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Optymalizacja potencjalu oligonukleotydow antysensowych w regulacji

alternatywnego splicingu w nowotworowych liniach komérkowych

Alternatywny splicing to proces, ktoremu podlega 95% ludzkich genow. Umozliwia on
produkcje¢ wigcej niz jednego biatka z jednego genu. Proces ten zachodzi dzigki zlozonemu
kompleksowi bialek, ktory umozliwia wyciecie niekodujacych fragmentéw 1 potaczenie razem
sekwencji kodujacych dang izoforme. Alternatywny splicing jest kontrolowany przez biatka
(czynniki splicingowe), ktore rozpoznaja specyficzne sekwencje w pre-mRNA i wplywaja
na identyfikacje odpowiednich miejsc cigcia. Do czynnikow regulujacych alternatywny
splicing zaliczamy: biatka, sekwencje w pre-mRNA, strukture drugorzedowa pre-mRNA oraz
szybkos$¢ procesu transkrypcji. Wszelkie zmiany pojawiajace si¢ w elementach kontrolujacych
proces skladania genéw moga doprowadzi¢ do jego zaburzen, w wyniku czego powstaja
transkrypty o zmienionej sekwencji nukleotydowej. Konsekwencja tego jest produkcja biatek,
ktére sa nieaktywne, pelnig niepozadane funkcje lub ulegaja szybkiej degradacji, co jest

bezposrednia przyczyna rozwoju chorob, takich jak nowotwory.

Wynikiem wieloletnich prac wielu grup badawczych jest opracowanie narzedzi
molekularnych, ktorych celem jest przywrocenie poprawnego wzorca skladania genow.
Dwufunkcyjne oligonukleotydy antysensowe (ang. bifunctional antisense oligonucleotides,
BASOs) sktadajg si¢ z dwdch funkcjonalnych czesci. Czgs¢ antysensowa odpowiedzialna jest
za przylaczenie oligonukleotydu do docelowej sekwencji pre-mRNA. Cze$¢ regulatorowa
zawiera sekwencje nukleotydow, ktora jest rozpoznawana przez czynniki splicingowe.
Zastosowanie odpowiedniej sekwencji regulatorowej umozliwia $ciggnigcie czynnikéw
splicingowych w poblize regulowanej sekwencji pre-mRNA. Z kolei, oligonukleotydy
antysensowe zmieniajgce splicing (ang. splice switching oligonucleotides, SSOs)
komplementarnie hybrydyzuja z sekwencjami regulatorowymi w pre-mRNA uniemozliwiajac

ich oddziatywanie z czynnikami splicingowymi.



W zaprezentowanej pracy podjeto probe optymalizacji sekwencji 1 struktury BASOs,
jak 1 sekwencji SSOs. Model badawczy stanowit gen PKM, w ktorym wystepuja dwa
wzajemnie wykluczajace si¢ eksony. Alternatywny splicing prowadzi do powstania dwoch
transkryptow genu PKM: transkrypt PKM1 z eksonem 9 (bez eksonu 10) oraz transkrypt
PKM2 z eksonem 10 (bez eksonu 9). Zwigkszona produkcja izoformy PKM2 zostata
zaobserwowana w wielu nowotworach. Udowodniono rowniez zalezno$¢ pomigdzy wysokim
poziomem PKM2, a progresja nowotworu. Dlatego tez glownym celem badan byto
zaprojektowanie i optymalizacja narz¢dzi molekularnych, ktére umozliwig efektywna

regulacje sktadania genu PKM.

Pierwszy etap eksperymentow dotyczyl optymalizacji BASOs, podczas ktorego
zaprojektowano sekwencje specyficznie oddzialujaca z biatkiem hnRNP A1, ktora zostala
wykorzystana w czgéci regulatorowej BASOs. Sekwencja ta zostata wybrana na podstawie
danych literaturowych oraz oceny sity wigzania z rekombinowanym biatkiem hnRNP Al,
a takze badan termodynamicznych. Nastgpnie przeprowadzono eksperymenty w linii
komorkowej HeLa, podczas ktorych poddano optymalizacji miejsce hybrydyzacji BASOs w
transkrypcie genu PKM. W kolejnym etapie ustalono liczbe powtdrzen sekwencji
regulatorowej, ktére zapewniaja najwicksza efektywnos¢ BASOs. Wptyw BASOs na regulacje
alternatywnego splicingu zostat rowniez sprawdzony w linii komorkowej SKOV-3.
Z wykorzystaniem tej linii oceniono rowniez, czy BASOs oddzialujg na zdolno$¢ komorek

SKOV-3 do migracji i inwazji.

W drugiej czgéci badan podjeto probe optymalizacji efektywnosci oligonukleotydu
antysensowego zmieniajgcego splicing. Oligonukleotyd ten reguluje alternatywny splicing
genu PKM poprzez hybrydyzacj¢ w eksonie 10. Wedlug sugestii autorow, czesciowy efekt
regulacji moze by¢ zalezny od oddzialywania oligonukleotydu z podobng sekwencja znajdujaca
si¢ W intronie 9. Do sekwencji oligonukleotydu wprowadzono modyfikowane nukleotydy,
ktore wptywaja na jego preferencje do oddziatywania z sekwencja o petnej komplementarnos$ci
(ekson 10) oraz z sekwencja, ktdra nie jest w petni komplementarna (intron 9). Przeprowadzono
eksperymenty termodynamiczne, w celu weryfikacji, w jaki sposob modyfikacje wplywaja na
stabilno$¢ tworzonych duplekséw oraz na dyskryminacje niesparowan. W finalnym etapie,
zaprojektowane oligonukleotydy transfekowano do linii komérkowej Hela i oceniono wptyw

modyfikacji na regulacje alternatywnego splicingu genu PKM.

Wynikiem wykonanych eksperymentow jest optymalizacja efektywnos$ci dwoch typow

narzgdzi molekularnych regulujacych alternatywny splicing genu PKM. Dowiedziono, ze



BASOs wptywaja nie tylko na regulacje splicingu genu docelowego, ale rowniez zmniejszaja
zdolno$¢ komorek nowotworowych do migracji oraz inwazji. Zaproponowano uzycie
modyfikowanych nukleotydow w sekwencji SSOs, ktore znaczaco wplywaja na preferencje
oligonukleotydu do hybrydyzacji z docelowymi sekwencjami, co przekitada si¢ na zmiany
w efektywnosci regulowania procesu sktadania genu. Wykonane badania przyczynig si¢
do rozwoju nowych oligonukleotydowych narzgdzi terapeutycznych, ktore moga zosta¢ uzyte

w terapii choréb, ktorych podtozem sg zaburzenia alternatywnego splicingu.



