają w swoich promotorach sekwencje rozpoznawane przez NFIX? Czy 

próbowano skorelować wyniki analizy RNA-seq z dostępnymi danymi ChIP-seq aby 

zidentyfikować geny, których ekspresja najprawdopodobniej bezpośrednio zależy od NFIX? 

Biorąc pod uwagę, że eksperymenty, z użyciem komórek 293 nie pozwoliły Doktorantce na 

zdefiniowanie znaczenia włączenia eksonu 7 do mRNA NFIX Doktorantka postanowiła opracować inny 

model badawczy, który byłby bardziej zbliżony do komórek mięśni szkieletowych, których funkcja jest 

zaburzona w dystrofii miotonicznej. W tym celu Doktorantka wykorzystała technologię 

antysensownych oligonukleotydów, których wprowadzenie do komórki i oddziaływanie z genomem 

prowadzi do zmiany profilu składania pre-mRNA. We wstępnych eksperymentach Doktorantka 

potwierdziła, że zaprojektowany przez nią antysensowny oligonukleotyd (AON NFIX) powoduje 

zgodnie z założeniem pominięcie eksonu 7 w trakcie składania mRNA NFIX. Wprowadzenie AON NFIX 

do ludzkich komórek mioblastów (HSkM) powodowało zmianę proporcji izoform NFIX-7 i NFIX+7. Taki 

model badawczy Doktorantka uzupełniła o komórki HSkM, w których obniżyła poziom białka NFIX za 

pomocą siRNA. Dysponując zestawem komórek o zmienionym globalnym poziomie białka NFIX oraz 

różnej proporcji jego izoform Doktorantka przeprowadziła serię analiz transkryptomicznych z użyciem 

metody RNA-seq. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentów mgr Zuzanna Rogalska 

zaproponowała, że konsekwencją nadmiernego włączenia eksonu 7 do mRNA NFIX jest zwiększenie 

jego zdolności do aktywacji regulowanych genów. Co ważne, przeprowadzona przez Doktorantkę 

analiza ontologii genów, których ekspresja jest zależna od NFIX +7 pozwoliła zaproponować 

Doktorantce rolę zaburzeń w splicingu mRNA NFIX na rozwój dystrofii miotonicznej. Doktorantka 
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stwierdziła bowiem, że zaburzenie splicingu mRNA NFIX prowadzi do zmian w ekspresji genów, których 

produkty białkowe są istotne dla budowy i aktywności mięśni szkieletowych, tj. składniki strukturalne 

macierzy zewnątrzkomórkowej oraz białka wiążące kolagen.  

W ramach drugiej części rozprawy doktorskiej mgr Zuzanna Rogalska podjęła się opracowania 

konstruktu genetycznego, który po wprowadzeniu do komórek ludzkich umożliwiałaby 

autoregulowaną ekspresję egzogennej kopii genu MBNL1. Uzyskanie takiego narzędzia mogłoby w 

przyszłości pozwolić na opracowanie terapii genetycznej dystrofii miotonicznej poprzez przywrócenie 

właściwego poziomu aktywności białka MBNL1 i prawidłowego profilu alternatywnego splicingu 

zależnego od MBNL1. Cel tych badań został w pełni osiągnięty przez mgr Zuzannę Rogalską. 

Doktorantka opracowała elegancką konstrukt genetyczny kodujący białko MBNL1, którego 

powstawanie jest zależne od aktywności MBNL1 w komórce. Doktorantka wykazała, że zmiana 

poziomu białka MBNL1 w komórce wpływa na ekspresję MBNL1 kodowanego przez opracowany 

konstrukt genetyczny. Co ważne, mgr Zuzanna Rogalska potwierdziła, że białko MBNL1 powstające w 

wyniku ekspresji opracowanego konstruktu genetycznego jest funkcjonalne i przywraca prawidłowy 

wzór składania pre-mRNA w komórkach pochodzących od pacjentów ze zdiagnozowaną dystrofią 

miotoniczną. W nawiązaniu do tej części rozprawy doktorskiej prosiłbym Doktorantkę o komentarz 

podczas publicznej rozprawy doktorskiej w jaki sposób można byłoby zastosować opracowany 

konstrukt genetyczny (lub jego odpowiednik) do terapii genetycznej. Czy według Doktorantki 

niezbędnym warunkiem opracowania bezpiecznej terapii byłoby uzyskanie ekspresji dodatkowej kopii 

MBNL1 w komórkach mięśni szkieletowych czy może jednak nie, bo terapia nie wymagałaby ekspresji 

tkankowo-specyficznej. 

Rozprawa doktorska została przygotowana w języku angielskim w formie monografii o odmiennej niż 

zazwyczaj strukturze bowiem część wyników badań nie została opisane w rozdziale „Results and 

Discussion”, a przedstawiona jako dwuautorski artykuł naukowy. Załączone oświadczenia potwierdzają 

wiodący udział Doktorantki w przeprowadzeniu badań opisanych we wspomnianym artykule 

naukowym. Zgodnie z wymaganiami opisanymi w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo 

o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) przedstawiona rozprawa doktorska 

zawiera streszczenie w języku polskim oraz w języku angielskim. Przyjęta przez Doktorantkę forma 

pracy pisemnej stanowiącej połączenie monografii i artykułu naukowego w opinii recenzenta jest 

dopuszczalna i w pełni pozwala na ocenę badań oraz wiedzy Kandydatki. W dalszej części recenzji oba 

teksty będą rozważane jako jedna praca pisemna.  Praca napisana jest w sposób zwięzły i interesujący. 

Rozdział „Wstęp” stanowi dobre zapoznanie czytelnika z tematyką przeprowadzonych badań. 

Doktorantka przygotowując tę część rozprawy wykazała się znajomością literatury dotyczącej 

przedmiotu badań, jednocześnie uniknęła nadmiernego rozbudowania rozdziału. Rozdziały 

„Materiały” i „Metody” przygotowano w sposób umożliwiający analizę przeprowadzonych 

eksperymentów, a w przyszłości ich powtórzenie przez niezależnych badaczy. W rozdziale „Wyniki” 

Doktorantka przedstawiła wyniki przeprowadzonych eksperymentów, które stanowią cykl logicznie 

zaplanowanych eksperymentów. Wykonując prace badawcze Doktorantka przeprowadziła szereg 

analiz kontrolnych, które wzmacniają znaczenie uzyskanych wyników. Przykładowo, wyniki analiz  

RNA-seq weryfikowała z użyciem PCR w czasie rzeczywistym, a aktywność stosowanego 

antysensownego oligonukleotydu sprawdzała w pięciu modelach komórkowych. Doktorantka w 

ciekawy i umiejętny sposób interpretuje wyniki swoich badań w rozdziale „Dyskusja”. Treść tego 

rozdziału rozprawy doktorskiej potwierdza umiejętność prowadzenia pracy naukowej przez  

mgr Zuzannę Rogalską oraz wiedzę Doktorantki w dyscyplinie.  
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Podsumowując, rozprawę doktorską mgr Zuzanny Rogalskiej oceniam pozytywnie. Praca ta stanowi 

oryginalne rozwiązanie problemu naukowego, prezentuje ogólną wiedzę teoretyczną Kandydatki 

w dyscyplinie oraz umiejętność samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Przedstawiona do 

recenzji rozprawa doktorska spełnia warunki określone w Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku 

prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.).  

Wnioskuję do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza  

w Poznaniu o dopuszczenie mgr Zuzanny Rogalskiej do dalszych etapów postępowania o nadanie 

stopnia doktora nauk ścisłych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. 
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