UNIWERSYTET
MIKOtAJA KOPERNIKA
W TORUNIU

Wydziat Nauk Biologicznych
i Weterynaryjnych

Torun, dnia 20.02.2023 r.

dr hab. Dariusz Jan Smolinski, prof. UMK

Katedra Biologii Komorkowej i Molekularnej

Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych
Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych Technologii
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani magister Natalii Bartys$ pt. ,Optymalizacja potencjalu
oligonukleotydow antysensowych w regulacji alternatywnego splicingu w
nowotworowych liniach komérkowych”

Rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem dr hab. Anny Pasternak,
prof. ICHB i promotora pomocniczego dr inz. Jolante Lisowiec-Wachnickiej, w Zaktadzie
Bioinzynierii Kwaséw Nukleinowych Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu. Niniejszg ocene wykonatem jako osoba powotana do funkcji recenzenta

na podstawie decyzji Rady Naukowej Instytutu ICHB PAN.

Terapie genowe cho¢ bardzo czesto trudne do przeprowadzenia, sa moim zdaniem
przyszloscia medycyny w przypadku leczenia wielu choréb nowotworowych. W
przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej podjeto bardzo udana probe zastosowania
narzedzi molekularnych dla przywrocenia optymalnego balansu pomiedzy dwiema formami
splicingowymi genu kinazy pirogronianowej (PKM). Kinaza ta katalizuje defosforylacje
fosfoenolopirogronianu do pirogronianu z jednoczesnym wytworzeniem czasteczki ATP.
Enzym ten zbudowany jest z czterech domen: wigkszych A, B i C oraz malej domeny N-
koncowej. W genie tym kodowanych jest 12 eksonéw oraz 11 intronéw. Alternatywny
splicing prowadzi do powstania dwoch transkryptéw genu, z dwoma wzajemnie
wykluczajacymi sie eksonami. Produktami tego genu sg dwie izoformy PKM1, PKM2.
Transkrypt PKM1 wystepuje z eksonem 9 (bez eksonu 10), a transkrypt PKM2 z eksonem 10

(bez eksonu 9). Oba eksony maja taka samg dtugos¢, jednak roéznig sie od siebie sekwencja,
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ktora koduje aminokwasy wchodzace w sktad domeny C. Domena ta odpowiedzialna jest za
tworzenie dimeréw i tetrameréw biatka PKM. Izoforma PKM1 wystepuje w postaci
tetrameru, przewaza w komorkach, ktéore wymagaja dostarczania duzej ilosci energii takich
jak komorki migsniowe. Charakteryzuje si¢ ona silnym powinowactwem do
fosfoenolopirogronianu. Izoforma PKM2 z kolei moze wystepowac¢ zarowno w formie
tetrameru, jak i dimeru. W przeciwienstwie do formy tetrameru, ktéra ma silne
powinowactwo do fosfoenolopirogronianu, forma dimeru charakteryzuje si¢ slabg
aktywnoscia kinazowa, co wynika z niskiego powinowactwa do PEP. PKM2 przewaza w
komorkach szybko dzielgcych sie. Wystepowanie tego wariantu biatka jest naturalne dla
komoérek embrionalnych 1 macierzystych. W zwigzku ze zdolnoscia komorek
nowotworowych do szybkiej proliferacji, PKM2 jest gléwng kinaza pirogronianowsg
produkowang przez te komorki. Nadekspresja izoformy PKM2 zostala zidentyfikowana
miedzy innymi w nowotworach trzustki, piersi, prostaty czy jajnika.

Biatko PKM2 ze wzgledu na fakt, ze przewaznie wystepuje w formie mniej aktywnego
dimeru, pelni kluczowsg role w zwiekszeniu mozliwosci produkowania zwigzkow
budulcowych dla proliferujacej komorki. Katalizuje ono przemiang fosfoenolopirogronianu
w pirogronian ale z niskg aktywnoscig charakterystyczng dla formy dimeru. Z tego powodu
dochodzi do nagromadzenia si¢ produktow posrednich glikolizy, ktore zamiast by¢
przeksztalcane w kolejnych etapach glikolizy i cyklu Krebsa, trafiaja do szlakow
biosyntetycznych, ktoére dostarczaja niezbednych skladnikéw dla szybko proliferujacych
komorek. Dzialanie izoformy PKM2 nie ogranicza si¢ tylko do defosforylacji
fosfoenolopirogronianu, gdyz PKM2 moze ulegac¢ rowniez translokacji do jadra, gdzie pelni
funkcje kinazy biatkowej oraz kofaktora transkrypcji. PKM2 jako transkrypcyjny kofaktor
oddzialuje z czynnikiem transkrypcyjnym HIF-1, ktéory w wyniku tej interakcji wiacza
ekspresje gendéw transportera glukozy 1 (SLC2A1), dehydrogenazy mleczanowej (LDHA)
oraz kinazy dehydrogenazy pirogronianowej 1 (PDK1). Wszystkie te biatka sa niezbedne dla
przeksztalcenia metabolizmu komérkowego z fosforylacji oksydacyjnej w glikolize.

W podobny sposoéb biatko PKM2 jest zaangazowane w proces angiogenezy w guzie
nowotworowym. Badania przeprowadzone na komérkach raka trzustki wykazaty, ze PKM2
po translokacji do jadra, oddzialuje z NF-kB oraz HIF-1, przez co dochodzi do wlaczenia
ekspresji biatka VEGF-A, ktory jest niezbedny do tworzenia nowych naczyn krwionosnych.
Kolejna charakterystyczna cecha komoérek nowotworowych jest ich zdolnos¢ do migracji
oraz inwazji. Biatko PKM2 bierze udzial w kaskadzie przekazywania sygnatow, ktoéra

prowadzi do nabycia przez komoérki nowotworowe zdolnosci do inwazji.



Wymienione wyzej przyklady funkcji biatka PKM1 i PKM2 w réznych komorkach sugeruja,
ze biatka to moze by¢ interesujacym celem dla opracowywania nowych terapii
przeciwnowotworowych.

Celem badan byla optymalizacja narzedzi terapeutycznych, ktére moga mie¢ zastosowanie
w regulacji alternatywnego splicingu genu PKM. Ze wzgledu na fakt, ze izoforma PKM2
pojawia sie w komoérkach nowotworowych jako skutek zmian w regulacji alternatywnego
splicingu genu PKM, autorka dysertacji podjela probe przekierowania alternatywnego
splicingu na zwigkszona produkcje izoformy PKM1.

W badaniach swoich zastosowata dwa typy narzedzi molekularnych.

Pierwsze to dwufunkcyjne oligonukleotydy antysensowe (ang. bifunctional antisense
oligonucleotides, BASOs), ktore skladaja sie z czeSci antysensownej odpowiedzialnej jest za
przylaczenie oligonukleotydu do docelowej sekwencji pre-mRNA. Oraz czesci
regulatorowej, ktora jest rozpoznawana przez czynniki splicingowe. Zastosowanie
odpowiedniej sekwencji regulatorowej umozliwia $ciagniecie czynnikéw splicingowych w
poblize regulowanej sekwencji pre-mRNA.

Drugi typ zastosowanych narzedzi to, oligonukleotydy antysensowe zmieniajace splicing
(ang. splice switching oligonucleotides, SSOs) komplementarnie z sekwencjami
regulatorowymi w pre-mRNA ktore po hybrydyzacji z tg sekwencja uniemozliwiajg na
oddzialywanie z czynnikami splicingowymi, ktore wplywajg na regulacje/zajscie procesu
splicingu.

W pracy Pani magister Natalia Barty$§ przeprowadzita optymalizacje dzialania obu
potencjalnych narzedzi terapeutycznych, w celu zmiany poziomu miedzy obu formami
splicingowymi. Przetestowala rowniez wplyw tych modyfikacji ekspresji obu form genu
PKM na zdolno$¢ do migracji i inwazji komérek nowotworowych.

Uktad pracy jest zgodny z zasadami redagowania rozpraw doktorskich. Tres¢ odpowiada
tematowi okreslonemu w tytule. Rozprawa zostala podzielona na standardowe w pracach
biologicznych rozdzialy. Nazwa rozdzialu ,Przeglad literatury” troszke roézni sie od
klasycznej w tym przypadku nazwy ,Wstep” ale wydaje mi sie, ze moze by¢ zamiennie
stosowana. Rozdzial ten podobnie jak caly tekst dysertacji jest syntetycznie napisany i
stanowi §wietne wprowadzenie do badan. Cel pracy jaki w tej pracy zostat postawiony jest
bardzo ambitny, a uzyskane wyniki s3 w pelni oryginalne i ciekawe. Cze¢$¢ rozprawy
dotyczaca stosowanych przez Autorke dysertacji materialéw i metod opisana jest z

dokladnoscia ~ wystarczajagca do  powtdrzenia eksperymentéw, bez nadmiernej



szczegOlowosci, z dbaniem o sedno sprawy. Uzyte w tekscie pracy tabele i ryciny dobrze

uzupelniaja tresci zawarte w rozdziatach.

Do najwazniejszych wynikow pracy nalezy zaliczyé¢:

e  Wybor i optymalizacja dwoch efektywnych sekwencji regulatorowych BASO.

e Wybranie najlepszej liczby powtorzen motywow RNA wigzacych biatka

regulatorowe.

e Wykazanie zasadnosci uzycia rozgatezien oligonukleotydu, w celu maksymalizacji
efektu regulatorowego dla sond BASO
e Skuteczne przetestowanie efektywnosci dziatania oligonukleotydow BASO na

odrebnych liniach komérkowych.

e Uzyskanie bardzo obiecujacych wynikow przy zastosowaniu zmodyfikowanych
nukleotydow podczas optymalizacji SSO, szczegdlnie przy zastosowaniu

nukleotydow LNA.

Uwagi:

Badania przedstawione w tej rozprawie wpisuja sie w najlepszy nurt badan
eksperymentalnych w biologii i biomedycynie. Nalezy podziwia¢ zaplanowanie oraz logike
prowadzonych kolejnych eksperymentoéw, ktore pozwolily na uzyskanie bardzo ciekawych
wynikow. Wyniki te pozwolily na napisanie bardzo ciekawego rozdzialu Wyniki i dyskusja,
ktory pokazuje dojrzalosé naukowa Autorki. Tak jak w kazdym obszernym tekscie, obecne

sa naprawde nieistotne drobne bledy edytorskie, ktore sa nie do unikniecia.

Nie mam istotnych uwag do pracy i z przyjemnoscia wystucham referatu oraz obrony

doktoratu. Na koniec z ciekawosci mam do Autorki tej rozprawy pytanie:

W dyskusji autorka podjeta problem potencjalnego oddziatywania, szczegoélnie sond SSO na
inne geny poza docelowym genem PKM. Czy poza analiza ekspresji metoda RT-qPCR byla
lub jest planowana analiza catych zmienionych transkryptoméw badanych komoérek. Byloby

to istotne rowniez z punktu widzenia potencjalnego zastosowania terapeutycznego.



Rozprawa doktorska Pani magister Natalii Barty$ zawiera wazne i oryginalne wyniki,

swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu doktorantki do prowadzenia badan.

W podsumowaniu, na podstawie dokonanej wysoce pozytywnej oceny rozprawy
doktorskiej, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021
r. poz. 478, 619, 1630) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
o dopuszczenie Panig magister Natalie Barty$ do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Ze wzgledu na wysoka warto$¢ poznawczg badan, uznaje prace za wyrdzniajaca sie i
pozwalam sobie ztozy¢ wniosek do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o

wyroznienie tej rozprawy stosowna nagroda.
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