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wspoétautorow dotyczagce ich wktadu w powstanie poszczegdlnych publikacji umieszczono
w zatgczniku do wniosku habilitacyjnego (brak oswiadczen prof. Krzyzosiaka w zwigzku z

jego $miercig w grudniu 2017 roku).
4.3 Oméwienie celu naukowego w/w prac oraz otrzymanych wynikéw
Wstep

Przedmiotem zainteresowania moich badan jest grupa dziedzicznych chordb
neurologicznych zwanych chorobami poliglutaminowymi (poliQ). Sg to choroby
wywotywane ekspansjg ciggu powtérzen tripletu CAG, znajdujgcego sie w regionie
kodujgcym biatko pojedynczych gendéw. Do tych choréb zaliczamy: chorobe Huntingtona
(HD, ang. Huntington’s disease), (DRPLA, ang. dentatorubral-pallidoluysian atrophy),
(SBMA, ang. spinal bulbar muscular atrophy) i kilka ataksji rdzeniowo-mozdzkowych (SCA,
ang. spinocerebellar ataxia) typu 1, 2, 3, 6, 7 oraz 17 [1,2]. Istnieje potrzeba opracowania
skutecznej terapii dla tych chordb poliQ, poniewaz s3g jak dotad nieuleczalne. Zaburzenia
motoryczne oraz poznawcze, zwigzane z postepujacg neurodegeneracja w mozgu,
pojawiajg sie w czwartej lub pigtej dekadzie zycia i prowadzg do $mierci w przeciggu 10-15

lat.

Potencjalnie najbardziej skutecznym podejsciem terapeutycznym dla pacjentéw z
chorobami poliQ jest eliminacja ekspresji zmutowanego genu [3]. Obecnie mineto 20-25 lat
od identyfikacji gendw odpowiedzialnych za te choroby. Jednoczesnie od blisko 20 lat s3
rozwijane narzedzia oligonukleotydowe w oparciu o zjawisko interferencji RNA (RNAi, ang.
RNA interference), ktére sg skutecznym narzedziem wyciszania ekspresji genow.
Aktywatorami RNAi sg siRNA (ang. short interfering RNAs), krétkie, okoto 21 nt dupleksy
RNA [4]. Po zwigzaniu z sekwencjg komplementarng w mRNA dziatajg one w ramach
kompleksu wyciszajgcego RISC (ang. RNA-induced silencing complex), aktywujac biatko

Ago2 do przecinania celowanego transkryptu, ktory dalej podlega degradacji.

W zesztym roku firmy lonis Pharmaceuticals oraz Roche zakoriczyty kluczowy etap badan
klinicznych prowadzonych dla choroby Huntingtona z uzyciem antysensowych
oligonukleotydéw (ASO, ang. antisense oligonucleotides). Przetomowg obserwacjg byto

wykazanie obnizenia poziomu huntingtyny w ptynie rdzeniowo-mdzgowym pacjentow.
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Badacze pracujgcy nad tg strategig podkreslajg jednak, ze ze wzgledu na koniecznosé
dtugoterminowego podawania czgsteczek o dziataniu wyciszajgcym ekspresje genu,
kluczowe moze by¢ selektywne wyciszanie tylko zmutowanego allelu [5]. Testowane w tym
podejsciu ASO obnizajg takze poziom normalnej huntingtyny, co moze powodowac¢ w
dtuzszej perspektywie efekty niepozadane, w zwigzku z jej kluczowga funkcjg w uktadzie

nerwowym [6].

Specyfikg podejscia opracowanego w Zaktadzie Biomedycyny Molekularnej IChB PAN jest
bezposrednie celowanie z uzyciem oligonukleotydédw w miejsce mutacji obecne w
transkryptach genéw odpowiedzialnych za choroby poliQ. W celu osiggniecia specyficznego
wyciszania zmutowanego allelu konieczne byto zaprojektowanie nietypowych czgsteczek
siRNA, w pewnych aspektach podobnych do mikroRNA (miRNA). W podejsciu z
wykorzystaniem syntetycznych siRNA w ramach pracy doktorskiej zaprojektowatam i
testowatam dupleksy ztozone z powtdrzen CAG/CUG. Zawieraly one specyficzne
substytucje, powodujgce wystepowanie niekanonicznych par zasad w oddziatywaniu nici
antysensowe] z ciggiem powtdrzen CAG. Prowadzito to do preferencyjnej dla allelu
zmutowanego aktywacji mechanizmu wyciszania, z racji zwigzania wielu komplekséw RISC
do wydtuzonego ciggu powtdrzen. Okazato sie, ze rédwnolegte niezalezne badania z
wykorzystaniem syntetycznych czgsteczek podobnego typu prowadzit zesp6t David Corey’a
z UT Southwestern Medical Center, USA [7]. O potencjale aplikacyjnym podejscia Swiadczy
uzyskany przez nich patent w tym zakresie. Jeszcze w ramach pracy doktorskiej rozwijatam
to podejscie poprzez zaprojektowanie czasteczek, ktdére byly ztozone tylko z nici
antysensowej, tzw. samo-dupleksujgce siRNA (sd-siRNA, ang. self-duplexing siRNA).
Jednoczesnie w Zaktadzie rozwijane byly podejscia stuzgce dtugotrwatej ekspresji tych
czasteczek z wektordow typu wirusowego. To osiggniecie zostato finalnie opatentowane

przez nasz zespot w 2018 roku (US9970004B2).

Osiggniecie naukowe prezentowane w ramach rozprawy habilitacyjnej obejmuje cykl 5
publikacji, ktére powstaty podczas mojej pracy jako adiunkt w Zaktadzie Biomedycyny
Molekularnej IChB PAN, pod kierunkiem prof. dr hab. Wtodzimierza Krzyzosiaka. Opisane
W niniejszym osiagnieciu badania sg kontynuacjg tematyki mojej pracy doktorskiej i dotyczg
analizy efektywnosci testowanych czasteczek w dodatkowych modelach, ich modyfikacji

chemicznych oraz analizy mechanizmu ich dziatania. Dla realizacji tych badan zdobytam
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finansowanie w ramach projektéw luventus Plus (MNiSW) oraz SONATA (NCN).
Wykorzystywatam gtéwnie model komérek ludzkich fibroblastéw, ktérego zalety to:
endogenna ekspresja zmutowanego genu, tatwos¢ transfekcji i dostepnos¢ wielu linii. Te
badania na modelach komdérkowych stanowity podstawe do obecnie rozpoczynanego

testowania opracowane;j strategii in vivo, na modelach mysich chordb poliQ w IChB PAN.

Cel badan

Pierwszy cel badahn prowadzonych w ramach osiggniecia dotyczy opracowania
terapeutycznego podejsécia dla chordb poliQ. Gtéwng zaletg tej strategii jest preferencyjne
obnizanie ekspresji zmutowanego allelu genu. Wstepnie zostata ona opracowana dla HD,
natomiast potencjalnie ma rdéwniez zastosowanie dla innych choréb poliQ, co
weryfikowano w ramach niniejszego osiggniecia. Dodatkowo wprowadzano modyfikacje

chemiczne do czasteczek, co jest istotne do ich dalszych zastosowan in vivo.

Drugi kluczowy cel badan jest zwigzany z analizg nietypowego wyciszania ekspresji
celowanych genéw. Aktywnos¢ zaprojektowanych czgsteczek byta odnoszona w pewnych
aspektach do dziatania miRNA celujgcych w regiony otwartej ramki odczytu (ORF, ang. open
reading frame) i szczegdlnie tych dziatajgcych w sposdéb kooperatywny. Analizowane
czagsteczki pokazujg niezwyktg ,elastycznos¢” oraz ,wrazliwos¢” maszynerii RNAI, ktorej
doktadniejsze poznanie jest istotne w odniesieniu do endogennych proceséw regulacji

ekspresji gendéw.

Wyniki

W celu opracowania publikacji ,Oligonucleotide-based strategies to combat
polyglutamine diseases” zebratam i przeanalizowatam wyniki badan dotyczace réznego
typu podejs¢ terapeutycznych, ktdre potencjalnie mogtyby prowadzi¢ do eliminacji
przyczyny choroby, tj. wyciszenia ekspresji zmutowanego genu. Kluczowe w tej analizie
byto zestawienie i porownanie opracowanego przez nas allelo-selektywnego podejscia
celowania w region powtdrzen zmutowanych transkryptéw, z innymi bedacymi juz na

etapie testowania w modelach mysich i szczurzych chordéb poliQ.
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Przeanalizowatam takze kwestie allelo-selektywnosci opracowywanego podejscia. W
wiekszosci chordb poliQ u chorych wystepuje jeden allel zmutowany, a drugi koduje
prawidtowe i w petni funkcjonalne biatko. Strategie z uzyciem oligonukleotydow, siRNA i
ASO, sg opracowywane z reguty na zasadzie projektowania czgsteczek do przytgczania sie
do sekwencji specyficznej danego genu, czyli w rezultacie do obu jego alleli. Potencjalny lek
mogtby by¢ wtedy stosowany dla wszystkich pacjentéw z dang choroba. Istniejg przestanki
sugerujgce bezpieczenstwo nie-allelo-selektywnego wyciszania jesli poziom wyciszenia
wynosi nie wiecej niz 50%, co udowadniano takze podczas trwajgcego pot roku wyciszania
endogennej huntingtyny w matpach Rhesus [8]. Jednakze nie ma mozliwosci
monitorowania poziomu wyciszenia genu u pacjentéw w mdzgu, jedynie w probce ptynu
rdzeniowo-mdzgowego. Ponadto potencjalna terapia najlepiej aby rozpoczynata sie w fazie
przedobjawowej, stad wyciszenie normalnego allelu bytoby dtugotrwate. W powigzaniu z
istotng funkcjg gendéw odpowiedzialnych za choroby poliglutaminowe, stwierdzitam, ze

dalsze rozwijanie podejscia allelo-selektywnego jest jak najbardziej zasadne.

Proponowane podejscie poréwnatam takze z innego typu strategia allelo-selektywng z
uzyciem oligonukleotyddéw, a mianowicie z celowaniem w regiony transkryptu zawierajgce
rozne warianty SNP dla allelu normalnego i zmutowanego. Wadg tego podejscia, w
poréwnaniu do celowania w region powtérzen, jest przede wszystkim mniejsza
uniwersalnos¢, ze wzgledu na wystepowanie réznych wariantow SNP u poszczegdlnych
pacjentéw. Dodatkowo, oligonukleotydy sg projektowane na Scisle okreslony region
transkryptu, w zwigzku z czym konieczna jest optymalizacja, w wyniku ktérej i tak nie

zawsze udaje sie uzyskaé duzg preferencje w wyciszaniu allelu zmutowanego.

W niniejszej pracy przeanalizowaliémy zalety, obecne ograniczenia i perspektywy réznych
strategii opartych na oligonukleotydach stosowanych w leczeniu choréb poliQ. Istotne
kwestie, ktére rozwazano to m.in. kluczowe zagadnienia dla klinicznego testowania
oligonukleotydéw zwigzane z dostarczaniem czgsteczek do mdzgu, ich chemicznymi
modyfikacjami oraz efektami niepozgdanymi (ang. off-target).

Ogdlnie publikacja jest bardzo obszernym opracowaniem, zawierajgcym cztery ryciny, piec
tabel oraz ponad 300 odnosnikow literaturowych. Na podstawie tego opracowania
wyznaczone zostaty dalsze kierunki badan eksperymentalnych w kontekscie

terapeutycznym.
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W publikacji ,The panorama of miRNA-mediated mechanisms in mammalian
cells” wnikliwie przeanalizowalismy obecny stan wiedzy na temat réznych mechanizméw,
aktywowanych przez czasteczki miRNA, w poszukiwaniu tych, ktére mogg zachodzi¢ w

wyniku dziatania testowanych przez nas oligonukleotydow.

Endogenne miRNA regulujg ekspresje wiekszosci gendw w komadrkach. Podobnie jak siRNA,
efektorowe czasteczki to krotkie dupleksy RNA i aktywujg kompleks RISC. Istotna rdznica
jest jednak niepetna komplementarnos$¢ ich oddziatywania z celowanym mRNA. Typowy
mechanizm dziatania polega na przytaczaniu sie do sekwencji zlokalizowanej w 3’UTR i
zahamowaniu translacji danego transkryptu oraz aktywacji jego degradacji inicjowanej
deadenylacjg [9]. Opracowane w ostatnich latach metody globalnej identyfikacji miejsc
wigzania miRNA do transkryptow wykazaty, ze miRNA takze licznie wigzg sie do regiondéw
ORF transkryptéw [10]. Ponadto istotna dla efektywnosci wyciszania ekspresji genu przez
miRNA jest kooperatywnos¢ dziatania w przypadku kilku czgsteczek wigzgcych sie blisko
siebie na okreslonym mRNA. Wtasnie aspekty zwigzane wigzaniem sie miRNA do regiondéw
ORF oraz w sposdb kooperatywny byty scisle analizowane w nawigzaniu do testowanych
czagsteczek siRNA w podejsciu terapeutycznym. Zwrdcono takze uwage na aspekt dziatania
miRNA w jadrze komérkowym, co takze potencjalnie moze mie¢ miejsce w przypadku
analizowanych czgsteczek. Roéznorodnos¢ aktywowanych mechanizméw, zwigzana z
wieloma potencjalnie zaangazowanymi biatkami kompleksu miRISC, zasugerowata, ze takze

egzogenne siRNA celujgce w regiony powtdrzen CAG, mogg dziata¢ na réznych szlakach.

Kontynuacja badan eksperymentalnych z uzyciem opracowanego podejscia
celowania w region powtérzen CAG jest opisana w publikacji ,,Mutant CAG repeats
effectively targeted by RNA interference in SCA7 cells”. Do jej wykonania kluczowa byta
wykonana przeze mnie optymalizacja analizy western blot dla biatka ataksyny-7. W linii
fibroblastéw SCA7 wykazaliSmy, Zze podanie oligonukleotydu A2 skutkuje nie tylko
efektywnym obnizeniem poziomu zmutowanego biatka ataksyny-7, ale takie poziom
ekspresji normalnego allelu jest podnoszony, co moze byé dodatkowo korzystnym

terapeutycznie efektem.
Bardziej szczegdtowo, przeprowadzone analizy obejmowaty, po pierwsze, pordwnanie
aktywnosci sd-siRNA A2 z standardowymi siRNA nacelowanym na specyficzng sekwencje

transkryptu ATXN7 (siATXN7). Uzyskatam wieksze obnizenie poziomu zmutowanej
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ataksyny-7 z uzyciem A2, w poréwnaniu do siATXN7. Ponadto obserwowatam 1,5-2-krotne
podwyzszenie ekspresji normalnego allelu ATXN7, zaréwno analizujgc poziom mRNA, jak i
biatka. Aktywnos¢ oligonukleotydu A2 zostata takze sprawdzona w szerszym zakresie
stezen. W eksperymentach in vivo oligonukleotyd moze dociera¢ w zréznicowanej ilosci do
pewnych regiondw moézgu i poszczegdlnych komdrek. Stad kluczowe jest aby jego
aktywnos¢ miata pozadany profil w szerokim zakresie stezen, co potwierdzono w

przeprowadzonych eksperymentach dla sd-siRNA A2.

Dodatkowo w niniejszej pracy analizowano $ciezke molekularng zaburzong w SCA7
zwigzang z obnizonym poziomem ekspresji genu UCHL1 (kodujgcego enzym de-
ubikwitynujacy). Wykazalismy, ze po podaniu oligonukleotydu A2 do komdrek SCA7 takze

jest przywracany wyzszy poziom mRNA tego genu.

Niniejsza publikacja jest pierwszym doniesieniem, w ktérym pokazano allelo-selektywne
obnizenie poziomu endogennego biatka zmutowanej ataksyny-7. W wyniku tej pracy
nawigzano wspotprace z Dr Yvon’em Trottier z Department of Translational Medicine and
Neurogenetics, Institute of Genetics and Molecular and Cellular Biology (IGMCB), CNRS w
[llkirch. Dr Trottier otrzymat model mysi SCA7, w wariancie knock-in z obecnym allelem
normalnym oraz zmutowanym, co czyni go bardzo pozgdanym do testowania
opracowanego podejscia terapeutycznego. Kontynuacja tych badan zostata przewidziana
w projekcie konsorcjum europejskiego E-Rare TreatPolyQ, gdzie IChB PAN jest jednym z
szesSciu miedzynarodowych partnerow. Moj dalszy udziat w tych badaniach jest takze
zwigzany z pobytem w IGMCB, zaplanowanym na wiosne tego roku w ramach otrzymanego

Stypendium Rzadu Francuskiego.

W kolejnej publikacji eksperymentalnej: “Silencing of genes responsible for polyQ
diseases using chemically modified single-stranded siRNAs” testowaliSmy zestaw
chemicznie modyfikowanych siRNA celujgcych w region powtdrzen CAG w kilku modelach
fibroblastéw: HD, SCA3 i DRPLA. Zaprojektowatam oligonukleotydy zawierajgce gtéwnie
modyfikacje 2’-fluoro oraz na koncu 3’ z modyfikacjami 2’-O-metylo (A2F). Aktywnos¢ tych
czasteczek byta poréwnana z dotychczas opisanymi siRNA podobnego typu [11],
zawierajgcymi bardzo specyficzny wzdr modyfikacji 2’-fluoro, 2’-O-metylo, 2’-metoksyetylo

oraz wigzan tiofosforanowych (A2M). Obserwowano wiekszg preferencje w wyciszaniu
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allelu zmutowanego ataksyny-3 i atrofiny-1 z uzyciem zaproponowanego siRNA A2F, w

poréwnaniu do A2M.

Ciekawg obserwacja byta takie zrdéinicowana aktywnos$é testowanych czasteczek w
analizowanych modelach HD, SCA3 i DRPLA. allele genu odpowiedzialnego za chorobe w
analizowanych modelach, odpowiednio: huntintyny, ataksyny-3 i atrofiny-1, zawieraty
bardzo zblizonej dtugosci ciggi powtdrzen, tj. okoto 16 Q na allelu normalnym i okoto 68 Q
na allelu zmutowanym. Niemniej jednak aktywnos$¢ oligonukleotydu A2F byta

zréznicowana, biorgc pod uwage obserwowang efektywnosc i selektywnosé wyciszania.

Oligonukleotydy byty takze testowane w modelu mysich linii komdérkowych prekursoréw
neurondw prazkowia (STHdh, w 2 wariantach: 7/111, 111/111 powtdrzer CAG w genie Htt).
Uzyskano efektywne i selektywne wyciszenie ekspresji zmutowanego genu z uzyciem

oligonukleotydu A2 i testowanymi modyfikowanymi wersjami siRNA.

W publikacji “Reduction of Huntington’s disease RNA foci by CAG repeat-targeting
reagents” analizowali$my i poréwnywalismy aktywnos¢ réznego typu oligonukleotydéw
celujgcych w region powtdrzen CAG w komadrkach fibroblastow HD. Zaplanowatam do tych
badan zestaw chemicznie zsyntetyzowanych oligonukleotydéw, ktére rdznity sie w
odniesieniu do (I) ich sekwencji docelowej (specyficzna sekwencja huntingtyny lub
powtdrzenia CAG), (ll) przewidywanego mechanizm dziatania (oparte na RNAI, indukujgce
RNaze H lub tzw. "bloker") i (lll) wzoru modyfikacji chemicznych. Oprécz bedacych
przedmiotem mojego gtdwnego zainteresowania sd-siRNA (A2, G2 oraz chemicznie
modyfikowanych wersji A2) testowano typowy siRNA ztozony z powtdérzen CAG/CUG oraz
oligonukleotyd antysensowy zawierajgcy modyfikacje LNA (ang. locked nucleic acid), tzw.
,bloker”, ztozony z 10 nt powtdrzen CTG. BadalisSmy lokalizacje i aktywnosc
oligonukleotydéw w jadrze komoérkowym i cytoplazmie. Intrygujgcym odkryciem tego

badania byta aktywnosc¢ czasteczek dziatajgcych w oparciu o RNAi w jadrze komdrkowym.

W prowadzonych pdzniej badaniach ustalono, ze specyficzng metoda stuzgcy detekcji
transkryptow zwigzanych z chorobami poliQ jest smFISH (ang. single molecule fluorescence
in situ hybridization) i w analizowanych typach komodrek, w tym fibroblastach, wystepuje
niewielka liczba tych endogennych transkryptéw (20-30 na komérke). Obecnie prowadzone

sg badania stuzgce obserwacji mikroskopowej transkryptow celowanych przez testowane
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siRNA, w kontekécie zmiany ich poziomu i/lub lokalizacji w komdrkach ludzkich

prekursoréw neuronalnych HD.

Obecnie przygotowuje publikacje z projektu badawczego dotyczgcego
dodatkowych zagadnied zwigzanych z mechanizmem dziatania analizowanych siRNA.
Projekt jest realizowany gtéwnie w ramach projektu NCN OPUS (ktérego bytam jednym z
gtéwnych wykonawcow, a kieruje nim od roku w zastepstwie prof. Krzyzosiaka). W ramach
tych dziatan obecnie koordynuje prace kilku oséb. W przeprowadzonych analizach
wykorzystaliSmy dodatkowe modele badawcze z egzogenng ekspresjg fragmentéw gendw
zwigzanych z chorobami poliQ. Modele otrzymane w komodrkach HEK w systemie
lucyferazowym zostaty wykorzystywane do: (I) weryfikacji jak lokalizacja ciggu powtdrzen
wptywa efektywnos¢ wyciszania, (1) precyzyjnej obserwacji kinetyki wyciszania, (lll) analizy
inhibicji translacji z uzyciem metody profilowania rybosoméw. Uzyskane wyniki odnosnie
tych zagadnien wykazaty m.in., ze testowane siRNA celujace w cigg powtdrzen CAG w
bardzo krétkim czasie indukujg hamowanie translacji na celowanym transkrypcie, bez

powodowania jego degradacji.

Podsumowanie najwazniejszych osiggniec:

1. Wykazanie aktywnosci siRNA o duzym potencjale terapeutycznym,
zaprojektowanych w strategii celowania w region powtdrzen CAG dla kilku choréb
poliQ.

2. Wybdr oligonukleotydu A2 jako wykazujgcego pozigdang aktywnos¢, wiec
charakteryzujgcego sie potencjatem uniwersalnego zastosowania dla kilku chordb z
tej grupy.

3. Wykazanie zalet opracowanego podejscia w pordwnaniu do innych testowanych
strategii z wykorzystaniem oligonukleotyddw.

4. Wykazanie nietypowego mechanizmu aktywnos$ci badanych siRNA w wyniku
kooperatywnego dziatania na wydtuzonym ciggu powtdrzen, prowadzgcego do

inhibicji translacji.
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Przyszte plany badawcze
(czesciowo realizowane w ramach projektu SONATA NCN, 2016-2020)

1. Zastosowanie podejs¢ gtebokiego sekwencjonowania RNA w celu petniejszej
charakterystyki dziatania allelo-selektywnych siRNA celujgcych w rejon powtdrzen
CAG zmutowanego genu HTT w modelu komorek neuronalnych. Badania dostarcza
informacji na temat potencjalnych korzysci z allelo-selektywnego podejscia, w
poréwnaniu do wyciszania nie-allelo-selektywnego. Jednoczesnie analizowane
beda potencjalne efekty niepozadane.

2. Udziat w testowaniu opracowanego podejscia terapeutycznego na modelach
mysich chordéb poliQ.

3. Analiza funkcji ciaggdw powtdrzen tréjnukleotydowych obecnych w réznego typu

transkryptach komérkowych.

5. Omoéwienie pozostatego dorobku

W sktad pozostatego dorobku naukowego wchodzi 8 publikacji. Prace te powstaty w latach
2007-2018 i zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach z listy JCR,
specjalizujgcych sie w tematyce biologii molekularnej. W czterech z tych prac jestem
pierwszym autorem, a w jednej pracy wspoétautorem korespondujgcym. Szczegédtowa

informacja na temat mojego wktadu w powstanie tych prac znajduje sie w zatgczniku nr 3.

1. ,Ribonuclease Dicer cleaves triplet repeat hairpins into shorter repeats that silence
specific targets”
Krol J, Fiszer A, Mykowska A, Sobczak K, de Mezer M, Krzyzosiak WJ.
Molecular Cell, 2007, Feb 23; 25 (4): 575-86
IF2007 13,156; IFs.jetni 14,703; punkty MNiSW: 50; liczba cytowan (bez autocytowan):
110

2. ,Mouse ataxin-3 functional knock-out model”
Switonski PM, Fiszer A, Kazmierska K, Kurpisz M, Krzyzosiak WJ, Figiel M.
Neuromolecular Medicine, 2011, 13(1):54-65
IF2011 5,0; IFs.ietni 3,556; punkty MNiSW: 35; liczba cytowan (bez autocytowan): 13

3. "Inhibition of mutant huntingtin expression by RNA duplex targeting expanded CAG
repeats"
Fiszer A, Mykowska A, Krzyzosiak WJ.
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Nucleic Acids Research, 2011, 39(13):5578-85
IF2011 8,026; IFs.jetni 10,235; punkty MNiSW: 40; liczba cytowan (bez autocytowan):35

4. ,An evaluation of oligonucleotide-based therapeutic strategies for polyQ diseases”
Fiszer A, Olejniczak M, Switonski PM, Wroblewska JP, Wisniewska-Kruk J, Mykowska
A, Krzyzosiak WJ.
BMC Molecular Biology, 2012, Mar 7;13:6
IF2012 2,796; IFs.jetni 2,25; punkty MNiSW: 30; liczba cytowan (bez autocytowan):14

5. ,Triplet repeat RNA structure and its role as pathogenic agent and therapeutic
target”
Krzyzosiak W.J., Sobczak K., Wojciechowska M., Fiszer A., Mykowska A., Koztowski P.
Nucleic Acids Research, 2012; 40(1):11-26
IF2012 8,278; IFs.jetni 10,235; punkty MNiSW: 40; liczba cytowan (bez autocytowan):59

6. ,,RNA toxicity in polyglutamine disorders: concepts, models, and progress of
research”
Fiszer A, Krzyzosiak WJ.
Journal of Molecular Medicine (Berl), 2013 91(6):683-91
IF2013 4,739; IFs.etni 5,128; punkty MNiSW: 35; liczba cytowan (bez autocytowan):24

7. ,Self-duplexing CUG repeats selectively inhibit mutant huntingtin expression”
Fiszer A, Olejniczak M, Galka-Marciniak P, Mykowska A, Krzyzosiak WJ.
Nucleic Acids Research, 2013 Dec;41(22):10426-37.
IF2013 8,808; IFs.jetni 10,235; punkty MNiSW: 40; liczba cytowan (bez autocytowan):7

8. “A Potential Role of Extended Simple Sequence Repeats in Competing Endogenous
RNA Crosstalk”
Witkos TM, Krzyzosiak WJ, Fiszer A, Koscianska E.
RNA Biology 2018, doi: 10.1080/15476286.2018.1536593
* co-corresponding author
IF2017 5,216; IFs.jetni 5,269; punkty MNiSW: 35

Waznym doswiadczeniem na poczgtku mojego zaangazowania w badania naukowe byto
wykonywanie pracy magisterskiej w Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych PAN w todzi pod opiekg prof. dr hab. Barbary Nawrot. Byto to
pierwsze zetkniecie z tematykg choréb neurodegeneracyjnych oraz czgsteczkami RNA

stuzgcymi obnizaniu poziomu ekspresji wybranego genu.

Zawarte w mojej pracy doktorskiej badania rozpoczynatam w ramach projektu MNiSW

(2005-2009) oraz przede wszystkim bedgc jednym z gtéwnych wykonawcédw grantu
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europejskiego széstego ramowego programu Unii Europejskiej RIGHT (RNA Interference
Technology as Human Therapeutic Tool, 2005-2009), gdzie Zaktad prof. Krzyzosiaka (wtedy
Pracownia Genetyki Nowotwordéw), byta jedynym cztonkiem z Polski wsréd 23 czotowych
w tej dziedzinie europejskich zespotéw naukowych. Badania, w ktérych uczestniczytam
zostaty opublikowane w pracy , Ribonuclease Dicer cleaves triplet repeat hairpins into
shorter repeats that silence specific targets”. Opisano w niej mechanizm powstawania
krétkich RNA z ciggdw zmutowanych powtdrzen, jak i pojawily sie pierwsze przestanki na
temat wigzania sie tego typu czasteczek do komplementarnych ciggdéw powtdrzen. W
ramach nawigzanej wspotpracy z Dr. Denis’em Furlingiem przebywatam na krétko-
terminowym stazu w Instytucie INSERM w Paryzu w celu wstepnego przetestowania

opracowanych siRNA na modelu mioblastéw dystrofii miotonicznej typu 1 (DM1).

W ramach projektu RIGHT uczestniczytam takze w zadaniu otrzymania nowego modelu
mysiego knock-in SCA3, dedykowanego testowaniu allelo-selektywnych podejs¢
terapeutycznych, przygotowujgc konstrukt do jego wygenerowania. W pierwszej probie
uzyskano niespodziewanie model typu knock-out ataksyny-3, w zwigzku z zajsciem
alternatywnego sktadania mRNA na wygenerowanym konstrukcie, ktéry wykluczat
znaczacy jego fragment. Model ten, jako ciekawy ze wzgledu na analize funkcji ataksyny-3,

opisalismy w pracy ,,Mouse ataxin-3 functional knock-out model”.

Badania zwigzane z opracowywaniem potencjalnie terapeutycznych oligonukleotydéw dla
choréb poliQ prowadzitam nastepnie w ramach projektdw kierowanych przez prof.
Krzyzosiaka: ,,Nowe reagenty technologii interferencji RNA o duzym znaczeniu dla
medycyny” wspotfinansowanego ze Srodkéw Unii Europejskiej w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka (2009-2014) oraz projektu NCN (2011-2014).
Wynikiem realizacji tych badan byty moje pierwszo-autorskie prace eksperymentalne:
"Inhibition of mutant huntingtin expression by RNA duplex targeting expanded CAG
repeats”, ,,An evaluation of oligonucleotide-based therapeutic strategies for polyQ
diseases” oraz ,Self-duplexing CUG repeats selectively inhibit mutant huntingtin
expression”, w ktérych przetestowalismy rézne oligonukleotydy i wykazalismy efektywne

obnizanie poziomu wybranych zmutowanych gendéw zwigzanych z chorobami poliQ.
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”

Publikacja ,,Self-duplexing CUG repeats selectively inhibit mutant huntingtin expression
zostata przyjeta w Nucleic Acids Research 1,5 roku po ztozeniu przeze mnie pracy
doktorskiej, w zwigzku z dwoma rundami opracowywanych odpowiedzi na uwagi
recenzentéw. Publikacja nie zostata ujeta w dorobku osiggniecia habilitacyjnego, poniewaz

w wiekszosci zawiera wyniki umieszczone w rozprawie doktorskie;j.

Uczestniczytam takze w przygotowaniu prac przeglagdowych. W pierwszej ,, Triplet repeat
RNA structure and its role as pathogenic agent and therapeutic target”, obszernie
podsumowalismy wiedze na temat wydtuzonych ciggéw powtérzen tréjnukleotydowych
wystepujgcych w transkryptach, w kontekscie ich znaczenia w patogenezie oraz jako
regionu do projektowania czgsteczek terapeutycznych. Druga praca, ,RNA toxicity in
polyglutamine disorders: concepts, models, and progress of research”, dotyczy scisle

zagadnien zwigzanych z patogenezg chordb poliQ i modeli, ktére pozwalajg jg badad.

W ostatnim czasie sfinalizowany zostat projekt dotyczgcy wystepowania ciggdw powtdrzen
w réznego typu transkryptach publikacjg “A Potential Role of Extended Simple Sequence
Repeats in Competing Endogenous RNA Crosstalk”. W ramach tych badan wykonalismy
analizy bioinformatyczne sekwencji zgromadzonych w bazach danych oraz wynikdéw
eksperymentalnych sekwencjonowania RNA wykonanych przez innych badaczy w celu
zbadania wystepowania sekwencji powtdrzonych w transkryptach i okreslenia ich
potencjalnej regulacji przez miRNA. Wykazalismy mozliwos¢ istnienia sieci konkurujgcych
RNA, funkcjonujgcych w oparciu o sekwencje powtérzone, jak i mozliwos¢ zaburzenia tej

sieci, szczegdlnie w przypadku dystrofii miotonicznej typu 1i2 (DM1i 2).
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