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Recenzja pracy doktorskiej mgr Natalii Bartys pt. ,,Optymalizacja potencjatu
oligonukleotydéw antysensowych w regulacji alternatywnego splicingu w
nowotworowych liniach komérkowych”

Praca doktorska mgr Natalii Barty$ zostata wykonana w Zakladzie Bioinzynierii Kwasow
Nukleinowych Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.
Promoterem pracy jest dr hab. Anna Pasternak, prof. ICHB PAN, a promotorem pomocniczym
dr inz. Jolanta Lisowiec-Wachnicka. Praca ta zostata wykonana w ramach projektu
Interdyscyplinarnych Studiéw Doktoranckich ‘NanoBioTech” realizowanym przez Politechnike
Poznanska, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, oraz Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej
Akademii Nauk.

Praca dotyczy optymalizacji metody regulacji alternatywnego splicingu genu PKM (kinazy
pirogronianowej) polegajacej na przytaczaniu sekwencji regulatorowych wiazacych biatko
hnRNP A1 w okreslonych miejscach pre-mRNA, w poblizu miejsc splicingowych
determinujacych wzér splicingu PKM1 (zawiera egzon 9, pomija egzon 10) lub PKM2 (pomija
egzon 9, zatrzymuje egzon 10). Za zahamowanie wiaczania egzonu 9 (czyli wzor splicingu
produkujacy izoforme PKM2) odpowiedzialne jest m.in. biatko hnRNP Al, wiec obnizenie
poziomu tego biatka prowadzi do podwyiszenia poziomu izoformy PKM1. Poniewaz
nadekspresja izoformy PKM2 jest obserwowana w wielu nowotworach (n.p. trzustki, piersi,
prostaty, jajnika) i stymuluje rozwdj i progresje nowotworéw, modulowanie przebiegu
alternatywnego splicingu w kierunku zahamowania produkcji PKM2 na korzys¢ zwiekszenia
produkcji PKM1 jest waznym celem badarn prowadzacych do przysztych zastosowar
terapeutycznych.

Motywem wiodgcym ocenianej pracy jest wypracowanie metody przytaczania sond do Scisle
okreslonych miejsc w pre-mRNA zmieniajacych przebieg splicingu w przewidywalny sposob.
Antysensowe sondy wigzace sie do specyficznych miejsc zawierajg jednoczesnie motywy
rozpoznawane przez biatko hnRNP Al. HnRNP Al jest jednym z gidwnych czynnikow
wyciszajacych splicing przez hamowanie odziatywania U1 z sekwencjg 5'SS. Mechanizm ten
wymaga wiagzania hnRNP A1l w poblizu negatywnie regulowanego miejsca 5'SS.

Przedstawione wyniki obejmujg szeroki wachlarz analizowanych oligonukieotydéw
przytaczanych do doktadnie wybranych miejsc w okolicy egzonu 10 (egzon 10 i poprzedzajgca
go sekwencja intronu 9). Analiza objeta zaréwno optymalizacje antysensowej sekwencji
(lokalizacja miejsca przytaczania, modyfikacja stabilnosci wigzania przez uzycie (LNA, UNA) jak
i szeroka analiza réznych rodzajow dwu-funkcyjnych oligos (BASO) ztozonych z czedci
antysensowej i sekwencji wigzagcej hnRNP Al. Doswiadczenia te objely zbadanie wptywu
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rodzaju motywu rozpoznawanego przez biatko jak i ilosci powtdrzen tego motywu, a nawet
uzycie rozgatezionych BASO w ktérych do jednej sekwencji antysensowej przytaczone sg dwa
fancuchy.

Rozprawa doktorska zawiera ciekawe, dobrze zaplanowane doswiadczenia, bazujgce na
nowoczesnych technologiach syntezy modyfikowanych oligonukieotydéw. Uzycie mostka
glicerolowego do uzyskania rozgatezienia w BASO 2x (gdzie do jednej sekwencji antysensowej
dotaczone sg dwa taicuchy z motywami wigzanymi przez hnRNP A1) jest bardzo ciekawym
rozwigzaniem. Mam nadzieje, ze tego typu oligonukleotydy zostang jeszcze doktfadniej
zbadane —wydaje mi sie, Ze moga mie¢ szerokie zastosowanie w réznych badaniach. Podobnie
modulacja specyficznosci wigzania oligonukleotydéw do zblizonych sekwencji w okolicy
egzonu 9i 10 przekonujaco dowiodta, ze to wigzanie hnRNP Al do sewkencji w egzonie 10 jest
limitujace i decyduje o wyborze wzoru alternatywnego splicingu. Uzycie modyfikacji LNA i UNA
do precyzyjnego kontrolowania stabilnosci oddziatywania oligonukleotydéw z podobnymi
sekwencjami w egzonach 9 i 10 jest bardzo ciekawym zastosowaniem znajomosci chemii
kwaséw nukleinowych do uzyskiwania precyzyjnie okreslonych efektéw specyficznych
oddziatywan syntetycznych sond z pre-mRNA.

Poniewaz przedstawione wyniki sg bardzo ciekawe, pozostatg czes¢ opinii przedstawiam w
formie uwag i pytan, na ktdre chciatabym chociaz czesciowo rozwina¢ w trakcie obrony:

1. Specyficznos$¢ wigzania biatka hnRNP A1l jest stosunkowo niska i biatko to rozpoznaje
szeroka game sekwencji. Wybér optymalnych motywdéw zastosowanych do sond BASO
oparty zostat na tescie przesiewowym wielu motywdéw wybranych z danych
literaturowych. Szkoda, ze nie zostaly podane wartosci Kd wigzania BASO z
pojedynczymi miejscami wigzania hnRNP Al (t.j. z jednym powtdrzeniem sekwencji
regulatorowej) — nie mozna wiec poréwnac efektow zwielokrotniania powtorzen.

2. Rys. 13 pokazuje przyktad eksperymentu pozwalajgcego na okreslenie Kd. Jaki
oligonukleotyd zostat uzyty w tym doswiadczeniu? Przy wyizszych stezeniach biatka
(60-1.5 uM) widac wyraZnie, ze powstaje kompleks wigzacy dwie czasteczki biatka (2:1
biatko:oligo), juz przy 10 uM stezeniu biatka wida¢ zaréwno dimer (2:1) jak i monomer
(1:1), a przy stezeniach biatka ponizej 1 uM powstaje juz tylko monomer. Jesli
poprawnie odgaduje interpretacje pokazanego wyniku, konkluzje tego wyniku
powinny by¢ dokladnie przedyskutowane i wzigte pod uwage przy omawianiu i
planowaniu innych wynikdw.

3. Ogélnie uznawany model dziatania sond BASO polega na negatywnym dziataniu biatka
hnRNP A1l przytaczonego do czesci regulatorowej na pobliskie miejsce splicingowe.
Model ten zaktada, ze obecno$¢ biatka w poblizu 5'SS wystarcza do zaobserwowania
negatywnej regulacji przez hnRNP A1, ale to moze by¢ uproszczony model
sprawdzajacy sie tylko w okreslonych przypadkach. Sam sposéb przytaczenia biatka do
oligonukleotydu (np. wiagzanie przez jedna czy dwie domeny RRM) moze determinowacd
funkcjonalnosé jego oddziatywan z Ul do 5'SS. By¢ moze diuisze motywy (np. A
[CAGGUAAGU], B [CAGGUGAGU]) angazuja domeny RRM inaczej niz krotkie (C
[UAGGA], D [UAGGU]). Dtuisze motywy (A, B) mogg zawieraj¢ dwa miejsca wigzania
(np. CAGGU + AAGU), tak ze moga de facto wigza¢ dwie domeny RRM. Zauwazimy, ze
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sekwencja 12 pokazana w Tabeli 2 jest podobnym, krétkim motywem UAGA, a
sekwencje AAGU czy GAGU (czyli 3’ koricowe czesci motywdw A i B) jako takie nie byty
sprawdzone.

. W tym kontekscie zastanawia mnie, ze przy planowaniu réznych form powtérzonych

motywdw (A2, A3, B2, B3, ale tez C2, C4, D2, D4) nie sprawdzono wpiywu odstepow
pomiedzy powtdrzeniami — jesli biatko rozpoznajace dtugi motyw np. angazuje dwie
domeny RRM, to wigzane drugiej czasteczki biatka do sasiedniego motywu moze
wymagac wiekszego odstepu miedzy motywami. Podobnie, powinowactwo wigzania
jednej domeny RRM oddziatujgcej z motywem np. w C4 czy D4 moze zaleze¢ od
‘gestosci’ rozmieszczenia poszczegdlnych motywéw w dtuzszym oligonukleotydzie.
Whnioski takie nasuwaja sie z analizy struktur hnRNP Al w kompleksach z
oligonukleotydami — struktura krystaliczna kompleksu jednoniciowego DNA
(sekwencja telomerowa) (Ding et al., 1999) pokazuje obie domeny RRM wigzace sie do
10 nt sekwencji TAGG(G)TTAGG (gdzie G5, w nawiasie, nie tworzy oddziatywan z
biatkiem). Przy braku informacji na temat réznic w Kd miedzy wigzaniem Al i A2/A3
trudno wykluczyé te mozliwosé. Generalnie brakuje mi gtebszej dyskusji wnioskéw
wynikajacych z istniejgcych struktur biatka hnRNP Al.

Nie jestem pewna, czy dobrze rozumiem zasadniczy mechanizm hamowania splicingu
przez sondy BASO wigzace hnRNP Al. Zasadniczo, zwiekszanie ilosci miejsc wigzania
biatka w czesci regulatorowej zwigksza tylko prawdopodobieristwo, ie jedna z
czasteczek hnRNP A1 znajdzie sie w odpowiedniej odlegtosci od 5'SS i w odpowiedniej
konformaciji zeby doszto do (stabo zreszta zrozumianego) zahamowania wigzania Ul z
5'SS. Czyli formalnie fakt, ze zwiekszanie ilosci miejsc wigzania (np. dla BASO C4x2) daje
lepsze wyniki swiadczy o tym, ze caly ten kompleks potencjalnie wielu zwigzanych
czasteczek biatka moze nie zawiera¢ hnRNP Al optymalnie zwigzanego do interakcji z
Ul.

. Str. 52: ,w grupie A dtugos¢ oligonukleotyddw nie wplywa na site wigzania z biatkiem

(Rys. 14). W tym doswiadczeniu analizowana byta nie tyle dtugos¢ oligonukleotydu, ile
ilos¢ powtdrzerh motywu A. Wptyw dtugosci oligonukleotydu na wigzanie biatka hnRNP
A1l powinien by¢ badany przez wydtuzanie Al przez sekwencje nie zawierajagce motywu
CAGGUAAGU. Czy fakt, ze zwiekszanie ilosci powtorzen nie wptywa na site wigzania nie
sugeruje, ze poszczegolne powtdrzenia moga byc zlokalizowane zbyt blisko siebie,
przeciwdziatajac jednoczesnemu wigzaniu biatka do sasiadujacych ze soba miejsc?

Nie rozumiem zafozenia, ze hnRNP Al wigze sie do struktury G-kwadrupleksu. Po
pierwsze, generalnie domeny RRM wigazg sie do jednoniciowych miejsc wigzania (i tak
wyglada struktura krystaliczna, podczas gdy dane dotyczace struktury G-kwadrupleksu
w kompleksie z hnRNP A1 s3 dla mnie mniej przekonujace), po drugie, jesli rozumiem
wykres krzywej topnienia w 295 nm (Rys. 15A), to nawet jesli taka struktura powstaje,
to w temp. 30-37°C (np. w komorce) istnieje tez duza pula formy jednoniciowe;j.
Oczywiscie, zalezec to tez bedzie od warunkdw, soli, itp.

Krzywa topnienia w 295 nm powinna by¢ lepiej wyttumaczona. Rozumiem, ze bada sie
wtedy sygnat oddziatywan Hoogsteen, ale brak mi gilebszego zrozumienia co
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konkretnie przedstawia ten wynik i jak nalezy go interpretowac. Brakuje mi tez
negatywnej kontroli dla oligonukleotydu nie tworzgcego G-kwadrupleksu (np. A2).

8. Zastosowanie tacznika glicerolowego do przytaczenia dwdch oligonukleotydéw
regulatorowych do jednego oligonukleotydu antysensowego jest bardzo ciekawym
pomystem. Czy przetestowany zostat jaki§ kontrolny rozgateziony BASO nie
zawierajagcy zadnych sekwencji regulatorowych, ieby stwierdzi¢ czy samo
rozgatezienie tacznikiem glicerolowym nie wptywa na splicing? Nie znalaztam
informacji na temat syntezy rozgatezionych oligonukleotydéw — kto je przygotowat, w
jaki sposob, i jak wyglada ich struktura?

9. Rozprawa jest ogdlnie dobrze napisana, kompletna i logiczna, ale np. dos¢ dowolne
zasady stosowania interpunkcji czy szyku zdania miejscami utrudniajg zrozumienie
tekstu. Znalaztam tez drobne btedy i niedcistosci:

— Rysunek 9A sugeruje, ze U1 wigze sie z 3'SS (a nie z 5'SS).

— Rozumiem, ze stosowanie polskiego nazewnictwa naukowego nie jest proste, ale nie
jestem pewna czy niektére sformutowania wynikajg z niezgrabnosci nazewnictwa czy
niezrozumienia procesu. Co znaczy okreslenie ‘miejsce ciecia’ w odniesieniu do np.
3'SS? Pojecie ciecia RNA jest dla mnie zarezerwowane dla hydrolitycznych reakgcji
(RNazy itp.). W przypadku splicingu mamy do czynienia z transesteryfikacja, a wiec
zamiang wigzan fosfodwuestrowych.

- str. 20: co to jest ‘centrum fosforowe’ miejsca splicingowego? Ten termin powinien
zostac zdefiniowany.

— str. 20: ‘Teoria definicji eksonu méwi o tym, ze czynniki biatkowe zaangazowane w
proces splicingu rozpoznajg miejsca ciecia okalajgce krétkie eksony’. Czy rzeczywiscie
tego dotyczy teoria ‘exon definition’?

— str. 22: ‘Czgsteczka mRNA bez sekwencji niekodujgcych jest uwalniana..’. Czy
sekwencje 5'i 3' UTR w czasteczce mRNA s3 sekwencjami kodujacymi?

— Stwierdzenie typu ‘BASOI1-D4 hybrydyzuje w intronie 9’ nie jest poprawne. Podobnie
w innych miejscach, np. na str. 21, czytamy, ze ‘U2 snRNP hybrydyzuje z miejscem
rozgatezienia’. Tworzenie dupleksu RNA:RNA nie jest hybrydyzacja.

Praca ma dobry, wprowadzajacy w zagadnienia wstep, dobrze opisane materiaty i metody,
oraz wspolng czes¢ opisujaca wyniki i dyskusje. Wiekszos¢ doswiadczen zostata
przeprowadzona z odpowiednimi kontrolami, a wyniki s interesujaco zinterpretowane. Praca
ta zostata wykonana starannie, z duza znajomoscia technik syntezy i analizy oligonukleotydow
RNA. Najwazniejszym osiagnieciem tej pracy jest dostarczenie konkretnych
oligonukleotydowych sond mogacych postuizy¢é do regulacji przebiegu alternatywnego
splicingu pre-mRNA kinazy pirogronianowej PKM. Przeprowadzone badania stanowiag wiec
wazny krok w opracowaniu praktycznych, funkcjonalnych metod terapeutycznych.

Praca doktorska mgr Natalii Bartys wnosi wazne dla nauk biologicznych informacje
pogtebiajgce nasze zrozumienie mechanizméw regulacji alternatywnego splicingu i
prowadzace do przysztych zastosowan terapeutycznych. Przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
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wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze
zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 128/2022/Internet z
dnia 24 paidziernika 2022 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN o dopuszczenie mgr Natalii Barty$ do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia
doktora.
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