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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Natalii Bartys zatytutowanej , Optymalizacja potencjatu
oligonukleotydow antysensowych w regulacji alternatywnego splicingu w nowotworowych
liniach komérkowych”

Niniejszg recenzje wykonatem jako osoba powotana do funkcji recenzenta przez Rade
Naukowg Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (IChB PAN). Oceny dokonatem
wedfug obowigzujgcych uregulowan prawnych na podstawie przekazanej mi rozprawy
doktorskiej.

Praca doktorska mgr Natalii Bartys zostata wykonana w Zakfadzie Bioinzynierii Kwasdow
Nukleinowych IChB PAN w Poznaniu pod opiekg merytoryczng prof. IChB PAN, dr hab. Anny
Pasternak, petnigcej funkcje promotora oraz dr inz. Jolanty Lisowiec-Wachnickiej petnigcej role
promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim. W macierzystym zespole od wielu lat
prowadzone sg z duzym sukcesem badania nad zastosowaniem kwaséw nukleinowych i ich
analogdéw jako potencjalnych czynnikéw terapetycznych, zwtaszcza jako narzedzi interferencji
RNA, aptamerdw lub rdézinego typu oligonukleotyddw antysensowych. Oceniana praca
doktorska wpisuje sie wtasnie w ten nurt badan.

Szczegolnymi  obiektami  badan doktorantki byty modyfikowane antysensowe
oligonukleotydy nacelowane na regulacje alternatywneo splicingu pre-mRNA genu PKM. mRNA
tego genu mogg mie¢ wariantywnie wigczony ekson 9 lub 10, co skutkuje powstawaniem
dwdch nieznacznie rdéznigcych sie strukturalnie izoform biatkowych kinazy pirogronianowej,
odpowiednio PKM1 i PKM2, ktdre réznig sie zdolnoscig formowania di- i tetra-merdéw. Ta z kolei
roznica decyduje o tym czy komodrka zdobywa energie gtéwnie na drodze glikolizy czy
oddychania tlenowego, czy wykorzystuje fosfoenolopirogronian do rozmaitych szlakéw
biosyntezy. Prawidtowa dystrybucja tych dwdch izoform biatkowych ma zatem istotny wptyw na
metabolizm réznych typow komérek. W nowotworach zaobserwowano znaczacy wzrost ilosci
izoformy PKMZ2. Dlatego tez nadrzednym celem ocenianej pracy bylo zaprojektowanie i
przetestowanie roznych typow oligonukleotyddéw antysensowych wigzacych sie do sekwencji
eksonu 10 lub przylegtego fragmentu intronu 9 w celu ograniczenia wtgczania tego eksonu do
mRNA w procesie splicingu, a w konsekwencji do obnizenia ilosci izoformy mRNA, a co za tym
idzie izoformy biatkowej PKM2.

Oceniana rozprawa doktorska sktada sie z trzech gtéwnych czesci. Pierwsza zawiera
bardzo konkretnie nakreslony cel badan. Drugg stanowi niezbyt obszerny, liczacy 28 stron,
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wstep omawiajacy istniejgcy stan wiedzy w zakresie tematyki projektu. Doktorantka opisuje
mechanizm splicingu RNA, z szczegdlnym uwzglednieniem alternatywnego splicingu. Dalej
przybliza gtéwny obiekt badan jakim jest gen PKM oraz jego izoformy splicingowe mRNA i
biatka, zwtaszcza w kontekscie réznic funkcjonalnych i udziatu w procesie nowotworzenia. Czes¢
ta choc¢ krétka napisana jest w sposéb bardzo kompetentny i informatywny, a przygotowane
przez Doktorantke ryciny bardzo ufatwiajg zrozumienie nieraz ztozonych mechanizmoéw
molekularnych. Moze jedynie nieco zabrakto szerzej przedstawionych informacji o zmianach
ekspresji PKM w nowotworach, zwtaszcza w kontekscie ilosciowym (np. krotnosci zmian
izoform), ale réwniez o tym czy te zaburzenia dotyczg wszystkich typéw nowotwordéw oraz czy
sq odmienne w réznych fazach rozwoju nowotworu. Tutaj chciatbym réwniez zwréci¢ uwage na
kilka drobiazgdw. We wstepie napisano, ze miejsca 5’ss i 3’ss sg definiowane przez wiecej niz
jedng sekwencje konserwatywng. Jest to okreslenie nieprecyzyjne. Lepiej napisaé¢ o
sekwencjach o niskim zakonserwowaniu lub niskiej zachowawczosci. Nie ma tez sktadania czy
splicingu genu, ale pre-mRNA. W genie SMNZ2 nie pojawiajg sie mutacje, ale sg zmiany
nukleotydowe odrdzniajgce go od SMN1, a skutkujgce pomijaniem eksonu 7 w splicingu jego
pre-mRNA (s. 27). Na Rycinie 9A btednie zaznaczono U1l przy miejscu 3’ss, a powinno by¢
zaznaczone przy miejscu 5’ss alternatywnego eksonu. Ponadto na str. 42 jest napisane, ze
»Nusinersen oddziatuje z sekwencjg wyciszajgca splicing w eksonie 7 genu SMN2”. Nusinersen
wigze sie z sekwencjg ISS w intronie 7 tego genu.

Trzecim, najobszerniejszym elementem rozprawy jest drobiazgowy opis zasadniczej czesci
pracy, rozpoczynajacy sie przedstawieniem i przedyskutowaniem uzyskanych wynikéw
prowadzonych badan, a konczacy sie opisem metodyki badawczej. Jest to dosc¢ tradycyjny uktad
rozprawy pozwalajagcym na logiczne wprowadzanie poszczegdlnych tresci. Na uwage zastuguje
bardzo klarowny opis poszczegélnych podrozdziatéw, w ktérych znajduje sie krotkie
wprowadzenie ukazujgce celowos¢ podjecia konkretnych zadan badawczych, a konczy konkluzja
nie wykraczajgca w wiekszosci przypadkdéw poza realny wynik przeprowadzonych
eksperymentow. Jednoczesnie konkluzjom towarzyszy dyskusja z wynikami innych, wczesniej
opublikowanych badan.

Celem pierwszej czesci realizowanych badan byto zaprojektowanie dwumodutowych
oligonukleotyddéw antysensowych typu BASO do efektywnej regulacji alternatywnego splicingu
pre-mRNA genu PKM. Docelowo w czesSci regulatorowej oligomerdw miatyby sie znaleié
sekwencje RNA wigzace czynnik splicingowy hnRNP Al, znany jako negatywny regulator
alternatywnego splicingu. Dlatego na poczatku poszukiwano sekwencji RNA, ktére efektywnie
wigzg rekombinowane biatko hnRNP Al w testach in vitro. Do dalszych badan komoérkowych
zastosowano wyselekcjonowang sekwencje D4, ktéra zawiera 4-krotnie powtdrzony motyw
sekwencyjny 5’-UAGGU-3’ i ma potencjat tworzenia kwadrupleksu G w niskich temperaturach
przy bardzo wysokim stezeniu RNA. W wiekszosci ta cze$¢ projektu zostata dobrze zaplanowana
i wykonana.
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Mam jednak kilka uwag natury semantycznej i interpretacyjnej. Na stronach 51 i 52
Autorka pisze, ze badata warto$é Kd. Wydaje mi sie, ze nie jest to wprost stata dysocjacji
odnoszaca sie do warunkéw fizjologicznych, poniewaz wartosé Kd dla oddziatywania badanych
RNA z biatkiem w komoérce jest z pewnoscig znacznie nizsza (spodziewatbym sie niskich wartosci
nanomolowych). Obserwacje poczynione w pracy wynikajg wprost z warunkdow
eksperymentalnych, w ktdérych zastosowano az 0,5 uM stezenie RNA. Ponadto mowa jest
wielokrotnie o wyzszym lub nizszym powinowactwie biatka do RNA, ale nie wynika to wprost z
danych przedstawionych na rysunku 14, gdzie nie znajdujemy wynikdw analizy statystyczne;.
Przy tak matych réznicach wartosci trudno wprost moéwié o rdznicach ilosciowych. Sadze, ze
wieksze rdznice mozna by zaobserwowaé dla stezen RNA ponizej 1 nM, ale réwniez dla
fizjologicznej temperatury. Z wykresdw krzywych topnienia wynika, ze w warunkach
fizjologicznej temperatury wiekszo$¢ testowanych RNA nie powinno tworzy¢ struktur
kwadruplekséw G ani struktur typu spinki do wifoséw (wyjatkiem jest czasteczka B2).
Zastanawia mnie dlaczego eksperymenty EMSA prowadzono w 4°C? Ponadto dlaczego sygnat w
kompleksach RNA/biatko siegat maksymalnie 60%?

Celem drugiej czesci pracy byto poszukiwanie miejsc wigzania antysensowych
oligonukleotyddw, ktére mogg wywotywac selektywne wytgczanie eksonu 10 w mRNA PKM.
Zsyntetyzowano wiec pie¢ BASO komplementarnych do regionu pre-mRNA PKM na potgczeniu
intronu 9 i eksonu 10. Jako kontrole efektu domeny regulatorowej BASO zastosowano
antysensowe ASO wigzace sie w tym samym miejscu pre-mRNA, ale pozbawione sekwencji
regulatorowej D4. Pomiar stosunku izoform PKM2/PKM1 wykazat brak efektu dziatania BASO1,
2 i 5 i prawdopodobnie catkiem silny efekt dziatania BASO3 i 4. To sg jednak domniemania z
moje strony, poniewaz na rycinie 17 nie przedstawiono analizy statystycznej dla odpowiednich
poréwnan. W dalszej czesci pracy wykazano réwniez, ze mniejsza liczba powtdrzen sekwencji
5’-UAGGU-3’, tworzacych czes¢ regulatorowg BASO, a mianowicie 2 i 3 powoduje lekki efekt na
inhibicje wtaczania eksonu 10. W tej czesci rowniez kilka sformutowanych konkluzji nie znajduje
odzwierciedlenia w analizach statystycznych. Na przyktad z rysunku 18B trudno o jakiekolwiek
konkluzje. Istotnos$¢ statystyczng pokazuje jedynie jedno poréwnanie.

Najciekawsze wyniki przyniosty eksperymenty wykorzystujgce rozgatezione BASO (tzw.
bBASO) z réznymi sekwencjami regulatorowymi. Zastosowanie BASO4-2xD4 oraz BASO4-2xA3
jednoznacznie pokazato istotny wzrost poziomu izoformy PKM1 przy istotnym ubytku izoformy
PKM2. Czesciowo ten efekt byt rowniez obserwowany w komodrkach SKOV-3. Tutaj jednak
ponownie interpretacja uzyskanych wynikéw wykracza poza faktyczny wynik eksperymentalny.
Doktorantka pisze, ze w tej linii komdrkowej dochodzi do ubytku izoformy PKM2, jednak zaden
wynik nie jest istotny statystycznie (rycina 24). Tutaj rodzi sie wiec pytanie jak mozna
zinterpretowac uzyskany wynik — wzrost poziomu PKM1 przy braku zmiany poziomu PKM2 —
zwitaszcza, ze oligonukleotydy wigzg sie do eksonu 10, a zatem izoformy PKM2. Podobnie
zaskakujacy jest brak korelacji zmian splicingowych eksonéw 9 i 10 wzgledem migracji i inwazji
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komodrek nowotworowych. Prositbym o ustosunkowanie sie do tej kwestii w trakcie publicznej
obrony tez rozprawy doktorskiej. W tej czesci pracy zabrakto mi waznej kontroli w postaci
zywotnosci komoérek poddanych dziataniu testowanych oligomerdéw. Jesli, ktérys z BASO
wptywa na zywotnosé/liczebnos¢ komdrek to moze sie to przetozyé na pozorng zmiane
migracji/inwazji. Ponadto referencja w tym eksperymencie byty komdrki nie poddawane
dziataniu ASO. Kontrolg powinny by¢ komorki poddane dziataniu podobnych chemicznie
oligomerdw nie wykazujgcych oddziatywania z zadnymi RNA.

W ostatniej czesci pracy zbadano efekt wprowadzenia pojedynczych Ilub kilku
modyfikowanych reszt nukleotydowych w postaci stabilizujgcych kompleks LNA i
destabilizujgcych UNA. Badania pokazaty, ze wprowadzenie trzech reszt LNA w ASO11 wywiera
jednoznacznie pozytywny efekt na profil splicingowy w mRNA PKM — dochodzi do wzrostu
izoformy PKM1 i spadku poziomu izoformy PKM2. W tej czesci badan doktorantka pokazata, ze
praca nad wyborem nie tylko docelowego miejsca rozpoznawanego przez SSO w pre-mRNA, ale
rowniez sama natura chemiczna SSO sg istotnymi czynnikami, ktére nalezy uwzglednié¢ w
opracowaniu skutecznych reagentéw wptywajgcych na efektywne przetgczanie alternatywnego
splicingu.

W czeSciach wstep i wyniki zwrécitem uwage na wystepowanie wielu okreslen
zargonowych lub kalek jezykowych. Na przyktad:

- ,przeprowadzono topnienia w swietle UV” - lepiej bytoby napisaé, ze eksperymenty topnienia
struktur RNA monitorowane byty z zastosowaniem swiatfa UV,

- ,przekierowanie machiny sktadania gendw na ekson 9” czy ,, zmiane wzorca splicingu” - wzoru
splicingowego lub profilu splicingowego.

Kalkg z angielskiego sg na przyktad okreslenia ,G-kwadrupleks” lub ,G-tetrada”. Lepiej
zastosowac okreslenia kwadrupleks G czy tetrada G. Po polsku lepiej tez méwi¢ koniec N i
koniec C biatka, a nie N-koniec, czy C-koniec.

Zawartos¢ ocenianej pracy doktorskiej zostata juz cze$ciowo opublikowana w 2022 roku w
Molecules (IFy0, 4,9) - Barty$ N, Pasternak A, Lisowiec-Wachnicka J. Optimization of
Bifunctional Antisense Oligonucleotides for Regulation of Mutually Exclusive Alternative Splicing
of PKM Gene. Molecules. 2022 Sep 3;27(17):5682 (doi: 10.3390/molecules27175682). Mgr
Bartys$ jest pierwszym autorem tej pracy. Czes¢ dysertacji zostata wiec juz wnikliwie oceniona
przez ekspertdw z obszaru tematycznego projektu.

Z dogtebnej analizy wszystkich elementéw rozprawy doktorskiej jasno wynika, ze Mgr
BartyS w sposdb dogtebny przestudiowata zagadnienia dotyczace chemicznej natury
modyfikowanych kwaséw nukleinowych i ich analogéow jako potencjalnych czastek
terapeutycznych oraz ich zastosowania w modulacji splicingu RNA. Chcac jak najlepiej
zrealizowaé zatozone cele badawcze, Doktorantka zaplanowata logiczny cigg poszczegdlnych
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etapow badan. Pokazata, ze potrafi w sposdéb kompetentny skorzystaé z rozmaitych narzedzi
badawczych, takich jak biofizyczne monitorowanie struktur RNA, biochemiczna analiza
interakcji RNA z biatkami czy monitorowanie efektu biologicznego wprowadzanych do komaérek
kwasow nukleinowych. W wiekszosci zinterpretowata w sposéb wtasciwy uzyskane wyniki
(wytaczajagc  zastrzezenia opisane powyzej). Dyskusja obserwacji eksperymentalnych
przeprowadzona zostata w wywazony sposob. Praca doktorska jest solidna i odpowiada na kilka
bardzo waznych pytan biologicznych. Wskazane powyzej uchybienia i watpliwosci
interpretacyjne nie wptywajg w istotny sposéb na mojg wysokg ocene niniejszej rozprawy.

Whnioski koincowe

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa mgr Natalii Bartys
spetnia wszystkie warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668, z péZzniejszymi zmianami), Ustawie
z dnia 3 lipca 2018 r Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce,
oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w IChB PAN w Poznaniu.
Zapoznajac sie z rozprawg odczuwatem satysfakcje zetkniecia sie z rzetelnie i kompleksowo
prowadzonymi badaniami, ktére doprowadzity do sformutowania kilku wnioskéw istotnych z
poznawczego punktu widzenia. Mgr Bartys wykazata sie wiedzg teoretyczng z zakresu
prowadzonych przez siebie badan. Udowodnita, ze potrafi rozwigzac problem naukowy poprzez
odpowiednie zaplanowanie badan, wykonanie doswiadczen oraz interpretacje ich wynikow.
Uzyskata istotne wyniki, poprawnie je opisata i wyciggneta uprawnione wnioski. Dlatego tez z
catym przekonaniem zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr Natalii Bartys do dalszych etapéw postepowania o nadanie

stopnia doktora.
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Krzysztof Sobczak
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