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Ocena rozprawy doktorskiej

mgr Karoliny Zielinskiej
pt. ,Potencjat terapeutyczny oligonukleotydow bogatych w reszty guanozyny.
Charakterystyka strukturalna i funkcjonalna”

Wstep

Znajomos$¢ sekwencji chorobotwdrczego genu stanowi podstawe dla projektowania lekow
skierowanych wobec choréb uwarunkowanych genetycznie. Jednym ze sposobdw terapii moze by¢
zahamowanie ekspresji gendw za pomocg matych czasteczek kwaséw nukleinowych, ktére mozna
nazwaé terapeutycznymi kwasami nukleinowymi. Zaproponowano kilka strategii terapeutycznych w
tym zakresie, w tym strategie, ktdéra w oparciu o specyficzno$¢ antysensowg wobec tancuchow
kwaséw nukleinowych tworzy obiecujgce podejscia terapeutyczne na bazie regulacji ekspresji genow.
Do zaangazowanych w tg strategie naleza m.in. oligonukleotydy antysensowe, ASO, krotkie,
interferujgce RNA (siRNA) oraz system CRISPR/Cas9. Z drugiej strony w procesach biologicznych typu
rekombinacji, transkrypcji czy translacji wskazano na kluczowa role kwadruplekséw czyli elementow
struktury tworzacych sie z sekwencji bogatych w guanozyny, ktére w odpowiednich warunkach
tworzg specyficzne G-tetrady o oddziatywaniach warstwowych. Kwadrupleksy wiasnie okazaty sie
atrakcyjnymi celami dla zaprojektowania terapii przeciwnowotworowej. Jedna z metod opiera si¢ na
indukowaniu dwuczgsteczkowych kwadrupleksow za pomocg krétkich oligorybonukleotydow
bogatych w reszty guanozyny. Natomiast tworzenie heterohybrydy DNA:RNA typu dupleks-
kwadrupleks polega na dotfgczeniu do antysensownego DNA sekwencji bogatej w reszty guanozyny
zawierajgcej od jednego do trzech blokéw guanozynowych. Indukcja takich struktur hybrydowych
typu dupleks-kwadrupleks, DQH, pozwolita zaobserwowa¢ miedzy innymi obnizong zdolnos¢
komadrek nowotworowych do proliferacji.

Recenzowana praca zrealizowana zostata w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk w Zakfadzie Biomolekularnego NMR pod kierunkiem Pani Profesor dr hab. Zofii Gdaniec.
Badania Zespotfu Pani Profesor skupiajg sie wokdt problemdéw zwigzanych z funkcjg i dynamika
kwaséw nukleinowych, szczegdlnie RNA. Dla realizacji postawionych celéw stosowane sg rézne
narzedzia spektroskopowe jak NMR, CD oraz UV wspierane przez inne metody biochemiczne i
biofizyczne. Gtéwnym przedmiotem prac Zespotu sg kwadrupleksy RNA oraz uktady hybrydowe typu
dupleks-kwadrupleks badane w aspekcie mozliwosci ich powstawania, analizy strukturalnej i
oddziatywan ligandéw z oligonukleotydami RNA i DNA. Recenzowana praca doktorska mgr Karoliny

Zielinskiej w petni wpisuje sie w zakres tych badan.



W $wietle powyzszych prac Zespotu celem rozprawy doktorskiej byta wedtug Autorki ,,...analiza
spektralna oraz charakterystyka struktur hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks i dupleksow z
nieuporzagdkowanymi koricami za pomoca wybranych metod biofizycznych...”. Nastepnie zbadany
zostat wptyw nienukleotydowych modyfikacji na wtasciwosci tych struktur. Jako finalny element
dodatkowy przetestowano opracowang strategie wyciszania ekspresji genéw na modelu
komdrkowym, gdzie obserwowano ekspresje biatka zielonej fluorescencji. W mojej opinii tak
postawiony cel ,,...analiza spektralna....” jest zbyt skromny wobec zrealizowanych badan. Dopiero
zadania zaproponowane dla realizacji celu wskazujg, ze Doktorantka zmierzata do otrzymania takich
dwufunkeyjnych oligorybonukleotydéw, ktére beda selektywnie stabilizowac i promowac tworzenie
struktury DQH czyli domeny kwadrupleksowej w strukturze hybrydy, aby w ostatnim etapie pracy

zweryfikowad takg strategie wyciszania ekspresji genu na modelu komérek nowotworowych Hela.

Charakterystyka pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa zawiera 183 strony maszynopisu, w tym 11 stron
odnosnikéw literaturowych zawierajgcych 185 pozycji. Tekst pracy podzielony jest na 10 rozdziatow,
przy czym pierwszy i drugi to streszczenia w wersji polskiej i angielskiej, trzeci jest wprowadzeniem, a
czwarty stanowi cel pracy. Cze$¢ V, Literatura, obejmujgca wiekszos¢, okoto 160 odniesien do zrodet,
zawiera przeglad zagadnien zwigzanych z tematyka rozprawy i bardzo dobrze wprowadza czytelnika
w atmosfere pracy doktorskiej. Na 50 stronach zawiera opis motywow strukturalnych
kwadruplekséw i struktur hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks oraz ich funkcje biologiczne.
Szeroko opisane tez zostaty metody stosowane w badaniach kwadrupleksow zarowno
fizykochemiczne jak i biochemiczne. Autorka bardzo solidnie przedstawita fizykochemiczne podstawy
stosowanych metod. Mozliwosci strategii terapeutycznych typu antygenowej, aptamerowej,
rybozymowej, a przede wszystkim bedacej przedmiotem pracy strategii antysensowej tez sg
przedmiotem czesci literaturowej. Potencjalny cel terapii przeciwnowotworowej receptor EGFR
zostat réwniez opisany w aspekcie tworzenia nowych strategii terapeutycznych dziatajgcych na
poziomie mRNA i/lub DNA, a nie biatka. W sumie cze$¢ Literatura napisana jest jasno i wyczerpujgco.
Zaktadam, ze brak odnosnikéw w podpisach pod niektorymi rysunkami w czesci Literatura wskazuje,
ze sg one oryginalnymi prezentacjami Doktorantki.

Czes$¢ VI pracy pt. ,Wyniki” opisuje badania, ktdére zostaly przeprowadzone samodzielnie,
natomiast w rozdziale VII Doktorantka przedstawita wyniki badan otrzymanych wobec komdrek
nowotworowych. Wyniki te bardzo wzbogacajg jej prace, ale otrzymata je dzieki wspotpracy z
Pracownig Analiz Struktur Subkomoérkowych IChB PAN. Badania te przeprowadzita dr Agnieszka
Fedoruk-Wyszomirska i jak rozumiem, wyrazita zgode na przedstawienie ich w niniejszej pracy.
Jestem petna uznania dla takiej formy wspétpracy w ramach pracy doktorskiej i takiej formy jej
przedstawienia. Nie ulega watpliwosci, ze nie wykonata ich Doktorantka, ale s3 czescig pracy, bo tylko
przedstawione razem z jej pierwszg czescig wnosza do pracy odpowiednig wartos¢.

Dyskusja i podsumowanie zawarta jest na 10 stronach i zawiera opis wnioskéw wynikajgcych z
przeprowadzonych badan oraz elementy ich dyskusji. Natomiast rozdziat Materiaty i Metody
zastuguje na uwage gdyz napisany jest zwiezle, a jednoczesnie bardzo przejrzyscie. Nie ma problemu

ze znalezieniem interesujgcych nas czesci.



Na koricu ogdlnej charakterystyki pracy chciatam podkresli¢ jej wyjatkowa forme graficzng. Nie
tylko rysunki ilustrujgce wyniki badan, ale réwniez wszystkie schematy bardzo solidnie i z wyobraznig
przyblizajg wiedze o strukturach roznych form DNA i RNA. To jakby element rozpoznawczy tej pracy i

godny nasladowania, dlatego zdziwit mnie troche brak ilustracji w czesci Dyskusja.

Otrzymane wyniki

Jak wspomniatam powyzej, wyniki bedace przedmiotem pracy zawarte sa w rozdziale VI, jako
wyniki wtasne oraz w rozdziale VIl jako reprezentujgce opracowany w ramach wspétpracy z dr
Fedoruk-Wyszomirskg modelowy system monitorowania zmian ekspresji fragmentu genu
zintegrowanego z EGFP (biatko fluoryzujace) po podaniu do komérek Hela réznych antysensowych
oligorybonukleotyddw.

Badania rozpoczeto od zaprojektowania i otrzymania trzech modelowych

oligorybonukleotydéw: antysensowego CCC o dtugosci 23 reszt oraz komplementarnych do niego
oligorybonukleotydéw docelowych G' i U". Wszystkie one zawierajg fragmenty bogate w reszty
guanozyny, a potaczenie czgsteczki antysensowej i fragmentu docelowego prowadzi do struktur
drugorzedowych DQH i Dss. Badania strukturalne tych czasteczek przeprowadzono za pomocg widm
1H NMR, a nastepnie analizowano ich wtasciwosci stosujac elektroforeze w zelu poliakrylamidowym
oraz obserwujgc krzywe topnienia przy dwdch dtugosciach fali. W ten sposéb Doktorantka wykazata,
7e zaprojektowana czasteczka CCC/G' przyjmuje strukture hybrydy typu dupleks-kwadrupleks i rézni
sie od CCC/U" brakiem tetrad czyli fragment bogaty w reszty guanozyny pozostaje
nieuporzagdkowany. Analiza zelu poddanego barwieniu ligandem NMM selektywnym wobec
réwnolegtych kwadruplekséw ujawnita intensywny prazek tylko dla czasteczki CCC/G, czyli data
wynik zgodny z analiza NMR. Badania stabilnosci termicznej za pomoca widm UV wskazaty, ze
temperatura topnienia (260 nm) dla CCC/U" byfa o 8 stopni nizsza od wyznaczonej dla CCC/G'. Poza
tym obecnoé¢ dtugich koricéw w strukturze CCC/U' destabilizowata tez domene dupleksu DX i
kwadrupleksu 2Q.
Dodatkowo poréwnano wiasciwosci hybrydowych struktur dupleks-kwadrupleks w serii DNA:RNA i
RNA-RNA. Tylko czasteczka DNA-CCC/G' data sygnaty NMR typowe dla dupleksu i kwadrupleksu,
natomiast sygnaty DNA-CCC i DNA-CCC/U" pochodza prawdopodobnie od ustrukturyzowanych
pojedynczych nici. Poza tym wyniki wskazaty, ze generalnie zastgpienie oligorybonukleotydu CCC
oligodeoksynukleotydem DNA-CCC prowadzi do bardzo niestabilnej struktury DNA-CCC/U".

Kolejny etap badan polegat na wprowadzeniu do nici antysensowej nienukleotydowych
modyfikacji chemicznych. Celem byto uzyskanie bardziej stabilnych struktur hybrydowych typu
dupleks-kwadrupleks wobec mniej stabilnych struktur nieuporzadkowanych, a wigc poprawienie
selektywnosci wzgledem sekwencji docelowych. Wprowadzono cztery typy modyfikacji struktur: (i)
dodatkowa grupa 2’-OCHs,, (ii) reszty bez zasady heterocyklicznej (abasic) i alifatyczne taczniki, (iii)
podstawniki typu grupa fosforanowa, reszta adenozyny na koncu 5’ oraz (iv) rowniez na konicu 5
pochodna 0-BMVC, ligand selektywny wobec kwadruplekséw. Powstaty w ten sposéb rézne
sekwencje nukleotydowe o potencjalnie réznej zdolnosci hybrydyzacji z docelowymi sekwencjami
mRNA. Analiza rejonu iminowego widm NMR wskazata, ze wiekszo$¢ modyfikowanych
oligonukleotydéw wystepuje w roztworze w réwnowadze pomiedzy dwiema konformacjami: spinka i

kwadrupleksem, a w przypadku czgsteczek paa i Aaa dominujgcg formg w roztworze jest
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kwadrupleks. Ciekawe wyniki dato tez poréwnanie temperatur topnienia, gdzie najstabilniejszy byt
oligonukleotyd CCC w postaci spinki.

Oddzielnym i gtéwnym etapem badar byto poznanie jaki wptyw majg w/w nienukleotydowe
modyfikacje chemiczne na tworzenie i stabilnos$¢ struktur hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks
oraz dupleks z nieuporzgdkowanymi koncami. Zaskakujgcym wynikiem byto, ze po hybrydyzacji z
taficuchem G', niezaleznie od typu modyfikacji powstajg generalnie struktury hybrydowe dupleks-
kwadrupleks, natomiast inny obraz, szczegdlnie w zakresie G-tetrad powstaje dla czasteczek o
sekwencji UT i dotyczy to gtéwnie elementéw zmodyfikowanych chemicznie. Zwraca uwage réwniez
analiza temperatur topnienia, ktére mimo modyfikacji chemicznych niewiele réznig sie¢ pomiedzy
strukturami hybrydowymi, ale $wiadczg o wyzszej stabilnosci struktur DQH niz Dss. Z kolei wyniki
analiz elektroforetycznych wskazaty, ze generalnie wszystkie oligonukleotydy migrowaty podobnie jak
CCC/G', ale (i) sekwencje paa/GT, pL3G/GT, pL4C/GT wskazywaly na obecno$¢ dwoch konformerdw,
(i) sekwencje pl2, pL3, pL4 migrowaly wolniej, (iii) dla sekwencji Aaa/GT i AaC/GT nie
zaobserwowano wyraznych prazkéw. Nasuneta sie sugestia, ze niezaleznie od typu modyfikacji w
komorkach bedg powstawaty struktury DQH i Dss, a zaleze¢ to bedzie od rdznicy jednego nukleotydu
w sekwencji docelowe;j.

W dalszym etapie nadal celem byto uzyskanie réznic w stabilnosci DQH i Dss. Wprowadzone
zostaty do badan antysensowe oligonukleotydy z G4-ligandami przyfgczonymi kowalencyjnie do
konica 5’ oligorybonukleotydu CCC poprzez C6 aminotagcznik. Ich zadaniem byfa efektywna inhibicja
translacji. Badane ligandy: 0-BMVC i 0-BMVC-C3 wykazaty do 20 razy wyzsze powinowactwo do
struktur z motywem kwadrupleksu niz do pozostatych. Poza tym wigzanie obu ligandéw do hybrydy
paa/G' byto dwukrotnie silniejsze niz do innych struktur hybrydowych, co wskazuje na role obu
elementéow (p,a) tej struktury. Charakterystyczny wynik tworzenia struktur dwuniciowych
komplekséw 0-BMVC-C3—CCC/G' i 0-BMVC-C3—CCC/U’ otrzymano metodg elektroforetyczng, przy
czym strukture hybrydowg zaobserwowano tylko dla 0-BMVC-C3—CCC/G'". Z kolei wzrost stabilnosci
termicznej oznaczony dla 0-BMVC-C3—CCC/G" w stosunku do CCC/G' tez nie byt zbyt wysoki. Jednak
Autorka wskazuje, ze obserwowane oddziatywanie liganda z domeng kwadrupleksu moze mie¢
znaczenie w warunkach komaérkowych zapobiegajgc rozplataniu kompleksu przez G4-helikazy.

Gdy proces translacji zalezy od kwadrupleksu gtéwng role odgrywa zawada steryczna
poniewaz kwadrupleksy stanowig przeszkode dla rybosomu poruszajgcego sie wzdiuz mRNA.
Efektem korzystnym bytaby dodatkowa stabilizacja struktury kwadruplekséw, gdyz uzyskalibySmy
pozadany efekt inhibicji wybranych proceséw biologicznych. W dalszym etapie pracy
przeprowadzone zostaty badania zmierzajgce do potwierdzenia, ze stabilizacja kwadruplekséw mRNA
przyczynia sie do represji jego translacji. W tym celu wykorzystano model genéw reporterowych
(biatka GFP, zielonej fluorescenciji). Wymagato to otrzymania oligonukleotydéw antysensowych
komplementarnych do sekwencji promotorowej odpowiedniego genu. Dzigki pomocy Prof. Piotra
Koztowskiego udato sie znalezé mutacje punktowg w genie EGFR spetniajgcg zadane wymogi.
Doktorantka zaprojektowata cztery antysensowe oligonukleotydy (ASO) i wprowadzita je do wektora
plazmidowego. Realizacje dalszych badan czyli zweryfikowanie strategii wyciszania ekspresji genu
zaleznej od struktur kwadrupleksowych RNA na matrycy mRNA w ludzkich komorkach

nowotworowych Hela przeprowadzona zostata we wspdtpracy z dr Agnieszka Fedoruk-Wyszomirska



z Pracowni IChB PAN kierowanej przez Prof. Elize Wyszko. Powiedziatabym, ze wyniki tych badan
przedstawiono w perfekcyjnej formie w tabeli 5. Réwniez podsumowanie badan zilustrowano w
sensie dostownym za pomoca tabel 91-93.

Komorki transfekowane dwufunkcyjnymi oligorybonukleotydami daty najstabsza intensywnos¢
fluorescencji dla sekwencji los-G mRNA zawierajgcych segment kwadrupleksu 1, 4 oraz 7 dajgc efekt
wyciszenia ekspresji biatka w 70-80%. Natomiast przy tworzeniu dupleksu z docelowym mRNA
najsilniej ekspresje wyciszat oligonukleotyd 9 (64%). Przy réznicy tylko jednej reszty, dla los-U efekty
byty podobne, ale ilosciowo troche stabsze niz dla los-G. W przypadku komérek transferowanych
fragmentem genu EGFR w dwdch wersjach, typ dziki i mutant, najsilniejsze wyciszenie ekspresji, 70-
80%, zaobserwowano réwniez dla fragmentu zdolnego do tworzenia kwadrupleksu. Wyniki
potwierdzity wiec dominujgcg role domeny kwadrupleksowej w procesie represji translacji.
Natomiast badania wptywu oligonukleotyddw antysensowych na aktywnos¢ zintegrowanych genéw
EGFR-G-EGFP wskazaty wstepnie, ze mozliwe jest selektywne wigzanie sie liganda NMM, co
stabilizuje tworzacy sie kompleks G4-ligand-kwadrupleks. W sumie wyniki otrzymane w
eksperymentach dr Fedoruk-Wyszomirskiej na komoérkach nowotworowych potwierdzity, ze
zaproponowane przez Doktorantke oligorybonukleotydy zawierajgce zaréwno segment dupleksu jak i
kwadrupleksu mogg by¢ duzo lepszym modelem dla wyciszania ekspresji gendw, 69-86%, niz zwykte
oligonukleotydy antysensowe, 28-51%.

Przy ilosciowym poréwnywaniu poziomu ekspresji odpowiednich genéw zauwazamy, ze
elementem, ktérego nie ma w pracy jest statystyczna analiza wynikéw. Jej brak szczegoélnie rzuca sig
w oczy gdy interpretacja wynikdw polega na poréwnaniu wysokosci ,,stupkéw” jak na str. 146-150 czy
poréwnywaniu matych réznic wyrazonych w procentach. Nie zawsze jesteSmy pewni czy wskazane

réznice mieszczg sie w granicach bfedu czy sg istotne.

Dyskusja wynikow

Przedstawiong dyskusje wynikdw podzielitabym na kilka czesci o réznym charakterze. W
pierwszej z nich Autorka przedstawita bardziej streszczenie otrzymanych wynikéw niz
podsumowujgcg wyniki dyskusje. Dopiero od potowy tego rozdziatu tekst jest bogatszy w elementy
dyskusji. Na przyktad na str 155 podane jest zatozenie, ze nienukleotydowe modyfikacje
wprowadzone do domeny Dss nie wptyng na strukture tej domeny, a wyniki wskazaty, ze dla trzech
chemicznie modyfikowanych oligonukleotyddw pojawia sie struktura kwadrupleksu. Wobec tego
dalej pojawia sie dyskusja dlaczego taki efekt moégt wystgpi¢. Rowniez ostatni akapit na stronie 156
jest przyktadem dobrej dyskusji, gdzie przedstawione sg watpliwosci, ktore uzasadnity podjecie
eksperymentu, ktéry wykazat, ze wstepne utrwalenie struktury poszczegélnych nici nie zamkngto
mozliwoséci powstania struktury hybrydowej typu dupleks-kwadrupleks. W podobny sposob
przeprowadzona jest dyskusja na str.157 o innym niz pozostate struktury hybrydowe oddziatywaniu
czasteczki paa/G' z ligandami 0-BMVC i 0-BMVC-C3 czy o wplywie tych ligandéw na stabilizacje
termiczng w warunkach komérkowych, gdzie oddziatywanie ligand kwadrupleks moze obnizac¢
aktywno$¢ helikaz i obnizy¢ mozliwo$¢ rozplatania kwadrupleksu w komérce.

Elementem istotnym w tej czesci pracy jest ostatni punkt bedacy zwieztym podsumowaniem
osiggnie¢ Doktorantki. Jest to krotki tekst, ale peten tresci i stanowi bardzo dobry element

zakonczenie pracy.



Edycja pracy

Elementem wyrdzniajgcym niniejszej pracy jest bardzo staranne i czytelne przedstawienie
wynikéw pochodzgcych z eksperymentéw NMR, danych spektroskopii UV zastosowanych do badania
stabilnoéci termicznej (staranne krzywe topnienia) oraz podziatéw elektroforetycznych dajgcych
mozliwo$¢ poréwnania migracji czasteczek.

Na szczegdlne uznanie zastuguje szerokie zastosowanie w rysunkach miniaturowych
schematéw struktur przestrzennych réznych form czgsteczek DNA i RNA, co bardzo utatwia
interpretacje poszczegolnych eksperymentow.

Tekst pracy doktorskiej zawiera bardzo mato btedéw edytorskich typu braku liter czy pomytki
w tekscie, dlatego pomine ich wyliczanie. Usunetabym jedynie z tekstu wyrazy/zwroty: uzywajqc (str
95), wpierw (str.107), uzytych buforéw (str.112). Drobnym mankamentem w niniejszym egzemplarzu

pracy sg podwadjnie dofagczone strony 151-154 oraz 143-150.

Whioski koncowe

Podsumowujgc, recenzowana praca doktorska mgr Karoliny Zielinskiej prezentuje bardzo
wysoki poziom przeprowadzonych badani. Wskazuje na kompetencje Doktorantki w zakresie metod

detekcji i opisu oddziatywan oligonukleotydéw z zastosowaniem réznych metod spektroskopowych.

Stwierdzam, ze rozprawa Pani Karoliny Zielinskiej pt. ,Potencjaf terapeutyczny
oligonukleotyddéw bogatych w reszty guanozyny. Charakterystyka strukturalna i funkcjonalna” spetnia
wszystkie wymagania stawiane pracom doktorskim przez Ustawe o Stopniach i Tytule Naukowym i
przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu wniosek o

dopuszczenie Pani mgr Karoliny Zielinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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