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RECENZJA
Pracy doktorskiej Pani mgr Karoliny Zielifiskiej
pt.: ,Potencjal terapeutyczny oligonukleotydéw bogatych w reszty guanozyny.
Charakterystyka strukturalna i funkcjonalna”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Karoliny Zielifiskiej zostata
wykonana w Zaktadzie Biomolekularnego NMR, Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu, pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Zofii Gdaniec oraz dr Doroty
Gudanis, pemigcej role promotora pomocniczego. Tytut pracy sugeruje, iz miesci sie ona
w nurcie badan nad G-kwadrupleksami, czteroniciowymi strukturami formowanymi przez
oligonukleotydy bogate w reszty guanozyny czyli nad tematyka, ktéra od dhuzszego czasu
zajmuje si¢ Zespdt Pani promotor.

Praca doktorska dotyczy poznania wiasciwosci oligonukleotydéw antysensowych
zawierajacych dodatkowo segment bogaty w reszty guanozyny oraz sprawdzenia mozliwosci
wykorzystania ich do selektywnego rozpoznania docelowych sekwencji RNA, w ktérych
wystapita mutacja punktowa. Cele szczegblowe pracy obejmowaty: (1) zaprojektowanie
1 otrzymanie modelowych, dwufunkcyjnych oligonukleotydéw antysensowych w serii RNA
1 DNA oraz sekwencji docelowych roznigcych sie jedna reszta nukleotydowa w regionie
bogatym wreszty guanozyny; (2) zaprojektowanie i otrzymanie dwufunkcyjnych
oligorybonukleotydéw  zawierajacych modyfikacje chemiczne; (3) charakterystyke
hybrydowych  struktur  typu  dupleks-kwadrupleks  (DQH) oraz  dupleksu
z nieuporzgdkowanymi konicami (Dss) za pomoca wybranych metod biofizycznych tj.
'H NMR, spektroskopii UV-Vis, CD oraz elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (PAGE)
w warunkach natywnych; (4) okreslenie wpltywu liganda stabilizujacego kwadrupleks (G4-

liganda) na tworzenie si¢ struktur DQH lub Dss; (5) przetestowanie in cellulo strategii
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wyciszania ekspresji genow kodujacych bialko EGFR Iub jego zmutowany odpowiednik

EGFR-L858R, zaleznej od powstania struktur kwadrupleksowych na matrycy mRNA,

z wykorzystaniem linii komoérek HelL a.

Ocena pracy
Z formalnego punktu oceniana praca doktorska ma forme klasycznej rozprawy

zpodziatem na 10 czesci: streszczenie w jezyku polskim i angielskim (abstract),
wprowadzenie, cel pracy, czgs¢ literaturowa, wyniki, dyskusje, materiaty i metody, oraz spis
cytowanej literatury obejmujacy 185 pozycji. Praca poprzedzona jest wykazem publikacji
1 wystagpien konferencyjnych Doktorantki oraz informacja o kierowaniu grantem badawczym
stuzacym rozwojowi mlodych naukowcow IChB PAN (edycja 2018), zatytutowanym: Nowe
uktady hybrydowe RNA typu dupleks-kwadrupleks o potencjale do regulacji ekspresji gendw.
Ponadto. tuz za spisem tre$ci umieszczono wykaz skrotow stosowanych w pracy (str. 16-17).
Praca zostala napisana w jezyku polskim i obejmuje 183 strony, na ktérych igcznie
zamieszczono 94 rysunki oraz 5 tabel. Cata praca jest bogato ilustrowana i przygotowana
bardzo starannie pod wzgledem edytorskim. Dodatkowym utatwieniem dla czytelnika
sledzacego wyniki i ich dyskusje stanowi laminowana wktadka, zawierajgca Tabele 1 i Tabele
2 (oryginalnie obie tabele znajdujg si¢ odpowiednio na stronie 100 i 112 rozdziatu
VI. Wyniki).

W liczacym pigé stron wprowadzeniu Autorka w sposdb interesujacy przedstawia
problematyke badawcza rozprawy, jednoczesnie uzasadniajgc stosowanie nazwy
dwufunkcyjny oligonukleotyd w odniesieniu do przedmiotu badan czyli oligonukleotydow
zdolnych do tworzenia struktur hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks (DQH)
z komplementarnym fragmentem docelowego mRNA. Do realizacji zatozef pracy wybrano
docelowy mRNA o sekwencji zawierajgcej motyw GGGCUGG, ktéry w wyniku mutacji
punktowej w genie kodujacym EGFR u chorych na niedrobnokmoérkowego raka ptuca ulega
zmianie na GGGCGGG. Czgsé¢ literaturowa zaczyna sie od wprowadzenia czytelnika
w tematyke G-kwadrupleksow DNA iRNA, w szczegélnosci oméwione sg elementy

wplywajace na ich réznorodna topologi¢ oraz niekanoniczne motywy strukturalne
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kwadruplekséw RNA (np. U-tetrady). W kolejnej czesci Doktorantka opisata szczegbtowo
czynniki wplywajace na stabilnos¢ struktur kwadrupleksowych. Podrozdzialy omawiajace
wystepowanie i znaczenie kwadrupleksow oraz struktur hybrydowych typu dupleks-
kwadrupleks, oraz po$wiecone strategiom terapeutycznym w szczegélnosci w aspekcie
terapeutycznych oligonukleotydéw, uzasadniajg naukowo podjecie dzialan ukierunkowanych
na wykorzystanie struktur hybrydowych typu dupleks-kwadrupleks (DQH) jako narzedzia do
wyciszania ekspresji genéw. Notabene, w podrozdziale V.8 oméwiona jest nadekspresja genu
EGFR (czyli receptora czynnika wzrostu naskorka), ktéra wystepuje w wiekszosci komoérek
nowotworéw zlosliwych, w tym we wspomnianym juz niedrobnokomoérkowym raku phuc.
Autorka dokonata takze przegladu metod biofizycznych i biochemicznych stosowanych
w badaniach G-kwadruplekséw. Warto wspomnie¢ tez o niewielkim podrozdziale
odnoszacym sie do obecnej sytuacji pandemicznej na $wiecie, zatytutowanym ,,Szczepionki
mRNA przeciw COVID-19”. Autorka stusznie zauwaza tutaj, ze ,,sukces szczepionek mRNA
otwiera perspektywy wykorzystania RNA do innych zastosowan terapeutycznych”.

Po obszernym rozdziale literaturowym, mgr Karolina Zielinska przystepuje do opisu
przeprowadzonych eksperymentéw i tym samym omoéwieniu wynikéw badan. W rozdziale VI
zatytutowanym Wyniki, zawartych jest wiele rysunkéw (zawierajacych np. widma NMR,
profile topnienia czy schematy badanych struktur), ktore pozwalaja bez trudu sledzi¢ tok
rozumowania Doktorantki podczas analizy wynikéw. W miare mozliwosci postaram sig
w sposob kompaktowy przyblizy¢é wyniki tych badan i ich interpretacj¢ przedstawiong przez
Autorke. Pierwszym etapem prac byto zweryfikowanie mozliwosci tworzenia réznych
struktur drugorzedowych (DQH Ilub Dss) w zaleznosci od tego, czy ni¢ docelowa,
rozpoznawana przez zaprojektowany dwufunkcyjny oligonukleotyd o sekwencji 5°-C-GGG-
C-GGG-C-CUUCAAGUCCGGCA-3’ (CCC), zawierata motyw -GGGCGGG- (ni¢ zwana
G") czy tez motyw ~GGGCUGG- (ni¢ zwana U"). Na podstawie analizy widm 'H NMR
badanych uktadéw CCC/GT i CCC/UT oraz czasteczek referencyjnych (UT, GT, CCC, 2Q,
DX) Autorka stwierdzita, ze zaprojektowana czgsteczka CCC/G' przyjmuje oczekiwana

strukture hybrydows typu dupleks-kwadrupleks. Postulat ten zostat potwierdzony za pomoca
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elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w warunkach natywnych. Analiza profili topnienia
otrzymanych przy obu dlugosciach fali (260 1295 nm), w buforze potasowym dla
modelowych uktadéow CCC/GT i CCC/UT oraz kwadrupleksu 2Q i dupleksu DX doprowadzita
Autorke do wniosku, ze trwato$é termiczna CCC/GT jest w obu przypadkach (69,4 °C
wyznaczone przy 260 nm i 68,8 °C wyznaczone przy 295 nm) wigksza niz DX (64,4 °C
wyznaczone przy 260 nm) i 2Q (65,5 °C wyznaczone przy 295 nm), za$ uklad CCC/UT jest
mniej stabilny niz DX. Autorka wykonata tez analogiczne eksperymenty dla nici
antysensowej w serii DNA. Zgodnie z oczekiwaniami, stwierdzila, ze temperatura topnienia
dla struktury RNA:RNA byla o okoto 8 °C wyzsza niz dla odpowiedniej czasteczki
DNA:RNA. Opisane w tym rozdziale eksperymenty byty prowadzone w obecnosci kationé6w
potasu (60 mM) lub sodu (160 mM). Autorka zauwazyta, ze rodzaj jonu, jak i sita jonowa
wplywaja znaczaco na réznice w stabilnosci termicznej uktadu CCC/U™. Czy zatem inne jony,
w szczegdlnosci jony Mg?" wystepujace w Srodowisku wewnagtrzkomérkowym moglyby
zaburzy¢ stabilno$¢ obu domen w hybrydzie DQH i w konsekwencji doprowadzi¢ do
utworzenia dupleksu Dss?

Kolejna cze$¢ pracy jest poswiecona badaniom wiasciwosci dwufunkcyjnych
oligonukleotydéw poddanych modyfikacjom chemicznym tj. (1) wprowadzenie modyfikacji
2°-OMe do segmentu dupleksu; (2) wprowadzenie reszt pozbawionych zasad
heterocyklicznych (abasic) albo alifatycznych tacznikow roznej dtugoscei pomigdzy dwa bloki
guanozynowe lub pomiedzy segmentem dupleksu a kwadrupleksu; (3) dotgczenie grupy
fosforanowej (p) lub reszty adenozyny (A) na koncu 5° w miejsce reszty cytydyny
modelowego oligonukleotydu CCC. Analiza widm 'H NMR oraz profili migracji w zelu
poliakrylamidowym tak zmodyfikowanych 9 pojedynczych nici wykazala ich tendencje do
tworzenia struktur kwadrupleksowych, szczegélnie widoczne to bylo w przypadku
oligorybonukleotydéw paa i Aaa z dwiema resztami pozbawionymi zasad heterocyklicznych
(abasic). Autorka zaproponowata dodatkowy eksperyment 'H NMR, ktéry wykazal, ze
wstepne ustrukturyzowanie poszczegdlnych nici nie przeszkadza w powstaniu struktury

hybrydowej DQH. Nastepnie poréwnata widma "H NMR i krzywe topnienia zarejestrowane
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dla wszystkich struktur DQH iDss utworzonych po potaczeniu modyfikowanych
oligonukletydow antysensowych z nicig o sekwencji GT lub UT, zaréwno w buforze
potasowym, jak i sodowym. Analizujgc przebieg profili krzywych topnienia zarejestrowanych
przy 295 nm Autorka potwierdzita swoje wezesniejsze wnioski, wynikajgce z widm NMR, ze
czasteczki paa/UT, Aaa/UT i AaC/UT majg tendencje do zawigzywania domeny
kwadrupleksowej. Z kolei wnikliwa analiza profili migracji badanych uktadéw w zelu
poliakrylamidowym pozwolita uzyska¢ dodatkowe informacje o wptywie wybranych
modyfikacji na ich wlasciwosci, m.in. mozna bylo oceni¢ sktonno$¢ kwadruplekséw do
dimeryzacji. Autorka wyznaczyta temperatury topnienia niemodyfikowanych oraz
zawierajacych modyfikacje chemiczne struktur hybrydowych DQH oraz duplekséw Dss,
w obu buforach. Nastepnie, dla omawianych struktur (pytanie: wszystkich?) podjeta rowniez
probe wyznaczenia parametrow termodynamicznych, ale proces denaturacji uktadow
hybrydowych okazat si¢ niezgodny z modelem dwustanowym. Uwazam, ze przyczyny tego
zjawiska Autorka stusznie dopatruje sie w réznej stabilnosci poszczegdlnych domen. Co
istotne, do poparcia tej tezy Autorka postuzyta si¢ analizg temperaturowej zaleznosci widma
'H NMR oraz dwuwymiarowych widm NMR (tj. 2D 'H-N HSQC, 2D 'H-'H NOESY)
zarejestrowanych dla czasteczki paa/G'. Autorka skorzystata tez z analizy widm CD, gtéwnie,
aby potwierdzi¢ tworzenie rownoleglej domeny kwadrupleksu niezaleznie od typu i miejsca
wprowadzonej modyfikacji chemiczne;j.

Ponadto, celem zwickszenia stabilnoSci i selektywnosci dwufunkcyjnych
oligonukleotydow antysensowych, Doktorantka zaprojektowata uktad skladajacy sie
z modelowego oligonukleotydu CCC z przytaczong kowalencyjnie poprzez C6-aminolgcznik
przy koncu 5° pochodng 0-BMVC-C3. W pierwszej kolejnosci, Autorka wyznaczyla wartosci
statych wigzania, K, ligandow 0-BMVC i 0-BMVC-C3 z czterema wybranymi hybrydami
DQH oraz dupleksami CCC/UT i DX. W tej czeéci pracy brakuje mi: (1) wartosci statych
wigzania tych ligandéw do kwadrupleksu 2Q; (2) chociaz jednego rysunku z widmami emisji,
stanowigcymi podstawe do wykreslenia krzywej zaleznosci zmian fluorescencji od stezenia

dodawanego oligonukleotydu do roztworu liganda o-BMVC lub 0-BMVC-C3. Nastepnie
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udowodniono, ze ligand 0-BMVC-C3 wigze si¢ do domeny kwadrupleksu 1 wywoluje
niewielki (doktadnie mowigc o 2,7 °C) wzrost stabilnosci termicznej hybrydy o-BMVC-C3-
CCC/G". Zatem wykazano, ze w tak zaprojektowanych oligonukleotydach dwufunkcyjnych
(tzn. posiadajacych trwale zwigzany ligand selektywny wobec kwadrupleksu) tkwi potencjat
diagnostyczny i terapeutyczny.

Najistotniejszy wedtug mnie cel pracy czyli badania dotyczace sprawdzenia potencjatu
terapeutycznego zaprojektowanych oligorybonukleotydéw zostal wykonany we wspétpracy
z dr Agnieszkg Fedoruk-Wyszomirska, z Pracowni Analizy Struktur Subkomérkowych IChB
PAN. Wyniki eksperymentéw wyciszenia ekspresji genéw w srodowisku komoérek ludzkich
(linia Hela) zostaty opisane w wyodrebnionym rozdziale VII. Tutaj nasuwa si¢ pytanie, czy
konieczne bylo zamieszczenie tych wynikéw poza rozdzialem zatytutowanym Wyniki?

Jednoznacznie wykazano, ze oligorybonukleotydy zawierajace segment dupleksu
1 kwadrupleksu efektywniej (na poziomie 69-86%) wyciszaja ekspresje wybranych genow niz
klasyczne oligorybonukleotydy antysensowe, tworzace dupleksy z docelowym RNA (tu
obserwowano 28-51% poziom wyciszenia). W celu dalszej oceny potencjalnych zastosowarn
dwufunkcyjnych oligorybonukleotydow antysensowych poréwnano wzgledny poziom
wyciszenia genéw réznigcych sie tylko jedng reszta nukleotydowa (los-G vs los-U oraz
EGFR-G vs EGFR-U) za pomoca tych samych oligorybonukleotydéw antysensowych.
Eksperymenty te potwierdzity role domeny kwadrupleksowej w hamowaniu translacji.
Natomiast badania wykonane z uzyciem dwufunkcyjnych oligonukleotydow antysensowych
1 G-4 liganda (tu: NMM) wskazuja, ze obecno$é liganda NMM przyczynia si¢ do obnizenia
poziomu ekspresji genu kodujacego biatko fuzyjne EGFR-G-GFP. Szkoda, ze niemozliwe
okazalo si¢ poréwnanie wyciszenia poziomu ekspresji tego genu w obecnosci liganda o-
BMVC-C3 - wolnego, jak i kowalencyjnie przytaczonego do oligonukleotydu antysensowego.

W rozdziale VIII Autorka jeszcze raz w sposéb jasny i merytoryczny omawia
uzyskane wyniki i dyskutuje je w $wietle wynikéw uzyskanych przez innych badaczy. Bardzo
cickawym elementem dyskusji sg propozycje Autorki dotyczace dodatkowych

cksperymentéw, na przyktad takich, ktére pozwolity na wyeliminowanie tworzenia sig
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niewielkiej populacji struktury z kwadrupleksem dla czasteczek paa/UT, Aaa/UT lub takich,
ktére mogtyby potwierdzi¢ powstawanie réznych form dla trzech czasteczek: paa/GT,
pL3G/GT i pL4C/G". Merytoryczna czes$é recenzowanej pracy doktorskiej konczy sie nie
tylko wyraznym wypunktowaniem najwazniejszych osiggni¢é, ale takze zawiera plany
naukowe Doktorantki, w tym cheé¢ udowodnienia, ze kowalencyjne przytaczenie G-4 liganda
do dwufunkcyjnego oligonukleotydu antysensowego pozwoli na skuteczniejsze wyciszenie
ekspresji wybranego genu. W kontekscie tych planow, chcialabym zapyta¢ czy wykonywane
juz byly jakiekolwiek testy MTT z uzyciem oligonukleotydu o-BMVC-C3-CCC (czy tez
innych modyfikowanych oligonukleotydéw dwufunkcyjnych zaprojektowanych przez
Doktorantke) albo czy znana jest warto$é ICso dla liganda 0o-BMVC-C3?

W przedostatniej czesci rozprawy, zatytulowanej ,,Materialty i Metody” zostaty
zamieszczone informacje dotyczace stosowanych odczynnikow, aparatury pomiarowej oraz
programOw stosowanych do analizy i1 prezentacji danych eksperymentalnych. Ponadto
opisane zostaly metody stuzace do syntezy, oczyszczania i oznaczania ilosci otrzymanych
kwasow nukleinowych (w tym sposéb kowalencyjnego przytaczania pochodnej 0-BMVC-C3
do oligonukleotydu CCC) oraz opisano poszczegdlne procedury pomiarowe.

W tym miejscu chcialabym podkreslié, ze wysoko oceniam tadunek merytoryczny
niniejszej pracy, walory estetyczne tekstu, jak i szate graficzng. Jednak, w tak obszernej
rozprawie nie sposob unikngé uchybienn redakcyjnych i bledow edytorskich, czy tez
niefortunnych sformutowan, ktore z obowigzku recenzentki wymieniam ponizej:

Strona 15: Rozdziat VIII ma inny tytul w spisie tresci niz na stronie 151.

Strona 79: ,, /..../ mutacja w eskonie 21 polega na zmianie aminokwasu w pozycji 858
fancucha bialkowego z leucyny (L) na argining (A).” Pomijajac literowke w stowie ekson,
Autorka niefortunnie uzyta sformutowania ,,mutacja polega na zmianie aminokwasu”, zamiast
»mutacja prowadzi do zmiany aminokwasu”.

Strona 80: jest ,,otwiorzyty” zamiast ,,otworzyty” - druga literéwka.

Strona 100: w tytule Tabeli 1 Autorka btednie okreslita struktury DQH i Dss jako

dwuniciowe, zamiast struktury dwuczasteczkowe.
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Strona 105, 106: wyrazenie ,,po zlaniu /.../ nici” nie brzmi zbyt profesjonalnie.

Strona 143: powinno by¢ ,,Na rysunku 89 przedstawiony jest/.../ antysensowego.”

Strona 169: Rysunek 94 przedstawia de facto tabelg.

Strona 171: Czy rzeczywiscie widma emisji fluorescencji rejestrowano w przedziale
dhugosci fal od 450 do 650 nm jezeli dtugos$é fali wzbudzenia wynosita 470 nm?

W tekscie wystepujg tzw. sieroty czyli pojedyncze litery znajdujace si¢ w ostatnim
miejscu w wersie oraz brak jest spacji migdzy tekstem a numerem cytowanej pozycji
literaturowe;j, ujetej przez Autorke w nawias okragty. Ponadto, jako separator dziesigtny uzyto
kropki, tymczasem w jezyku polskim w tym celu stosuje si¢ przecinek. Czy nazwy gendéw
prawidlowo piszemy kursywa, za$ bialek duzg literg i prosto, czy na odwr6t?

W tym miejscu nalezy tez stwierdzi¢, ze znalezionych bledow jest niewiele i ze
w zaden sposob nie wplywaja na mojg pozytywng ocene rozprawy. Przedstawiono w niej
wartosciowe wyniki, ktore beda niewatpliwie pomocne w dalszym projektowaniu
dwufunkcyjnych oligonukleotydow antysensowych, spelniajgcych wysokie oczekiwania

stawiane zwigzkom o znaczeniu terapeutycznym.

Whiosek konicowy

W mojej opinii praca doktorska Pani Karoliny Zielifiskiej pt.: ,,Potencjatl terapeutyczny
oligonukleotydéw bogatych w reszty guanozyny. Charakterystyka strukturalna
i funkcjonalna” spelnia warunki okre§lone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
(z pézniejszymi zmianami) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
1 tytule w zakresie sztuki. Wobec tego wnioskuje o dopuszczenie mgr Karoliny Zielinskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie bioragc pod uwage wartosciowy
naukowo i wysoki poziom merytoryczny badan, a takze ich wszechstronno$é, zglaszam

wniosek do Rady Naukowej IChB PAN w Poznaniu o wyrdznienie tej pracy.
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