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1. IMIE | NAZWISKO: Marzena Wojciechowska

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE

2001, doktor nauk biologicznych, dyscyplina: biologia, specjalnosé: cytogenetyka; tytut rozprawy
doktorskiej: ,Zmiany fowarzyszgce rozwojowi i degradacji bielma podczas dojrzewania nasion
Echinocystis lobata’. Praca wykonana w ramach Studium Doktoranckiego Fizjologiczno-
Mikrobiologicznego przy Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska) Uniwersytetu tédzkiego, todz; Promotor: Profesor Maria J. Olszewska.

1997, magister biologii, dyscyplina: biologia, specjalnos¢: nauczycielska; tytut pracy magisterskie;j:
,Zmiany zawartosci jadrowego DNA i bialek barwigcych sie NYS w komodrkach liscieni kietkujacych
nasion Vicia faba susp. minor ocenianych metoda podwdjnej cytofotometrii”. Praca wykonana na
Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska) Uniwersytetu
t.6dzkiego, £odz; Promotor: Profesor Kazimierz Marciniak.

3. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

10/2009—obecnie, Polska Akademia Nauk, Instytut Chemii Bioorganicznej, Noskowskiego 12/14,
Poznan, adiunkt.

01/2007-09/2009, University of Texas, MD Anderson Cancer Center, Genetics Department, 1515
Holcombe Blvd., Houston, Texas, USA, instructor.

04/2006-12/2006, Laval University, Human Genetics Department, 2705 Blvd. Laurier, Ste-Foy,
Quebec City, Quebec, Canada, post-doctoral scientist.

01/2002-04/2006, Texas A&M University System, Health Science Center, Institute of Biosciences
and Technology, Center for Genome Research, 2121 West Holcombe Blvd., Houston, Texas, USA,
post-doctoral research scientist.

10/1997-09/2001, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska), Uniwersytet + 6dzki, Pilarskiego 14/16, +.6dz, doktorant.

4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14
MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM

Przedstawione do oceny osiagniecie naukowe stanowi monotematyczny cyki pieciu publikacii
naukowych z lat 2006-2014 (Tabela 1), opublikowanych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie
Journal  Citation Reports pod wspélnym tytutem:  Elementy  patomechanizmow
i podejscia terapeutyczne w chorobach neurodegeneracyjnych czlowieka wywotanych ekspansjami
sekwencji mikrosatelitarnych. Sumaryczny impact factor (zgodny z rokiem opublikowania) tych
pozycji wynosi 31.78, liczba punktow MNiSzW to 185, za$ liczba cytowan wg. bazy Web of
Science (do dnia zlozenia wniosku) wynosi 138. W czterech publikacjach jestem pierwszym
autorem, a w jednej z nich ponadto autorem korespondencyjnym.
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Tabela 1. Publikacje wchodzace w skfad osiggniecia naukowego.

Liczba

e . Impact | Punkty cytowan

Lp. Dane bibliograficzne factor | MNiSzW | wg. Web of
Science

M. Wojciechowska, M. Napierala, J. E. Larson, and R. D. Wells.

2006. Non-B DNA Conformations Formed by Long Repeating
Tracts of Myotonic Dystrophy Type 1, Myotonic Dystrophy Type

1 . o X 5.808 35 18

2, and Friedreich’s ataxia Genes, not the Sequences per se,

Promote Mutagenesis in Flanking Regions. Journal of Biological

Chemistry 281: 24531-24543.

M. Wojciechowska and W. J. Krzyzosiak. 2011. Cellular Toxicity
2 | of Expanded RNA Repeats: Focus on RNA Foci. Human | 7.636 40 61
Molecular Genetics 20(19):3811-21.

A. Mykowska, K. Sobczak, M. Wojciechowska, P. Kozlowski and
3 W. J. Krzyzosiak. 2011. CAG Repeats Mimic CUG Repeats in
the Misregulation of Alternative Splicing. Nucleic Acids Research
39(20):8938-51.

8.026 40 45

M. Woijciechowska and W. J. Krzyzosiak. 2011. CAG Repeat
4 | RNA as an Auxiliary Toxic Agent in Polyglutamine Disorders. | 4.933 35 13
RNA Biology 8(4):565-71.

M. Wojciechowska, K. Taylor, K. Sobczak, M. Napierala and W.
5 J. Krzyzosiak. 2014. Small Molecule Kinase Inhibitors Alleviate 5377 35 2
Different Molecular Features of Myotonic Dystrophy Type 1. RNA ’
Biology 11(6).742-754.

5. OMOWIENIE INDYWIDUALNEGO WKLADU WNIOSKODAWCY W PUBLIKACJE
STANOWIACE OSIAGNIECIE NAUKOWE

M. Woijciechowska, M. Napierala, J. E. Larson, and R. D. Wells. 2006. Non-8 DNA
Conformations Formed by Long Repeating Tracts of Myotonic Dystrophy Type 1, Myotonic
Dystrophy Type 2, and Friedreich’s ataxia Genes, not the Sequences per se, Promote
Mutagenesis in Flanking Regions. Journal of Biological Chemistry 281(34): 24531-24543.

Wkiad habilitanta: M6j wklad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu doswiadczen
wspolnie z autorem korespondencyjnym, wykonaniu wiekszoséci eksperymentow, interpretac;ji
wynikow badar oraz napisaniu wstepnej wersji manuskryptu i odpowiedzi na uwagi recenzentow.
W ramach prac eksperymentalnych do tej publikacji wykonatam doswiadczenia polegajgce na
klonowaniu sekwencji powtorzonych w wektory ekspresyjne, ich wprowadzaniu do komorek pro-
i eukariotycznych, namnazaniu i izolacji plazmidéw, przygotowaniu materialu DNA do
sekwencjonowania i interpretacji wynikow sekwencjonowania w celu oszacowania mutagennosci
sekwencji powtérzonych oraz wykonaniu eksperymentéw LM-PCR. Wyniki tych badan zostaty
przeze mnie opracowane statystycznie i przedstawione na Rycinach 1-5 i Tabelach 1-4.

Moy udziat szacuje na okoto 60%.

M. Wojciechowska and W. J. Krzyzosiak. 2011. Cellular Toxicity of Expanded RNA Repeats:
Focus on RNA Foci. Human Molecular Genetics 20(19): 3811-21.
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Wkiad habilitanta: M6 wklad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu jej koncepdiji
wspolnie z autorem korespondencyjnym, zgromadzeniu stosownej literatury, napisaniu
manuskryptu i odpowiedzi na uwagi recenzentow. Ponadto, przygotowatam Ryciny 1 i 2 oraz
sporzadzitam Tabele 1-3, ktdre stanowily obszerny materiat suplementarny.

Moj udziat w przyblizeniu szacuje na 65%.

A. Mykowska, K. Sobczak, M. Wojciechowska, P. Kozlowski and W. J. Krzyzosiak. 2011.
CAG Repeats Mimic CUG Repeats in the Misregulation of Alternative Splicing. Nucleic Acids
Research 39(20): 8938-51.

Wkiad habilitanta: Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu i wykonaniu
eksperymentow mikroskopowych, polegajacych na identyfikacji zmutowanych transkryptow
zawierajgcych ekspansje powtorzen CUG i CAG w ludzkich komérkach fibroblastycznych przy
wykorzystaniu metody RNA FISH (Rycina 7D) oraz identyfikacji biatka MBNL1 w jgdrowych
inkluzjach ~ zmutowanych  transkryptow za pomocg hybrydyzacji FISH potgczonej
z immunobarwieniem (Rycina 8A). Opracowatam i zinterpretowatam wyniki tych doswiadczen.
Ponadto, bralam udzial w przygotowaniu manuskryptu tej pracy i odpowiedzi na uwagi
recenzentéw.

Przewiduje, iz mdj udziat wynosi okofo 25%.

M. Wojciechowska and W. J. Krzyzosiak. 2011. CAG Repeat RNA as an Auxiliary Toxic
Agent in Polyglutamine Disorders. RNA Biology 8(4): 565-71.

Whkiad habilitanta: M6] wklad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu jej koncepcji
wspolnie z autorem korespondencyjnym, zgromadzeniu stosownej literatury, napisaniu
manuskryptu i odpowiedzi na uwagi recenzentdéw. Ponadto, przygotowatam Ryciny 1 2.

Moj przewidywalny udziat wynosit okofo 55%.

M. Wojciechowska*, K. Taylor, K. Sobczak, M. Napierala, and W. J. Krzyzosiak. 2014. Small
Molecule Kinase Inhibitors Alleviate Different Molecular Features of Myotonic Dystrophy
Type 1. RNA Biology 11(6): 742-754.

*, autor korespondencyjny

Wkiad habilitanta: M6) wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu jej koncepcji
i wykonaniu catej czesci eksperymentainej (z wyjgtkiem filter binding assay, Rycina S-3D).
Opracowatam i zinterpretowatam wyniki wszystkich badan przedstawione na Rycinach 1-7
publikacji oraz materiatu suplementarnego w postaci Tabel i Rycin. Ponadto, przygotowatam
catos¢ manuskryptu i odpowiedzi na uwagi recenzentow.

MOj udziat szacufe na co najmniej 60%.
Kopie publikacji stanowiacych osiggniecie naukowe znajduja sie w Zalgczniku nr 4,

natomiast oswiadczenia wspolautoréw, okreslajace ich indywidualny wkfad w powstanie
kazdej pracy znajduja sie w Zafgczniku nr 5.
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6. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO | WYNIKOW PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKLAD
OSIAGNIECIA NAUKOWEGO Z UWZGLEDNIENIEM ICH EWENTUALNEGO
WYKORZYSTANIA

Problematyka i cele badawcze

Sekwencje mikrosatelitarne, zwane krotkimi sekwencjami tandemowymi (ang. short tandem
repeats, STRs) lub prostymi sekwencjami powtdérzonymi (ang. simple sequence repeats, SSRs), sg
sekwencjami DNA ziozonymi z wielokrotnie powtorzonych motywow o dtugosci 1-6 nukleotydow.
Sekwencje te znajdowane sg zarowno w kodujgcych jak i niekodujgcych czesciach genow, a ich
charakterystyczng cechg jest wysoka niestabilnos¢ genetyczna, prowadzaca do polimorfizmu
zarowno sekwencji jak i dlugosci (1). Nadmierny wzrost liczby powtorzen (ekspansje) takich
sekwencji jak: trojnukleotydowe (CTG, CAG, CGG, GAA), tetranukleotydowe (CCTG),
pentanukleotydowe (ATTCT i TGGAA) oraz heksanukleotydowe (GGGGCC) jest przyczyng okoto
40 choréb neurodegeneracyjnych czlowieka (Ryc. 1). Sg wsrdd nich dystrofia miotoniczna typu
pierwszego (DM1) i drugiego (DMZ2), ataksja Friedreich’a (FRDA) oraz liczna grupa chordb
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Rycina 1. Sekwencje mikrosatelitarne i wywofane nimi choroby neurodegeneracyjne cziowieka. Biate obszary
reprezentujg 5’ i 3 UTR-y, zielone - eksony, zéity — intron.

poliglutaminowych, na przyktad choroba Huntingtona (HD) i ataksje rdzeniowo-mézdzkowe (SCAs)
(2). W chorobach tych, obecnosé wydiuzonych sekwencji mikrosatelitarnych w okreslonych genach
moze prowadzi¢ do (i) powstawania toksycznych transkryptoéw i/lub produktow biatkowych, (ii)
zatrzymywania zmutowanych transkryptéw na terenie jadra komoérkowego i do (iii) represji
transkrypcji oraz wyciszenia ekspresji zmutowanych gendw.

Pomimo iz, molekularne podioze chorob wywotanych ekspansjami sekwenciji
mikrosatelitarnych pozostaje w znacznym stopniu niewyjasnione, badania wskazuja, ze
formowanie struktur drugorzedowych przez te powtdrzenia w DNA i transkryptach moze odgrywac
istotng role w procesie patogenezy. Wykazano, ze tworzenie sie przejsciowych, lecz stabilnych
struktur (ang. non-B DNA structures) takich jak: spinki (ang. hairpin), tripleksy (ang. triplex) i G-
kwadrupleksy (ang. G-quadruplex) jest zroédlem genetycznej niestabilnosci sekwencji
mikrosatelitarnych. Ponadto, udowodniono ze obecnos$¢ struktur typu hairpin w RNA nadaje
toksycznych wiasciwosci zmutowanym transkryptom i odgrywa kluczowa role w ich patogennych
oddzialywaniach z biatkami zaangazowanymi w metabolizm RNA (3). Od wczesnych lat 90-tych
XX wieku trwajg intensywne badania nad wyjasnieniem podioza molekularnego chordb
wywotanych niestabilnoécia sekwencji mikrosatelitarnych. Dotycza one  molekularnej
charakterystyki tych powtorzen, jak rowniez préb wytlumaczenia skutkdw ich obecnosci na genom,

6



Autoreferat Zatgcznik nr 2

transkryptom i proteom komorek z mutacjami. Obecnie wiadomo, ze ekspansje sekwencji
mikrosatelitarnych prowadza do uruchomienia skomplikowanych mechanizméw patogenezy, wérod
ktérych sa: nabycie toksycznych wiasciwosci przez zmutowane transkrypty (ang. RNA gain-of-
function) lub biatka (ang. protein gain-of-function), dwukierunkowa transkrypcja (ang. bidirectional
transcription), translacja niezalezna od kodonu START (ang. non-ATG RAN translation), oraz
deregulacja ekspresji krotkich niekodujacych czgsteczek RNA (ang. micro RNAs) (2; 4; 5).
Jednakze pomimo wieloletnich wysitkéw wielu laboratoriow na calym $wiecie, toksycznosé
sekwencji powtorzonych pozostaje nadal zagadka, a wywolane nimi choroby sa ciagle
nieuleczalne. Dlatego dalsze badania nad poznaniem patomechanizméw tych chorob sg istotne
i moga pomoc w znalezieniu skutecznych narzedzi terapeutycznych.

Przedstawiony cykl pieciu publikacji, stanowigcych osiggniecie naukowe, opisuje wyniki moich
badan, dotyczgcych aspektow zwigzanych z mutagennoscig sekwencji mikrosatelitarnych, jak
rowniez ich toksycznoscig na poziomie transkryptow oraz prob poszukiwan skutecznych form
terapii dla o0s6b cierpigcych na choroby neurodegeneracyjne zwigzane z niestabilnoscig
genetyczng prostych sekwencji powtorzonych. Badania nad tymi zagadnieniami sg kontynuowane,
w nadziei na polepszenie jakosci i diugosci zycia pacjentdw na cafym Swiecie.

OGOLNE CELE BADAN: Badanie mechanizméw toksycznosci wydfuzonych powltorzen
mikrosatelitarnych w DNA i transkryptach oraz proby poszukiwan skutecznych form terapii
w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych cziowieka.

Cel szczegotowy 1: Badanie mutagennego potencjatu powtérzert CTG, CCTG i GAA, ktorych
ekspansje zwigzane sg odpowiednio z rozwojem choréb DM1, DM2 i FRDA.

Formowanie sie drugorzedowych struktur typu non-B DNA przez wydiuzone powtérzenia
tandemowe w DNA jest uznawane za zrédto ich genetycznej niestabilnosci (6; 7). Procesy
replikacji i transkrypcji utatwiajg tworzenie sie takich struktur przez sekwencje mikrosatelitarne
i fgcznie z niektérymi systemami naprawy DNA m.in., po-replikacyinym systemem MMR (ang.
mismatch repair system) i sprzezonym z transkrypcja systemem NER (ang. nucleotide excision
repair), zwiekszajg ryzyko destabilizacji tych struktur bedgcej zrodlem zmian diugosci wydtuzonych
sekwencji powtdrzonych (8; 9). Badaniem mechanizmoéw genetycznej niestabilnosci wydtuzonych
sekwencji tandemowych zwiazanych z chorobami neurologicznymi cztowieka od wczesnych lat 90-
tych ubiegiego wieku zajmowat sie zespdt Profesora Roberta Wellsa z Houston (USA), do ktérego
dotagczytam w 2002 roku. Podczas mojego stazu podoktorskiego zostatam zaangazowana w nowy
kierunek badan, dotyczacy zagadnienia mutagennych wtasciwosci sekwencji powtdrzonych w DNA,
charakteryzujgcych sie niestabilnoscig genetyczng i zdolnoscig do formowania struktur typu non-8
DNA. Ten nurt zapoczatkowaty badania prowadzone przez Dr Albino Bacolla (10; 11), ktére
dotyczyty weryfikacji hipotezy, ze zmienno$¢ genetyczna w genie PKD1, ktéry jest zmutowany
u okoto 85% pacjentoéw z wielotorbielowatoscia nerek (ang. autosomal dominant polycystic kidney
disease, ADPKD), jest wynikiem niestabilnosci genetycznej 2.5-kbp intronowej sekwenc;ji
poli(purynowo-pyrimidynowej) (ang. poly(R+Y)) w obrebie tego genu, ktéra moze tworzy¢ rozmaite
struktury typu non-8 DNA.
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Przedmiotem moich badan, zwigzanych z mutagennoscig sekwencji mikrosatelitarnych, byty
powtédrzenia CTG, GAA i CCTG. Poczatkowo, prowadzitam badania z wykorzystaniem komorek
roznych szczepow bakterii, do ktorych wprowadzatam wektory ekspresyjne zawierajace sekwencje
powtorzone. Prowadzac rekultywacje bakterii zawierajacych takie plazmidy zauwazytam, iz
obecnosci wydiuzonych powtérzen towarzyszyly mutacje (delecje i inwersje) w sekwencjach DNA
je otaczajacych, ktére nie wystepowaly przy krotkich sekwencjach oraz przy ich braku. Czestos¢
mutacji zalezata nie tylko od dtugosci powtdrzen, ale rowniez od ich orientacji wzgledem miejsca
inicjacji replikacji, od transkrypcji, obecnosci interrupcji zaburzajacych cigglos¢ sekwencji
powtdrzonych oraz ich typu. Znacznie wyzszym potencjatem mutagennym charakteryzowaty sie
powtorzenia CTG i CCTG niz GAA (12). Te wyniki pozwolity mi wysungc¢ hipoteze, iz wiasciwosci
mutagenne powtdrzeri mikrosatelitarnych zostajg uaktywnione w warunkach komorkowych
sprzyjajacych formowaniu sie struktur drugorzedowych DNA. Wyniki badan tej hipotezy zostaty
opublikowane w Journal of Biological Chemistry pt. ,Non-B DNA Conformations Formed by Long
Repeating Tracts of Myotonic Dystrophy Type 1, Myotonic Dystrophy Type 2, and Friedreich's
ataxia Genes, not the Sequences per se, Promote Mutagenesis in Flanking Regions™ (13) i s3
elementem osiggniecia naukowego.

W celu wykazania roli struktury DNA w procesie mutagenezy sekwencji mikrosatelitarnych
zastosowatam kilka strategii badawczych. Po pierwsze, do badan wykorzystatam zaréwno
sekwencje powtdrzone, ktore majg zdolnos¢ tworzenia drugorzedowych struktur non-B DNA (CTG,
GAA i CCTG) (6) jak i te, ktdre ich nie tworzg (CAA) (14). Po drugie, wybrane przeze mnie szczepy
bakteryjne umozliwity zbadanie, czy poziom superskrecenia kolistych czasteczek plazmidowego
DNA (ang. negative supercoiling density) wplywa na mutagenne wiasciwosci sekwencji
powtdrzonych. W tym celu wykorzystatam komorki z funkcjonalng (szczep JTT1), badZ zmutowana
forma jednej z dwoch topoizomeraz DNA: topoizomerazy | (topA) (szczep RS2) oraz gyrazy (gyrB)
(szczep SD7), zmieniajgcych liczbe oplecen czasteczek DNA, wplywajac na ich negatywne
superskrety. Jak wykazaly wczesniejsze badania, zmiany topologii DNA majg wplyw na
powstawanie i stabilno$¢ lokalnych struktur DNA w obrebie wydtuzonych sekwencji powtérzonych
(11; 15). Ich formowanie aktywuje systemy naprawy DNA wycinajgce wypetlenia, a powstajgce
w ten sposéb dwuniciowe pekniecia (ang. double-strand breaks) sg nastepnie naprawiane na
drodze rekombinacji homologicznej. Wiadomo, ze w procesie rekombinacji homologicznej
zachodzacym u bakterii uczestniczy m.in. biatko SbcC (16). Dlatego w moich badaniach
wykorzystalam komorki bakteryjne posiadajgce aktywng (szczep AB1157) i zmutowang (szczep
PF2070) nukleaze SbcC. Po trzecie, wykorzystanie ssaczych linii komérkowych (COS-7, HEK-293
i CV-1) umozliwito mi przeprowadzenie eksperymentéw w warunkach, gdy badane sekwencje
powtorzone ulegaty zaréwno replikacji jak i transkrypcji, badz gdy zachodzit tylko jeden z tych
proceséw. Wariant eksperymentalny z zahamowang transkrypcjg byt mozliwy dzieki wprowadzeniu
mutacji do wykorzystywanego przeze mnie w komorkach eukariotycznych wektora ekspresyjnego
pEGFP-C1 w postaci delecji w sekwencji promotora CMV. Natomiast eksperymenty z nieaktywnym
procesem replikacji byty umozliwe z wykorzystaniem linii komoérek CV-1, w ktorej nie dochodzi do
replikacji plazmidéw z miejscem inicjacji replikacji typu SV40. Takie warunki eksperymentalne
umozliwity mi zbadanie, czy procesy replikacji i transkrypcji, utatwiajagce powstawanie lokalnych
struktur drugorzedowych non-B DNA w obrebie sekwencji powtorzonych, indukujg mutacje
w obszarach je otaczajgcych.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentow wysunetam nastepujace wnioski: (i) jedynie
wydiuzone sekwencje powtdrzone, ktore mogg tworzy¢ struktury typu non-B DNA, nie zas ich
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krotkie odpowiedniki, indukujg mutacje w obszarach DNA otaczajacych te powtorzenia; (ii) warunki
komorkowe, podwyzszajace poziom negatywnego superskrecenia DNA, sprzyjajacego
powstawaniu struktur non-8 DNA, wzmacniajg mutagenny potencjat powtdrzen CTG, GAA 1 CCTG;
(iii) inaktywacja nukleazy SbcC rozpoznajacej i wycinajacej wypetlenia DNA typu hairpin ostabia
mutageneze w sekwencjach DNA flankujgcych powtérzenia.

Osiagniecia:

1. Badania do tej publikacji ugruntowaty istotny wplyw struktury DNA tworzonej w obrebie
wydtuzonych tandemowych sekwencji DNA na niestabilnoé¢ w regionach otaczajgcych
powtdrzenia i pokazaty mutagenny charakter ekspansji powtorzen troj- i tetranukleotydowych
zwigzanych z DM1, DM2 oraz FRDA, zaréwno w komérkach bakteryjnych jak i w ssaczych.

2. Wyniki tych badan sa istotne, poniewaz wykazaty nowe toksyczne wiasciwosci wydiuzonych
sekwencji mikrosatelitarnych w DNA, bedacych przyczyng choréb neurodegeneracyjnych
czlowieka.

3. Te wyniki moga pomdc w ustaleniu udziatu sekwencji powtérzonych w inicjacji i rozwoju choréb
genetycznych cziowieka.

Mozliwe zastosowanie:

1. Dalsza identyfikacja i charakterystyka mutacji w regionach DNA flankujacych powtdrzenia.
2. Badanie mechanizméw patogenezy chorob zwigzanych 2z niestabilnoscia sekwencji
powtdrzonych.

Cel szczegoétowy 2: Toksyczno$¢ transkryptéw zwierajgcych ekspansje powtdrzen CUG i CAG w
patogenezie DM1 oraz HD i SCA3.

Ekspansje powtérzen mikrosatelitarnych (Ryc. 1) prowadza do uruchomienia ztozonych
mechanizmow patogenezy, wsrod ktorych jest nabycie toksycznych wiasciwosci przez zmutowane
transkrypty (ang. toxic RNA gain-of-function). Badania molekularnych podstaw tego mechanizmu
zapoczgtkowaly we wczesnych latach 90-tych poprzedniego wieku prace nad patogeneza DM1
(17). Choroba ta, wywotana jest obecnoscia wydtuzonych powtérzern CUG w regionie 3'UTR genu
DMPK i w zwigzku z tym, jej patomechanizm jest utozsamiany z toksycznoscig zmutowanych
transkryptéw. Ich ekspresja objawia sie tworzeniem jgdrowych inkluzji RNA (ang. ™foci), bedacych
efektem zaburzonego eksportu i patogennych oddziatywan z biatkami metabolizmu RNA. Do chwili
obecnej, jadrowe inkluzje RNA zawierajagce zmutowane transkrypty zostaly zidentyfikowane
w wielu chorobach neurodegeneracyjnych cziowieka. Sg wsréd nich zaréwno choroby zwigzane
z ekspasjami sekwencji niekodujgcych np. DM2, FXTAS, ASL/FTD, HDL2, SCA10 oraz SCA31, jak
i kodujacych np. SCA3 i HD (Ryc. 1). Toksycznos¢ zmutowanych transkryptow jest wigzana
z faktem, iz obecne w nich wydtuzone sekwencje mikrosatelitarne majg zdolnos¢ do formowania
struktur drugorzedowych, takich jak hairpiny lub kwadrupleksy. Zmieniajg one powinowactwo tych
transkryptow do biatek komérkowych, co stanowi o istocie ich toksycznosci (3). Te tematyke badan
rozpoczetam w 2006 roku podczas mojego stazu podoktorskiego w laboratorium Profesora Jacka
Puymirata w Laval University, Quebec City (Kanada) i kontynutowalam jg w latach 2009-2014
w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, pracujac jako adiunkt
w laboratorium Profesora Wiodzimierza J. Krzyzosiaka. W ramach realizowanych projektow
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badawczych tego laboratorium, bylam zaangazowana w eksperymenty majgce wyjasnié czy
transkrypty zawierajace ekspansje powtdrzen CAG wykazujg wiadciwoséci toksyczne (podobne do
tych, jakie charakteryzujg powtdérzenia CUG) i odgrywajg role w patogenezie choréb
poliglutaminowych takich jak HD i SCA3. Wynikiem realizacji tych celéw badawczych byty, miedzy
innymi, trzy publikacje stanowigce osiggniecie naukowe. Sg to: “Toxicity of Expanded RNA
Repeats: Focus on RNA Foci” (2), ,CAG Repeats Mimic CUG Repeats in the Misregulation of
Alternative Splicing” (18) oraz ,CAG Repeat RNA as an Auxiliary Toxic Agent in Polyglutamine
Disorders” (19).

W pierwszej z tych publikacji przedstawitam charakterystyke jgdrowych inkluzji RNA
w chorobach neurodegeneracyjnych cztowieka. Praca ta stanowi podsumowanie wynikow badan
wielu laboratoriow z ponad dwudziestu ostatnich lat, opisujgcych rézne aspekty toksycznosci
zmutowanych transkryptow. Jak dotychczas wykazano, ekspresja transkryptow zawierajgcych
wydiuzone powtérzenia CUG, CCUG, CGG, AUUCU, UGGAA i GGGGCC oraz CAG
zaangazowane odpowiednio w DM1, DM2, FXTAS, SCA10, SCA31, ALS/FTD oraz HD i SCA3,
jest warunkiem koniecznym i wystarczajgcym do tworzenia sie jadrowych foci. Ich obecnosé
towarzyszy inicjacji i rozwojowi patogenezy wymienionych choréb. Co ciekawe, jak wykazaty
badania z wykorzystaniem komorek DM1 i organizmoéw modelowych tej choroby, obnizanie ilosci
jadrowych ™'foci za pomoca narzedzi interferencji RNA lub niskoczasteczkowych zwigzkow
chemicznych oddziatujacych specyficznie z powtorzeniami CUG w transkryptach, powodowato
poprawe fenotypu DM1. Bylo to zwigzane z uwalnianiem biatek zasocjowanych z inkluzjami RNA
oraz poprawg zaburzen alternatywnego splicingu, bedacego nieodtgcznym elementem
toksycznosci zmutowanych transkryptow CUG (20-23) .

Jadrowe foci ztozone ze zmutowanych transkryptow sa obecne zaréwno w tkankach
i w hodowanych in vitro kombdrkach osobnikéw chorych, jak roéwniez w organizmach
transgenicznych reprezentujacych eksperymentalne modele tych choréb. Natomist nie sg one
wykrywane w materiale biologicznym od osobnikéw zdrowych. Charakterystycznymi cechami tych
agregatow jest ich liczebnos¢, morfologia oraz zawartos¢ bialek, ktoére zalezg od typu tkanki
i poziom ekspresji transkryptéw zawierajgcych ekspansje sekwencji mikrosatelitarnych. Na
przyktad, w miesniach szkieletowych pacjentéw z DM1 i DM2 znajdowane sg mniej liczne i wieksze
inkiuzje RNA niz w hodowanych mioblastach lub fibroblastach z takg samg iloscig powtdrzen (2).
Rowniez diugo$¢ powtdrzen mikrosatelitarnych determinuje liczbe ™foci przypadajaca na jadro
komorkowe jak i frakcje jader foci-pozytywnych w badanym materiale. Jak wykazano w tkanach
z migsni szkieletowych od pacjentow DM1, 60% jader posiadato inkluzje RNA ze $rednig liczbg foci
1.18, gdy liczba powtérzen CUG wynosita 165-430; natomiast, przy diugosci 1250-1900, ponad
90% jader byto foci-pozytywnych ze srednio 3 inkluzjami na jgdro komoérkowe (24). Pomimo, iz
wystepowanie rybonukleoproteinowych agregatow zawierajgcych zmutowane transkrypty
sekwencji mikrosatelitarnych  jest niedtacznym elementem patogenezy wielu chorob
neurodegeneracyjnych cztowieka, kwestig sporng pozostaje fakt, czy ™'foci sg przyczyna
patogenezy czy zjawiskiem towarzyszacym wielu symptomom chorobotwérczym (ang.
epiphenomena). Ich toksycznos$¢ jest obecnie wigzana z faktem, iz sa one Zrodlem zaburzen
alternatywnego splicingu, gdyz prowadzg do sekwestracji biatek z rodziny muscleblind, oraz zmian
w poziomach ekspresji i aktywnosci biatek z rodziny CELF. Jednakze, ich obecnosé wywoltuje
rowniez tymczasowa i/lub statg immobilizacje wielu innych biatek, skiadajgca sie na ztozonosc
patomechanizmu choréb wywotanych ekspansjami sekwencji tandemowych. Istnieje wiec
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koniecznos¢ dalszych badan zmierzajacych do okreslenia, czy te jadrowe struktury sg przyczyng
czy wynikiem patogenezy choréb neurodegeneracyjnych czlowieka.

Do roku 2005, toksyczno$¢ transkryptow przypisywano jedynie patogenezie chorob
wywotanych ekspansjami sekwencji niekodujgcych takich jak CUG i CCUG w odpowiednio DM1
i DM2 (Ryc. 1). Natomiast, choroby poliglutaminowe np. HD i SCA3, zwigzane z wydiuzaniem sie
egzonowych sekwencji powtorzonych CAG utozsamiano z toksycznoscig zmutowanych biatek
poliglutaminowych (polyGin) (25). Zmiana tego paradygmatu nastapita na przetomie lat 2005~
2011, kiedy powstalo kilkka prac eksperymentalnych zwracajacych uwage $wiata naukowego na
toksycznos¢ zmutowanych transkryptéw zawierajgcych ekspansje powtérzen CAG i ich udziat
w patogenezie choréb poliglutaminowych (18; 26-30). Podsumowanie tych prac znalazto miejsce
w publikacji przegladowej mojego autorstwa zatytulowanej ,CAG Repeat RNA as an Auxiliary
Toxic Agent in Polyglutamine Disorders” (19), natomiast moj wkiad eksperymentalny w badania
zwigzane z wyjasnianiem nowej roli zmutowanych transkryptoéw zostat zamieszczony w publikaciji
zatytutowane] ,CAG Repeats Mimic CUG Repeats in the Misrequlation of Alternative Splicing” (18).

Wyniki badan, ktére zainicjowaly prace wielu laboratoriow zwigzane z wyjasnianiem udziatu
zmutowanych transkryptéw w patomechanizmie choréb poligiutaminowych dowodzily, iz obecnos¢
wydluzonych powtérzehh CAG w transkryptach ulegajacych egzogennej ekspresji w komorkach
COSM6 skutkuje formowaniem jgdrowych foci RNA, z ktoérymi kolokalizuje biatko MBNL1 (26).
Pomimo wystepowania tych kluczowych elementéw mechanizmu foxic RNA gain-of-function,
w badanym systemie nie obserwowano zmian splicingowych analizowanych czasteczek mRNA
(cTNT i INSR), ktére byly wykrywane w przypadku transkryptow z wydtuzonymi powtorzeniami
CUG. Dalszych dowodéw na szkodliwo$¢ komorkowa zmutowanych transkryptéw CAG dostaczyty
prace eksperymentalne z wykorzystaniem organizmow transgenicznych i komoérek pochadzacych
od pacjentéw z HD i SCA3. W publikacjach, w ktorych wykorzystano zwierzeta transgeniczne
(muszki owocowe, myszy i niepasozytnicze nicienie) do ekspresji powtorzen CAG ulegajacych lub
nieulegajgcych translacji, wykazano iz obecno$¢ zmutowanych transkryptow CAG jest
wystarczajgca, aby wywota¢ serie patogennych zmian w morfologii i funkcjonowaniu tych
organizméw. Co ciekawe, obecno$¢ zmutowanego biatka polyGin nie powodowata pogorszenia sie
symptomow patogenezy (27; 29; 30). Istotnych wynikow dostarczyly réwniez badania
z wykorzystaniem transgenicznych muszek Drosophila, bedacych modelem eksperymentalnym
choroby SCA3, do wygenerowania ktorych wykorzystano wydtuzone powtérzenia CAG
niezawierajgce interrupcji lub takie, ktorych ciggtos¢ zostata zaburzona obecnoscig tréjek
nukleotydow innych niz CAG (27). Chociaz w obu systemach eksperymentalnych obserwowano
formowanie rybonukleoproteinowych ™foci i zaburzong morfologie oczu transgenicznych much,
model w ktorym powtdrzenia CAG nie posiadaty interrupcji cechowat sie znacznie ostrzejszg forma
przebiegu patogenezy, zakonczone] przedwczesng S$miercig tych organizamdédw na skutek
zaburzen neuronalnych. Ten wynik umocnit role struktury drugorzedowej RNA w mechanizmie
toksycznosci transkryptow, bowiem jak wykazaly wczesniejsze badania in vitro obecno$c
interrupcji w sekwencji wydtuzonych powtérzen mikrosatelitarnych zaburza formowanie struktur
typu hairpin (31-33), a tym samym ostabia patogenne oddziatywania z biatkiem MBNL1.
W  konsekwencji takich zmian strukturalnych, toksycznos¢ transkryptdw zostaje znacznie
ostabiona.

Jednakze znaczacych dowodéw na to, iz zmutowane transkrypty CAG indukujg zmiany
w alternatywnym splicingu dostarczyta dopiero publikacja zatytutowana, ,CAG Repeats Mimic CUG
Repeats in the Misregulation of Alternative Splicing” (18). Przedstawilismy w niej dowody na to, ze
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ekspansje powtorzenn CAG prowadzg do zaburzen metabolizmu zmutowanych transkryptow
I wywotujg w ludzkich komorkach zmiany podobne do tych, jakie sa konsekwencja ekspres;ji
transkryptow z CUG (Ryc. 2). Do badan wykorzystalismy kilka linii komoérkowych pochodzacych od
pacjentéw z HD, SCA3 i DM1, jak rowniez stworzone przez nas linie komérkowe ze stabilna
ekspresjg powtdrzen CAG, ktére ulegaly lub nie ulegaty translacji. Takie modele badawcze
postuzyly do identyfikacji elementow mechanizmu zwanego toxic RNA gain-of-function
i odpowiedzi na nastepujace pytania: (i) czy transkrypty z ekspansjami powtdrzen CAG tworza
jadrowe inkluzje w ludzkich komérkach i czy ich formowanie zalezy od dtugosci powtdrzen (ii) czy
biatko MBNL1 kolokalizuje z inkluzjami RNA, oraz (iii) czy formowanie rybonukleoproteinowych foci
CAG prowadzi do zaburzen alternatywnego splicingu w warunkach niezaleznych od obecnosci
biatka polyGIn. Analiza poréwnawcza uzyskanych wynikow wykazata, ze:

(@) Zaréwno egzogenna ekspresja wydtuzonych sekwencji CAG (74 i 200 powtorzen)
nieulegajacych translacji oraz endogenna (44 i 69 powtérzen) ulegajgcych translacji
powodowata w ludzkich komorkach tworzenie sie ™foci RNA i kolokalizacje biatka MBNL1.
Takie zmiany nie byly obserwowane w przypadku krotszych sekwencji CAG (5 i 30
powtorzen). Analogicza zalezno$¢ formowania inkluzji od dlugosci powtdrzer dotyczy
sekwencji CUG.

(b) Komorki, w ktérych dochodzito do tworzenia rybonukleoproteinowych  inkluzji
charakteryzowaty sie zmianami splicingowymi kilku czgsteczek mRNA, ktérych splicing jest
regulowany przez biatko MBNL1 (np. INSR, CLCN1, SERCA1, LDB3 i MBNL1). Czesciowa
poprawe tych zaburzen uzyskaliSmy przeprowadzajac nadekspresje biatka MBNL1 w tych

komorkach.  Analogiczne zmiany splicingowe

zalezne od niedoboru MBNL1 s3
charakterystyczne dla powtérzen CUG.

(c) Zmiany splicingowe wystepowaly

niezaleznie od obecnosci zmutowanego biatka

polyGIn i byly wykrywane zardéwno w komérkach

Z egzogenng, jaki i endogenng ekspresjg

zmutowanych  transkryptébw CAG. Ponadto,

zaburzenia te nie bylty wynikiem obecnosci
transkryptow antysensowych CUG, bowiem jak
wykazaly wyniki testu MLPA (ang. Multiplex

Ligation-dependent Probe Amplification) poziom

EPE ich ekspresji byt sladowy (~2%) w poréwnaniu

z transkryptami CAG.

Reasumujgc  wyniki badan dotyczace
toksycznosci transkryptow zwierajgcych ekspansje
powtérzen CAG nalezy stwierdzi¢, iz
Rycina 2. Elementy toksycznosci zmutowanych fundamentalne elementy mechanizmu toxic RNA
transkryptow zawierajacych ekspansje powtorzen  gain-of-function sg obecne w komodrkach, w
omakiyply broma w s Kooy foMate  Ktorych dochodzi do ekspresji powtérzeri CAG
(gorne panele). Ich obecnos¢ prowadzi m.n. do niezaleznie od systemu badan i zlozonosci
sekwestracji MBNL1’ i zaburzen alternatywnego organizméw modelowych (Ryc. 2). Wyniki tych
splicingu szeregu gendw (doine panele) | . L.

badan pokazaty ze toksycznos¢ zmutowanych
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transkryptow CAG moze odgrywaé role w patogenezie choréb poliglutaminowych cziowieka.
Jednoczednie, zwrécily uwage $wiata naukowego na potrzebe podejmowania préb
terapeutycznych interwencji skierowanych réwniez na zmutowany transkrypt, nie za$ jedynie jak
dotychczas na jego polyGin produkt biatkowy. Takie podej$cia moga w przysztosci doprowadzi¢ do
opracowania narzedzi terapeutycznych, skutecznych w ostabianiu patomechanizmu chorob
poliglutaminowych cztowieka, ktére sa obecnie nieuleczaine.

Osiagniecia:

1. Wykazanie po raz pierwszy, ze endogenne transkrypty zawierajgce wydiuzone powtorzenia
CAG w genach ataksyny 3 (ATXN3) i huntingtyny (HTT) tworzg w komérkach pochodzacych od
pacjentdow SCA3 i HD jadrowe foci, z ktdrymi kolokalizuje biatko splicingowe MBNL1.

2. Wykazanie po raz pierwszy, ze toksyczno$¢ zmutowanych transkryptéw zawierajgcych
wydtuzone powtdrzenia CAG dotyczy réwniez zaburzen w alternatywnym splicingu kilku
czgsteczek mRNA regulowanych przez biatko MBNL1.

3. Wykazanie w sposob kompleksowy na réznych modelach badawczych, ze zmutowane
transkrypty CAG wykazujg wiasciwosci toksyczne podobne do tych, jakie charakteryzujg
powtorzenia CUG.

Mozliwe zastosowanie:

1. Dalsza charakterystyka elementéw toksycznosci transkryptow z mutacjami powtorzenn CAG
i badanie ich wptywu na patogeneze choréb poliglutaminowych czlowieka.

2. Opracowanie nowych narzedzi terapeutycznych z zastosowaniem reagentéw interferujgcych ze
zmutowanymi transkryptami CAG.

Cel szczegotowy 3: Proby zastosowania podej$é terapeutycznych 2z wykorzystaniem
niskoczgsteczkowych inhibitorow kinaz biatkowych w celu ztagodzenia patomechanizmu DM1.

Dotychczasowe podejscia terapeutyczne w DM1 byty skierowane na zmutowane powtdrzenia
CUG, aby obnizy¢é wewnatrzkomérkowy poziom transkryptow DMPK i/lub przeciwdziataé ich
patogennym oddziatywaniom z biatkami komorkowymi, gtéwnie z MBNL1. W tych podejsciach
wykorzystywano antysensowe oligonukieotydy CAG, oraz niskoczasteczkowe zwigzki chemiczne
oddziatujgce specyficznie z powtérzeniami CUG (34). Jednakze, pomimo obiecujgcych wynikéw
wstepnych w postaci ztagodzenia pewnych symptoméw patomechanizmu DM1, nie udalo sie
dotychczas opracowac skutecznej formy terapii i choroba ta pozostaje nadal nieuleczalna.

W ostatnich latach, w eksperymentach skierowanych na poszukiwanie skutecznych
narzedzi terapeutycznych w DM1 zaczeto wykorzystywac¢ niskoczasteczkowe inhibitory kinaz
biatkowych. Takie podejscie uzasadnia fakt, iz patogeneze DM1 charakteryzujg zmiany w poziomie
ekspresji 1 aktywnosci kinaz biatkowych, jak réwniez po-translacyjnej fosforylacji wielu biatek,
niewykrywane w komorkach osobnikéw zdrowych (35-37). Nieprawidtiowa aktywacja kinaz jest
ostatnio sugerowana jako nowy patomechanizm DM1, ktdry moze pomoc w wyjasnieniu ztozonosci
symptomow tej choroby. To zagadnienie staje sie istotne dla rozwijania nowych podejsc
terapeutycznych, poniewaz jak wskazujg najnowsze wyniki eksperymentalne, chemiczna inhibicja
kinaz biatkowych w modelach komoérkowych i organizmach transgenicznych DM1 tagodzi pewne
symptomy molekulasne DM1  (35; 38-40). Tematyke zwigzang z wykorzystaniem
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niskoczasteczkowych zwiazkdéw chemicznych w badaniach patomechanizmu dystrofii miotonicznej
rozpoczetam w 2008 podczas stazu podoktorskiego w MD Anderson Cancer Center w Houston
(USA) i kontynuuje jg w Instytucie Chemii Bioorganicznej w Poznaniu. Poczgtkowo, prowadzitam
badania z wykorzystaniem organizméw transgenicznych DM1 i DM2 (myszy i muszki owocowe),
ktore traktowatam zwigzkami chemicznymi bedgacymi inhibitorami biatek stresu komorkowego
wywotanego  zaburzeniami  w  funkcjonowaniu  szlaku metabolicznego  retikulum
endoplazmatycznego (ang. ER stress) oraz inhibitorami kaspaz. Takie podej$cia eksperymentalne
w owym czasie uzasadniaty wyniki badan wskazujace na to, ze w komérkach DM1 i DM2 zaréwno
ER stress jak i apoptoza sg indukowane pod wplywem ekspresji zmutowanych transkryptow CUG
i CCUG. Rezultaty moich analiz doprowadzily do wyselekcjonowania zwigzku chemicznego
o nazwie C16, wykazujgcego potencjalne wiasciwosci terapeutyczne w dystrofii miotonicznej. Jak
wiadomo, zwigzek ten dziata inhibujgco na fosforylacje biatka PKR i innych kinaz, przeciwdziatajgc
ich aktywnosci (41; 42). Interesujgcy wydaje sie fakt, ze pod wplywem tego niskoczgsteczkowego
inhibitora obserwowatam pewng poprawe fenotypu DM. Wyniki tych badan prezentowatam
kilkakrotnie na miedzynarodowych konferencjach naukowych (postery konferencyjne, H iii-vii). Po
powrocie do Polski, kontynuowatam te tematyke badan na systemach modelowych DMI1.
Wynikiem tych prac jest publikacja zatytulowana “Small Molecule Kinase Inhibitors Alleviate
Different Molecular Features of Myotonic Dystrophy Type, 17 w kitorej przedstawitam
charakterystyke zmian w komorkach DM1 po zastosowaniu dwoch niskoczasteczkowych
inhibitoréw kinaz.

Celem tej pracy byto zbadanie czy fenotyp molekularny DM1 moze ulec poprawie pod
wplywem inhibitorbw kinaz biatkowych C16 oraz C51 (41-43). Sg to zwigzki chemiczne
oddziatujgce z kinazami w sposob zalezny od ATP (ang. ATP-site-specific binding inhibitors),
blokujac ich wiasciwosci fosforylacyjne in vitro i in

g.g 5 g's £ vivo. Co istotne, C16 wykazuje ponadto wtasciwosci
E:ﬁ 0 §§§ neuroprotekcyjne, jak wykazano na modelach
= §§ % EE & badawczych chorob neurologicznych cziowieka np.
= E g choroby Alzheimera (42; 44-46). Wyniki moich
-8 - e -8 ~ badan wykazaty nowe wtasciwosci C16 i C51, ktére
- ®0%, + = %3 L . .
§“ﬁ @ ’f’% s = o g @fﬁ)@ mogg zosta¢ wykorzystane w leczeniu chorych na
Ug O @ o 7 DM1 (39). Do badan wykorzystalam linie
@ SERCA o v 8 komorkowe ludzkich fibroblastow i mioblastow,
s>
§22 |pm3 = z 2§ SERCAI pochodzgce od pacjentow DM1. Pod wplywem
s 22 TGAS - §5g LB o . C .
288 o iEsi SEE [TGAS wyzej wymienionych inhibitoréw, w komérkach DM1
= <73 SOR®S1 | dochodzito do  uwalniania  biatka  MBNL1
Rycina 3. tagodzenie patomechanizmu DM1 pod 2 jadrowych ™foci RNA i  obnizania
wptywem niskoczasteczkowych inhibitorow kinaz. wewnatrzkomorkowego poziomu biatka CUGBP1

(dwoch  kluczowych  czynnikéw  splicingowych
patogenezy DM1). Tym zmianom towarzyszyta korekta zaburzen splicingowych wielu czgsteczek
mRNA zaleznych zaréwno od MBNL1 (np. SERCA1, DMD, MBNL1, LDB3), jak i od CUGBP1 (np.
ITGA6, MTMR3 and SORBST) (Ryc. 3). W konsekwencji, w traktowanych komoérkach DM1
obserwowatam wzér splicingowy podobny to tego, jaki wystepuje w komorkach osobnikow
zdrowych. Jednakze, pomimo iz oba inhibitory powodowaly zmniejszanie sie liczby i wielkosci
jadrowych inkluzji RNA, co wykazatam wykonujac reakcje hybrydyzacji RNA in situ
i immunocytochemii dla biatka MBNL1, to zwiagzki te nie przeciwdziataty tworzeniu sie
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rybonukleoproteinowych ™'foci. Brak oddziatywania inhibitorow kinaz z powtérzeniami CUG
potwierdzity wyniki badan z wykorzystaniem testu wigzania in vitro (ang. filter binding assay), do
wykonania ktérego uzytam rekombinowanego biatka MBNL1 i syntetycznych oligonukieotydow
(CUG)35. W obliczu tych wynikdéw nalezy przypuscié, iz inhibitory C16 i C51 poprawiajg fenotyp
chorobowy DM1 bez bezposredniego oddziatywania na zmutowane transkrypty DMPK. To
wskazuje, ze zmniejszanie sie inkluzji CUG pod wplywem inhibitoréw byto rezultatem rozproszenia
zmutowanych transkryptow w jadrze komorkowym, nie za$ ich degradacji i/lub uwalniania do
cytoplazmy. Wyniki przysztych badan w ramach nowego projektu grantowego OPUS 7, pozwolg na
okreslenie mechanizmu dziatania tych zwigzkéw i przyblizg nas do opracowania specyficznego
podejscia terapeutycznego dla chorych na DM1 2z zastosowaniem inhibitorow C16
i C51.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, iz wyniki ostatnich badan z wykorzystaniem
niskoczasteczkowych inhibitorow kinaz sg bardzo obiecujgce i podkreslajg potrzebe dalszej
charakterystyki kinaz biatkowych w celu opracowania skutecznej formy terapii dla pacjentow
cierpigcych na DM1.

Osiagniecia:

1. Wykazanie, ze patogeneza DM1 moze zostaé ostabiona pod wplywem niskoczasteczkowych
zwigzkow chemicznych inhibujgcych wiasciwosci fosforylacyjne kinaz biatkowych.
2. ldentyfikacja dwoch zwigzkéw chemicznych o potencjale terapeutycznym w DM1.

Mozliwe zastosowanie:

1. Badanie mechanizmu dziatania inhibitorow kinaz w procesie fagodzenia skutkow patogenezy
DM1.

2. ldentyfikacja komorkowych substratéw dla inhibitoréw C16 i C51, w celu opracowania nowych
narzedzi terapeutycznych.

3. Chemiczna modyfikacja C16 i C51, w celu zwiekszenia ich specyficznosci i zmniejszenia
toksycznosci komorkowej.
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7. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH | INNYCH
NIEWCHODZACYCH W SKLAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO WYMIENIONEGO W PKT 3
ORAZ WSKAZNIKI DOKONAN NAUKOWYCH.

Tabela 2. Pozostafe publikacje, niewchodzace w sktad osiggniecia naukowego.

Liczba
Impact Punkty cytowan
factor MNiSzW | wg. Web of
Knowl.

Lp. Dane bibliograficzne

H. Kuran, K. Marciniak, and M. Wojciechowska. 1998.
Nuclear DNA and NYS Protein Contents in
Cotyledons of Dry and Germinating Seeds. Folia
Morphologica 57 (1): 37.

1 0.524 15 0

M. Woijciechowska. 2001. The Symptoms of
2" | Programmed Cell Death During Plant Development. 0.203 15 0
Postepy Biologii Komaérki 28 (3): 317-334.

M. Wojciechowska and M. J. Olszewska. 2003.
Endosperm Degradation During Seed Development of
Echinocystis  lobata  (Cucurbitaceae) as a
Manifestation of Programmed Cell Death (PCD) in
Plants. Folia Histochemica et Cytobiologica 41 (1): 41-
50.

M. Wojciechowska, A. Bacolla, J. E. Larson, R. D.
Wells. 2005. The Myotonic Dystrophy Type 1 Triplet
4* | Repeat Sequence Induces Gross Deletions and | 5.854 35 20
Inversions. Journal of Biological Chemistry 280: 941-
952.

A. Bacolla, M. Wojciechowska, B. Kosmider, J. E.
Larson, and R. D. Wells. 2006. The Involvement of
Non-B DNA Structures in Gross Chromosomal
Rearrangements. DNA Repair 5: 1161-1170.

A. Bacolla, M. Wojciechowska, B. Kosmider, J. E.
Larson, and R. D. Wells. 2006. Gross
Rearrangements Caused by Long Triplet Repeats and
6" | Other Repeat Sequences. Contribution for the — - -
book: Genetic Instabilities and Neurological Diseases,
Second Edition, Elsevier, edited by Robert D. Wells
and Tetsuo Ashizawa.

3* 0.475 15 9

5* 5.868 40 55

M. de Mezer, M. Wojciechowska, M. Napierala, K.
Sobczak and W. J. Krzyzosiak. 2011. Mutant CAG
Repeats of Huntingtin Transcript Fold into Hairpin in
vitro, form Nuclear foci in Cells and are Targeted by
RNA Interference. Nucleic Acids Research, 39(9):
3852-63.

W. J. Krzyzosiak, K. Sobczak, M. Wojciechowska, A.
Fiszer, A. Mykowska, P. Kozlowski. 2012. Triplet
8* | repeat RNA structure and its role as pathogenic agent | 8.278 40 38
and therapeutic target. Nucleic Acids Research 40(1):
11-26.

[ 8.026 40 50
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M. Wojciechowska, M. Olejniczak, P. Galka-Marciniak,
M. Jazurek, and W. J. Krzyzosiak. 2014. RAN-
transiation and frameshifting as translational
challenges at simple repeats of human
neurodegenerative disorders. Nucleic Acids Research
42(19): 11849-64.

M. Wojciechowska and P. Kozlowski. 2015. Protein
kinase inhibitors as potential therapeutic agents to
10 ameliorate pathogenesis of myotonic dystrophy type 1 a _ _
(DM1). Contribution for the book: Myotonic
Dystrophies: Epidemiology, Diagnosis and
Therapeutic Challenges. NOVA Science Publisher.

E. Koscianska, T. Witkos, E. Kozlowska, M.
11 Wojciechowska and W. J. Krzyzosiak. Cooperation
meets competition in microRNA-mediated DMPK - - -

transcript regulation (w recenzji).

K. Klonowska, K. Czubak, M. Wojciechowska, L.
Handschuh, A. Zmienko, M. Figlerowicz, H. Dams-
12 | Kozlowska, and P. Kozlowski. Oncogenomic portals - — -
for visualization and analysis of genome-wide cancer
data (w recenzji).

9* 8.808 40 2

Lacznie | 38.036 240 174

*, publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports

A, monografie, publikacje naukowe w czasopismach miedzynarodowych lub krajowych innych niz znajdujace sie w bazie
Journal Citation Reports

(A) OMOWIENIE PUBLIKACJI NIEWCHODZACYCH W SKLAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

H. Kuran, K. Marciniak, and M. Wojciechowska. 1998. Nuclear DNA and NYS Protein
Contents in Cotyledons of Dry and Germinating Seeds. Folia Morphologica 57 (1): 37.

Ta publikacja opisuje wyniki pomiarow cytofotometrycznych, dotyczacych zawartosci jadrowego
DNA i biatek barwigcych sie NYS w komarkach korzeni i liscieni z suchych i kietkujacych nasion
czterech roslin dwulisciennych: Vicia faba subsp. major i subsp. minor, Pisum sativum oraz
Helianthus annuus. Jak wykazaty wyniki, w suchych nasionach zawarto$¢ jadrowego DNA
utrzywala sie na poziomie 2C i 4C, natomiast kietkowanie nasion uaktywnialo procesy
endoreplikacyjne, prowadzgce do wzrostu poziomow DNA. Towarzyszyly mu zmiany w zawartosci
biatek barwiacych sie NYS.

Moj udziat w powstanie tej pracy polegaf na:
—  Przygotowaniu materiafu ro$linnego i wykonaniu preparatéw mikroskopowych do pomiarow
cytofotometrycznych.
—  Wykonaniu pomiaréw cytofotometrycznych dotyczgcych zawarto$ci DNA w korzeniach
i liscieniach Vicia faba subsp. major i subsp. minor oraz Pisum sativum.
—  Wspottworzeniu wstepnej wersji manuskryptu.

Moj udziat szacuje na 20%.
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M. Wojciechowska. 2001. The Symptoms of Programmed Cell Death During Plant
Development. Postepy Biologii Komorki 28 (3): 317-334.

W tej publikacji przedstawitam owczesny stan wiedzy na temat selektywnej eliminacji komorek,
ktora jest warunkiem koniecznym prawidtowego rozwoju roslin. Gtéwny nacisk potozytam na opis
zdarzen podczas koricowych etapéw roznicowania tkanek efemerycznych (np. tapetum, bielma,
synergid i suspensora) i na procesy degradacyjne umozliwiajgce dalsze funkcjonowanie komorek
w organizmie roslinnym. Ta forma programowanej $mierci komorek (ang. programmed cell death,
PCD) odgrywa istotng role w embriogenezie i homeostazie dojrzatych organdw i jest elementem
genetycznego programu w celu kontroli liczby komoérek oraz eliminacji komorek uszkodzonych
i niezdolnych do spetniania wiasciwych sobie funkcji. Owczesne badania przebiegu procesu
$mierci u réznych gatunkéw roslin i w réznych tkankach, wskazywaly na jej wystepowanie na
okreslonym etapie ontogenezy np. podczas determinacji pici, rozwoju gamet, zaptodnienia,
embriogenezy, rozwoju i réznicowania organow oraz ich starzenia, a takze podczas obrony przed
mikroorganizmami patogennymi. Pomimo istnienia pewnych funkcjonalnych i morfologicznych
podobienstw w przebiegu PCD u roslin i apoptozy u zwierzat, dwczesne badania nie potwierdzaty
podobienstw na poziomie molekularnym i $mier¢ komérek roslinnych okreslano jako apoptosis-like.

Mdj udziat w powstanie tej pracy polegaf na:
— Zgromadzeniu literatury.
— Napisaniu manuskryptu i jego edycji.
— Napisaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Moj udziat to 100%.
M. Wojciechowska and M. J. Olszewska. 2003. Endosperm Degradation During Seed

Development of Echinocystis lobata (Cucurbitaceae) as a Manifestation of Programmed Cell
Death (PCD) in Plants. Folia Histochemica et Cytobiologica 41 (1): 41-50.

Ta publikacja opisuje ztozono$¢ symptomow programowanej $mierci komorek bielma w czasie
rozwoju i dojrzewania nasion rosliny dwulisciennej z rodziny dyniowatych o nazwie Echinocystis
lobata. W tej pracy opisatam wyniki badan uzyskane w czasie realizacji pracy doktorskiej. Zmiany
w morfologii komorek bielma analizowatam przy uzyciu mikroskopii Swietlnej i elekironoweyj,
natomist stopien degradacji jadrowego DNA byt badany przy wykorzystaniu elektroforezy zelowej
DNA (wzér drabinkowy migracji fragmentow DNA) oraz testéow TUNEL i Comet. W wyniku
przeprowadzonych badan wykazatam, ze rozwojowi i dojrzewaniu nasion Echinocystis lobata
towarzyszg zmiany morfologiczne i biochemiczne bielma, dotyczace miedzy innymi kurczenia sie
protoplastow komorek, kondensacji i degradacji chromatyny oraz fragmentaciji jadrowego DNA.
Byty to zmiany degradacyjne typowe dla symptoméw PCD.

Mdj udziat w powstanie tej pracy polegaf na:
—  Wykonaniu wszystkich doswiadczen i statystycznym opracowaniu wynikéw Zzilustrowanych
w postaci Rycin oraz Tabel.
—  Wespdttworzeniu manuskryptu i odpowiedzi dla recenzentow.

M0j udziat szacuje na 60%.
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M. Wojciechowska, A. Bacolla, J. E. Larson, R. D. Wells. 2005. The Myotonic Dystrophy Type
1 Triplet Repeat Sequence Induces Gross Deletions. Journal of Biological Chemistry 280:
941-952.

W tej pracy wykazatlam, ze wydluzone powtérzenia CTG i GAA, wywotujgce odpowiednio DM1
i FRDA, sa genetycznie niestabilne i prowadzg w komérkach bakterii do powstania zmian
mutagennych w sekwencjach DNA otaczajgcych te powtorzenia. Wykorzystujgc system
episomainej ekspresji dowiodlam, ze jedynie wydtuzone powtdrzenia (CTG)n (n=98 i 175), nie zas
ich krotsze odpowiedniki (n=17) indukujg rézne typy mutacji (delecje i inwersje). Powtdrzenia
(GAA)Nn, (n=98 i 176) charakteryzowaly sie znacznie nizszym potencjalem mutagennym. Czesto$¢
mutacji wywotanych tandemowymi sekwencjami CTG i GAA zalezata od ich orientacji wzgledem
kierunku replikacji oraz od transkrypcji tych powtérzerr. Wyniki sekwencjonowania zmutowanych
czasteczek plazmidowego DNA wykazaly istnienie sekwencji homologicznych o dtugosci od 1 do 8
nukleotydéw w miejscach peknie¢ DNA, oraz obecno$¢ sekwencji charakteryzujgcych sie
zdolnoscig do formowania struktur typu non-B DNA. Reasumujac, wyniki tych badan ujawnity
istnienie nowego typu niestabilnosci genetycznej wywotanej wydtuzonymi sekwencjami
powtdrzonymi CTG i GAA.

Moj udziat w powstanie tej pracy polegaf na:

— Zaplanowaniu doswiadczen wspolnie z autorem korespondencyjnym.

—  Wykonaniu eksperymentdw polegajgcych na klonowaniu powtorzen CTG i GAA w wektory
ekspresyjne i rekultywacji transformowanych nimi komorek bakteril.

— lzolacji plazmidow | przygotowaniu DNA do sekwencjonowania oraz interpretacji wynikow
sekwencjonowania w celu oszacowania mutagennosci sekwencji powtorzonych.

— Interpretacji wynikéw wszystkich badan i ich statystycznym opracowaniu, a nastepnie
zobrazowaniu w postaci Rycin i Tabel.

—  Wspdttworzeniu wstepnej wersji manuskryptu i odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Moj udziat szacuje na 60%.
A. Bacolla, M. Wojciechowska, B. Kosmider, J. E. Larson, and R. D. Wells. 2006. The

Involvement of Non-B DNA Structures in Gross Chromosomal Rearrangements. DNA Repair
5:1161-1170.

Ta publikacja przedstawia éwczesny stan wiedzy na temat roli struktury non-B DNA, tworzonej
przez rézne sekwencje powtérzone w generowaniu genetycznej niestabilnosci. W tej pracy
przedstawiliSmy wyniki badan dowodzace, ze struktury typu hairpiny, kruciformy, tripleksy
i tetrapleksy tworzone przez sekwencje powtdrzone (wigczajac sekwencje mikrosatelitarne) sa
przyczyng ich genetycznej niestabilnosci i indukujg powstawanie duzych mutacji (ang. gross
rearrangements). Takie zmiany prowadzg do delecji, translokacji, insercji, inwersji i duplikacji
chromosomoéw. Gross rearrangements sa zwigzane z etologig szeregu chorob genetycznych
cztowieka (m.in. Zespot cat -eye, Zespdt Smith-Magenis | Charcot-Marie-Tooth typ 1).

Moj udziat w powstanie tej pracy polegaf na:
—  Wespditworzeniu manuskryptu i jego edyciji.
—  Wespdtudziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.
—  Przygotowaniu Rycin 1-3.
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Moj udziat szacuje na 30%.

A. Bacolla, M. Wojciechowska, B. Kosmider, J. E. Larson, and R. D. Wells. 2006. Gross
Rearrangements Caused by Long Triplet Repeats and Other Repeat Sequences.
Contribution for the book: Genetic Instabilities and Neurological Diseases, Second Edition,
Elsevier, edited by Robert D. Wells and Tetsuo Ashizawa.

Ta monografia przedstawia trzy zasadnicze problemy zwigzane z niestabilnoscig sekwenciji
powtérzonych. Po pierwsze, charakteryzuje struktury typu non-B DNA (np. hairpiny, kruciformy,
tripleksy, tetrapleksy) tworzone przez tréjnukleotydowe sekwencije typu CTG, GAA i CGG oraz inne
sekwencje mikrosatelitarne. Po drugie, proponuje kilka modeli wyjaéniajgcych proces tworzenia sie
duzych rearanzacji mutacyjnych przez sekwencje powtorzone. | po trzecie, przedstawia szereg
choréb genetycznych cztowieka, ktérych patomechanizm ma zwiazek z niestabilnoscig sekwenciji
powtorzonych tworzacych struktury typu non-B DNA. Jednoczeénie, praca ta zwraca uwage na
potrzebe badan procesow powstawania struktur drugorzedowych DNA in situ, w celu weryfikacji
dotychczasowych analiz prowadzonych wytgcznie in vitro.

Moj udziat w powstanie tej pracy polegat na:
—  Wspdttworzeniu manuskryptu i jego edyciji.
—  Odpowiedzi na uwagi recenzentow.
—  Przygotowaniu Rycin 46-2, 46-3 oraz 46-4.

Moj udziat szacuje na 30%.
M. de Mezer, M. Wojciechowska, M. Napierala, K. Sobczak and W. J. Krzyzosiak. 2011.

Mutant CAG Repeats of Huntingtin Transcript Fold into Hairpin in vitro, form Nuclear foci in
Cells and are Targeted by RNA Interference. Nucleic Acids Research, 39(9): 3852-63.

W tej pracy przedstawilismy dowody na to, iz w warunkach in vitro syntetyczne fragmenty
transkryptow huntingtyny (HTT) zawierajace powtdrzenia CAG, tworzag struktury typu hairpin.
Natomiast w komoérkach pacjentow HD, endogenne transkrypty HTT z ekspansjami powtérzen
CAG tworza wewnatrzjgdrowe inkluzje zawierajace zmutowane RNA i biatko splicingowe MBNL1.
Ten wynik pozwolit nam wysunac hipoteze, ze formowanie sie rybonukleoproteinowych foci jest
konsekwencjg tworzenia struktur typu hairpin przez wydtuzone sekwencje CAG réwniez w
warunkach in vivo. Jednakze wyniki badain z uzyciem siRNA komplementarnych do powtoérzen
CAG w komorkach pacjentow HD, wykazaly ze zmutowane transkrypty HTT (podobnie jak ich
niezmutowane odpowiedniki) nie sa oporne na te narzedzia interferencji RNA i w konsekwencji
odnotowali$my obnizenie wewnatrzkomdrkowego poziomu obu typdw transkryptow HTT. Wyniki
tych badan nie daly jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy struktury drugorzedowe RNA
istniejg w komorkach HD. Jednakze pozwolity wysunaé hipoteze, ze take struktury mogg byc
tworzone in situ, jednakze sa niewystarczajgco stabilne aby inhibowac¢ wigzanie siRNA do
wydtuzonych powtérzen CAG.

Mdj udziat w powstanie tej pracy polegaf na:
—  Wykonaniu doswiadczeri zilustrowanych na Rycinach 4i 7.
— Napisaniu manuskryptu i jego edycji.
—  Przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentow.
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Mcj udziat szacuje na 40%.
W. J. Krzyzosiak, K. Sobczak, M. Wojciechowska, A. Fiszer, A. Mykowska, P. Kozlowski.

2012. Triplet repeat RNA structure and its role as pathogenic agent and therapeutic target.
Nucleic Acids Research 40(1): 11-26.

Ta publikacja opisuje w sposob kompleksowy wyniki wieloletnich badan wielu laboratoriow na
calym $wiecie dotyczace trzech aspektow zwigzanych z wyjasnianiem roli zmutowanych
transkryptow zawierajgcych ekspansje powtdrzen mikrosatelitarnych w patogenezie choréb
neurodegeneracyjnych czlowieka. Po pierwsze, przedstawione zostaly w niej wyniki badan
strukturalnych in vitro dokumentujgce, ze transkrypty zawierajace ekspansje prostych sekwengii
powtorzonych tworzg struktury drugorzedowe o réznej architekturze i stabilnosci. Po drugie,
przedyskutowany zostat aspekt komoérkowej toksycznosci takich transkryptow na przyktadzie kilku
choréb neurodegeneracyjnych cztowieka m.in. DM1 i FXTAS. Trzecim zagadnieniem, jakie opisuje
ta publikacja sg rozmaite podejscia terapeutyczne stosowane dotychczas w chorobach zaleznych
od toksycznosci RNA i biatka w celu selektywnej inhibicji ekspresji zmutowanych transkryptow.

M¢oj udziat w powstanie tej pracy polegat na:
— Zgromadzeniu materiatow literaturowych.
— Wspdtudziale w komponowaniu manuskryptu, jego edycji i napisaniu odpowiedzi dla
recenzentow.

Moj udziat szacuje na 25%.
M. Wojciechowska, M. Olejniczak, P. Galka-Marciniak, M. Jazurek, and W. J. Krzyzosiak.

2014. RAN-translation and frameshifting as translational challenges at simple repeats of
human neurodegenerative disorders. Nucleic Acids Research 42(19): 11849-64.

W tej pracy przedstawilismy obecny stan wiedzy na temat dwdch proceséw zwigzanych
z ekspansjami prostych sekwencji mikrosatelitarnych: RAN translacji i frameshiftingu. Pierwszy
z nich to translacja niezalezna od kodonu START (ang. non-ATG RAN translation), ktory to proces
zostat niedawno opisany w czterech chorobach neurodegeneracyjnych cziowieka: SCA8, DM1,
FXTAS i ALS/FTD. Dotyczy on indukowania niekanonicznej translacji (niewymagajgcej kodonu
START) przez wydtuzone powtérzenia mikrosatelitarne znajdujgce sie w czesciach niekodujgcych
réznych genow. Ten typ translacji moze odbywaé sie w rdznych ramkach odczytu w obrebie
powtdorzen CAG, CGG oraz GGGGCC, prowadzac do powstawania krotkich i homogenny
peptyddw. Kwestig dotychczas nierozstrzygnieta pozostaje udziat biatlek RAN w patomechanizmie
wyzej wymienionych chorob, bowiem dane eksperymentaine wskazujg zarowno na ich negatywny
jak i pozytywny wplyw. Badania nad wyja$nieniem podioza molekularnego procesu RAN translacji
trwaja, jednakze dotychczasowe wyniki wskazujg na udziat drugorzedowych struktur RNA
tworzonych przez ekspansje sekwencji powtorzonych w procesie inicjacji tej niekonwencjonalnej
produkcji biatek. Podobna hipoteza dotyczaca wplywu struktury RNA zostata wczesniej
zaproponowana dla wyjadnienia przyczyn innego procesu dotyczgcego zaburzen elongadii
tancucha biatkowego przez ekspansje powtorzenn CAG. Ten proces, okreslany jako frameshifting
zostat opisany w komoérkach pacjentow HD i SCA3. Jednakze, poza identyfikacjg biatkowych
produktow frameshiftingu w komoérkach ich rola w patomechanizmie tych choréb pozostaje
niewyjasniona.
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Mqj udziat w powstanie tej pracy polegaf na:
—  Zgromadzeniu materiaféw literaturowych.
— Napisaniu manuskryptu i jego edycji.
— Wspdludziale w tworzeniu wszystkich Rycin manuskryptu oraz Rycin i Tabel materiatu
suplementarnego.

Moj udziat szacuje na co najmniej 30%.

M. Wojciechowska and P. Kozlowski, 2015. Protein kinase inhibitors as potential therapeutic
agents to ameliorate pathogenesis of myotonic dystrophy type 1 (DM1). Contribution for the
book entitled: Myotonic Dystrophies: Epidemiology, Diagnosis and Therapeutic Challenges.
NOVA Science Publisher.

Ta monografia opisuje obecny stan wiedzy na temat nowych podejs¢ terapeutycznych w dystrofii
miotonicznej typu pierwszego z zastosowaniem niskoczgsteczkowych zwiazkéw chemicznych
bedacych inhibitorami kinaz biatkowych. Ich zastosowanie w systemach komorkowych
i organizmach transgenicznych DM1 ujawnito potencjalne wiasciwosci terapeutyczne zwiazane
z tagodzeniem symptomow patogenezy tej choroby. Mechanizm dziatania tych inhibitorow nie jest
obecnie poznany, jednakze wstepne wyniki badan sugeruja, ze moga one by¢ skutecznymi
narzedziami terapeutycznymi.

Moj udziat w powstanie tej pracy polegaf na:
~ Zgromadzeniu materialow literaturowych.
—  Napisaniu manuskryptu i jego edycji.

Moj udziat szacuje na co najmniej 60%.
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(B) BADANIA PROWADZONE AKTUALNIE | PLANY NAUKOWE NA PRZYSZL.OSC

W ramach kierowanych przez mnie projektow badawczych: ,Analiza oddziatywania biatek ze
zmutowanymi transkryptami genéw zaangazowanych w choroby z grupy TREDS’ (projekt
MNiSzW, okres realizacji:  2011-2015), oraz ,Wyjasnienie mechanizmu  dziatania
niskoczgsteczkowych inhibitoréw kinaz w tagodzeniu patomechanizmu dystrofii miotonicznej typu
pierwszego (DM1)” (projekt OPUS 7, okres realizacii: 2015-2018), prowadze badania majgce na
celu zidentyfikowanie biatek uczestniczacych w patomechanizmie choréb wywotanych
toksycznoscig zmutowanych transktryptow zawierajgcych ekspansje powtorzern CUG, CCUG oraz
CAG zaangazowanych odpowiednio w DM1, DM2 oraz HD i SCA3. Ponadto, poszukuje nowych
narzedzi terapeutycznych, ktére moga zosta¢ wykorzystane w leczeniu dystrofii miotonicznej typu
pierwszego i innych chorob zaleznych od toksycznosci RNA. Celem zakonczonego juz projektu
MNiSzW byta charakterystyka biatek zaangazowanych w metabolizm RNA, ktore zostaty wstepnie
wyselekcjonowane na podstawie wczesniejszych badan proteomicznych. Rezultatem tych analiz
jest wytonienie kilku biatek majacych potencjalne znaczenie w procesie jadrowej akumulacji
zmutowanych transkryptow. Ich dalsza charakterystyka doprowadzi do ustalenia czy moga one
postuzy¢ w opracowaniu skutecznych narzedzi terapeutycznych w leczeniu chorob
neurodegeneracyjnych cziowieka.

Zagadnienie identyfikacji nowych biatek zaangazowanych w patomechanizm choréb
neurodegeneracyjnych bedzie kontynuowane w ramach realizacji nowego projektu grantowego
OPUS 7, ktdrego celem jest wyjasnienie mechanizmu dziatania niskoczasteczkowych inhibitorow
kinaz w fagodzeniu patomechanizmu DM1. Projekt ten jest kontynuacjg pracy opublikowanej
w 2014 roku (39), w ktorej przestawitam wyniki badan wskazujgce na potencjalny charakter
terapeutyczny dwéch  niskoczgsteczkowych zwigzkow chemicznych C16 i C51, bedacych
inhibitorami kinaz biatkowych. W tym projekcie weryfikacji poddawana bedzie hipoteza, ze
tagodzenie molekularnego fenotypu DM1 pod wptywem C16 i C51 jest wywotane ilosciowymi i/lub
jakosciowymi zmianami réznych kinaz biatkowych. Wobec tego podstawowym celem niniejszego
projektu bedzie identyfikacja i charakterystyka kinaz docelowych dla inhibitoréw C16 i C51
w komorkach migsni szkieletowych DM1, oraz catokinomowa analizy poréwnawcza poziomow
ekspresji i fosforylacji kinaz w komorkach osobnikéw zdrowych i chorych. Do badan wykorzystane
zostang biotynylowane formy inhibitoréow C16 i C51 oraz komérki DM1 (zaréwno niezroznicowane
jak i zréznicowane w warunkach in vitro) aby uzyska¢ materiat rézniacy sie wewnatrzkomérkowg
ekspresjg kinaz. Moze to mie¢ istotne znaczenie na rodzaj zidentyfikowanych biatek
oddziatywujgcych z inhibitorami. llosciowa i jako$ciowa charakterystyka biatek bedacych
substratami biotynylowanych czasteczek inhibitorow zostanie przeprowadzona przy wykorzystaniu
chromatografii cieczowej polgczonej z€ tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS). Ostatecznie,
zidentyfikowane w ten sposéb kinazy beda badane w celu okreslenia czy i w jaki sposdb wpltywajg
na patogeneze DM1. Ten etap bedzie sig odbywac¢ z wykorzystaniem ludzkich komorek miesni
szKieletowych i bedzie dotyczyt nadekspresji lub wyciszania kinaz biatkowych w celu oceny ich
wplywu na podstawowe elementy patomechanizmu DM1. W konsekwencji, badania te doprowadza
do wytonienia grupy kinaz iagodzacych molekularny fenotyp komorek DM1. Zostang one
zakwalifikowane do przysztych testow zmierzajacych do opracowania terapii z ich udziatem.
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(C) SUMARYCZNY IMPACT FACTOR WEDLUG LISTY JOURNAL CITATION REPORTS
ZGODNIE Z ROKIEM OPUBLIKOWANIA — 69.816

(D) LICZBA CYTOWAN PUBLIKACJI WEDLUG BAZY WEB OF SCIENCE - 313

(E) INDEKS HIRSCHA WEDLUG BAZY WEB OF SCIENCE - 9

(F) KIEROWANIE MIEDZYNARODOWYMI | KRAJOWYMI PROJEKTAMI BADAWCZYMI ORAZ
UDZIAL W TAKICH PROJEKTACH

vi.

Vii.

2015 — 2018, kierownik projektu w konkursie OPUS 7 (NCN) —  Wyjasnienie mechanizmu
dziatania matoczgsteczkowych inhibitorow kinaz w fagodzeniu patomechanizmu dystrofii
miofonicznej typu pierwszego (DM1)".

2011 — 2014, kierownik projektu w 40 konkursie MNiSzW — “Analiza oddzialywania biatek
ze zmutowanymi franskryptami gendw zaangazowanych w choroby z grupy TREDS”.

2012 — 2014, wykonawca w projekcie MAESTRO 3 (NCN), zatytutowanym ,RNA toxicity in
pathogenesis of polyglutamine diseases”; kierownik projektu: prof. Wiodzimierz
J. Krzyzosiak.

2009 - 2010, wykonawca w Programie Operacyjnym Innowacyjna Gospodarka (European
Regional Development Fund within Innovative Economy Programme) zatytutowanym
.Nowe reagenty technologii interferencji RNA o duzym znaczeniu dla medycyny”; kierownik
projektu: prof. Wiodzimierz J. Krzyzosiak.

2007 - 2009, wykonawca w projekcie grantowym typu RO1 finansowanym przez
Amerykanski Instytut Badan NIH zatytutowanym “Molecular genetic characteristic of
myotonic dystrophy’; kierownik projektu: prof. Ralf Krahe.

2002 - 2006, wykonawca w projektach grantowych typu RO1 finansowanych przez
Amerykanski Instytut Badan NIH oraz Muscular Dystrophy Associaton i Friedreich’s Ataxia
Research Alliance dotyczgcych mechanziméw niestabilnosci genetycznej powtorzen
trojnukleotydowych; kierownik projektéw: prof. Robert D. Wells.

2000 - 2002, kierownik projektu KBN dla mtodych badaczy — “TUNEL Assay - okreslenie
stopnia degradacji bielma w nasionach Echinocystis Lobata”.

(G) MIEDZYNARODOWE | KRAJOWE NAGRODY ZA DZIALALNOSC NAUKOWA

2008 — nagroda za najlepszy plakat pt. ,Mouse Models With Core Features of Myotonic
Dystrophy Type 2 (DM2)” na konferencji Genes & Development Retreat. Camp Allen
Conference & Retreat Center, Navasota, Texas, USA.

2005 — nagroda za najlepszy plakat pt. ,The Molecular Mechanisms Responsible for the
Genetic Instability of the CCTG-CAGG Repeats Associated with Myotonic Dystrophy Type
1 and Type 2” na konferencji Lost Pines Conference. Smithville, Texas, USA.
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2003 - Nagroda im. Profesora Henryka Godlewskiego dla miodych autorow
wykorzystujgcych nowoczesne techniki badawcze w cytochemii i biologii komorki — za
najlepszg prace w roku 2003 pt: "Endosperm degradation during seed development of
Echinocystis lobata (Cucurbitaceae) as a manifestation of programmed cell death (PCD) in
plants” opublikowana w Folia Histochemica et Cytobiologica, vol. 41, nr 1, str. 41-50.

(H) AKTYWNY UDZIAL W MIEDZYNARODOWYCH | KRAJOWYCH KONFERENCJACH
TEMATYCZNYCH

vi.

Vii.

viii.

M. Wojciechowska, K. Sobczak, K. Taylor, K. Przyslo. Small molecule kinase inhibitors
alleviate molecular features of myotonic dystrophy type 1 (DM1). Cell Symposia, Regulatory
RNAs. Berkeley, CA, USA (2014); plakat

A. Mykowska, K. Sobczak, M. Wojciechowska, P. Koziowski and W. J. Krzyzosiak. CAG
Repeats Mimic CAG Repeats in the Misregulation of Alternative Splicing. Huntington’s
Disease World Congress, Melbourne, Australia (2011); plakat

R. Krahe, M. Sirito, M. Wojciechowska, L.L. Bachinski, L.T. Timchenko, C.S. Van Pelt, D.R.
Mosier, K. A. Sheikh, G. Zhang, P. Mancias, and B. Udd. Mouse Models for Myotonic
Dystrophy type 2 (DM2) Lacking Aberrant Splicing Implicate Novel Cytoplasmic
Pathomechanisms. 7™ The International Myotonic Dystrophy Consortium Meeting.
Wirzburg, Germany (2009); plakat

A. Bergmann, V. Sahin, M. Wojciechowska, M. Sirito., C. Richards, Z. Chen, and R. Krahe.
A Drosophila Mode! of Myotonic Dystrophy Type 2 (DM2). 7" The International Myotonic
Dystrophy Consortium Meeting. Wirzburg, Germany (2009); plakat

M. Woijciechowska, K. A. Baggerly, B. Schoser, B. Udd, and R. Krahe. Accumulation of
Mutant DM2 (CCUG)n Transcript Triggers Activation of PKR and ER Stress Response. 7"
The International Myotonic Dystrophy Consortium Meeting. Wiirzburg, Germany (2009);
referat na zaproszenie

M. Woijciechowska, M. Sirito, L. Bachinski, and R. Krahe. Mouse Models With Core
Features of Myotonic Dystrophy Type 2 (DM2). Genes & Development Retreat. Camp Allen
Conference & Retreat Center, Navasota, Texas, USA (2008); plakat i referat

R. Krahe, M. Sirito, M. Wojciechowska, S. Hajibashi, S.E. Olufemi, D.R. Mosier,
O. Raheem, R. Randen, B. Udd, & L.L. Bachinski. A Transgenic Mouse Model for Myotonic
Dystrophy Type 2 (DM2). 6™ The International Myotonic Dystrophy Consortium Meeting.
Milan, ltaly (2007); plakat

M. Wojciechowska, M. Napierala, A. Bacolla, J. E. Larson and R. D. Wells. DNA
Conformational Transitions Within the Repeats of DM1, DM2 and FRDA Genes Promote
Mutagenesis in Mammalian and Bacterial Cells. DNA Structure. Genomic Rearrangements,
and Human Disease at ASBMB Sponsored Symposium. Institute of Biosciences and
Technology, Houston, Texas, USA (2006); referat na zaproszenie

R. Dere, M. Napierala, L. P. W. Ranum, M. Wojciechowska, and R. D. Wells. The Molecular
Mechanisms Responsible for the Genetic Instability of the CCTG'CAGG Repeats
Associated with Myotonic Dystrophy Type 1 and Type 2. Lost Pines Conference. Smithville,
Texas, USA (2005). plakat
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M. Wojciechowska, A. Bacolla, R. Dere, M. Hebert, B. Kosmider, J. E. Larson, M.
Napierala, L. S. Son, and R. D. Wells. Long DM1 and DM2 Repeat Sequences Induce
Gross Rearrangements in Flanking DNA Sequences. 5" The International Myotonic
Dystrophy Consortium Meeting. Quebec City, Canada (2005); referat na zaproszenie

A. Bacolla, P. D. Chastain, R. Dere, M. Filutowicz, J. D. Griffith, M. Hebert, J. P. Jakupciak,
L. Mochmann, M. Napierala, P. Parniewski, A. Pluciennik, R. R. Iyer, A. Jaworski, J. E.
Larson, N. Sakamoto, L. Spitz, A. A. Vetcher, J. H. Wilson, M. Wojciechowska, R. D. Wells.
Recombination Mediates Genetic Instability of Triplet Repeat Sequences. 30™ Steinbeck
Symposium. Gene Expression, Transposition, Genomics and Other Life Sciences,
Madison, Wisconsin, USA (2004); plakat

M. Woijciechowska, A. Bacolla, J. E. Larson, A. Jaworski, J. P. Jakupciak, C. D. O’Connell,
R. D. Wells. Long Tracts of PolypurinesPolypirimidines and Triplet Repeats Increase the
Frequency of Large Deletions. 4" International Conference on Unstable Microsatellites and
Human Disease. Banff, Alberta, Canada (2004); plakat

A. Bacolla, R. Dere, M. Hebert, B. Kosmider, M. Napierala, L. Spitz, M. Wojciechowska, A.
Jaworski, J. E. Larson, J. P. Jakupciak, N. Chuzhanova, S. S. Abeysinghe, C. D. O’'Connell,
D. N. Cooper, and R. D. Wells. Non-B DNA Conformations, Genetic Rearrangements, and
Human Disease. The 19" Lost Pines Conference on Cellular and Molecular Biology. The
University of Texas M.D. Anderson Cancer Center, Smithville, USA (2004); plakat i referat
A. Bacolla, R. P. Bowater, R. Dere, J. D. Griffith, M. Hebert, R. R. lyer, J. P. Jakupciak, A.
Jaworski, J. Larson, L. Mochmann, M. Napierala, A. Pluciennik, L. Spitz, A. Vetcher, M.
Wojciechowska, R. D. Wells. Non-B DNA and its Physiological Consequences. Symposium
on Physiology, Biochemistry and Molecular Genetics Group, 153™ Ordinary Meeting
UMIST, Manchester, UK (2003); plakat

M. Wojciechowska. The Symptoms of Programmed Elimination of Echinocystis lobata
Endosperm on the Molecular and Ultrastructural Levels. XIV Conference on Genetics,
Poznan, Poland (2001); plakat

M.Wojciechowska. DNA degradation in the cells of Echinocystis lobata endosperm. 37
Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Poznan, Poland (2001); plakat

M. Wojciechowska. Nuclear DNA Degradation During Development of Echinocystis lobata
endosperm-programmed cell death. XXIV Conference on Embryology: Plants-Animals-
Humans. Podlesice, Poland (2000); plakat

M. Woijciechowska, and K. Marciniak. DNA and NYS Protein Contents in Endosperm and
Cotyledon Nuclei in Germinating Seeds of Echinocystis lobata. 7" Conference on Cell
Biology. Krakow, Poland (1999); plakat

(1) OPIEKA NAUKOWA NAD STUDENTAMI | DOKTORANTAMI

W latach 2010 — 2014, sprawowatam opieke w charakterze opiekuna naukowego nad 2
studentami doktorantami i 2 magistrantami pracujac jako adiunkt w Instytucie Chemii
Bioorganicznej, Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.

W latach 2007 — 2009, sprawowatam opieke w charakterze opiekuna naukowego nad 2
studentami doktorantami pracujac jako post-doc w Department of Genetics, MD Anderson
Cancer Center, Houston, USA.
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iil. W latach 2002 - 2006, sprawowatam opieke w charakterze opiekuna naukowego nad 2
magistrantami pracujac jako post-doc w Center for Genome Research, Institute of
Biosciences and Technology Texas A&M University, Houston, USA.

iv. W latach 1997 — 2001, sprawowatam opieke w charakterze opiekuna naukowego nad 3
magistrantami bedac doktorantem Uniwersytetu todzkiego, Zakiad Cytogenetyki i Biologii
Molekularnej Roslin, t.6dz.

(J) RECENZOWANIE PUBLIKACJI W CZASOPISMACH MIEDZYNARODOWYCH |
KRAJOWYCH

Dotychczas wykonatam fgcznie 12 recenzji publikacji oryginainych i artykutow przegladowych w
nastepujacych czasopismach o zasiegu krajowym i miedzynarodowym:

i. PLoS One
iii. Journal of Biological Chemistry
iiii. Nucleic Acids Research

iv. Neuromuscular Disorders

V. Skeletal Muscle

vi. BMC Musculoskeletal Disorders
vii. Nature Communications

viii.  BioTechnologia

(K) INNE OSIAGNIECIA, NIE WYMIENIONE WYZEJ

i. W 2014 r. bratam udziat w ,Nocy Naukowcow” zorganizowanej w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu.

ii. W latach 2010 — 2014 prezentowatam wyniki badan na seminariach Instytutu Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Tytuty wyktadow:
— Alleviating DM1 Pathogenesis via Targeting Mutant DMPK Transcripts and Affecting Protein
Kinases.
— Ribonucleoprotein inclusions in neuromuscular disorders.
—  Toksycznosc transkryptow w dystrofii miotonicznej typu 1 (DM1) i chorobie Huntingtona
(HD).

iii. W latach 1997 — 2001 prowadzitam zajecia dydaktyczne dla studentéw stacjonarnych
i zaocznych na Wydziale Biologii Uniwersytetu Lodzkiego w t.odzi:
— 10/1997 - 05/2000 prowadzitam éwiczenia laboratoryjne i seminaria z zakresu cytologii
i cytochemii roslin.
— 10/1998 - 05/2001 prowadzitam c¢wiczenia laboratoryjne i seminaria z zakresu embriologii
roslin oraz pracownie dla studentdw (stacjonarnych i niestacjonarnych).

iv. W latach 1997 — 2001 prowadzitam zajecia lekcyjne dla uczniéw klas I-IV w | Liceum
Ogolnoksztatcgcym im. Stefana Zeromskiego w Ozorkowie.
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V. W 1997 r. prowadzitam zajecia lekcyjne dla ucznidw klas VI w Szkole Podstawowej Nr 5 im.
Marii Curie-Skiodowskiej w Ozorkowie.

(L) ROZWOJ KARIERY AKADEMICKIEJ

W roku 1992 rozpoczetam studia na 6wczesnym Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
tédzkiego na kierunku biologia. W 1997 r. obronitam prace magisterskg zatytulowang ,Zmiany
zawartosci jgdrowego DNA i biatek barwigcych sie NYS w komdrkach liscieni kietkujacych nasion
Vicia faba susp. minor ocenianych metoda podwdjnej cytofotometrif’ i uzyskatam stopien magistra
biologii. Praca zostata wykonana w Zaktadzie Anatomii i Embriologii Roslin UL pod kierunkiem dr
hab. Kazimierza Marciniaka. W 1997 r. podjetam studia doktoranckie w Stacjonarnym Studium
Doktoranckim Fizjologiczno-Mikrobiologicznym przy Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
todzkiego, gdzie w 2001 r. obronitam prace doktorskg ,Zmiany towarzyszgce rozwojowi
i degradacji bielma podczas dojrzewania nasion Echinocystis lobata” uzyskujgc tytut doktora nauk
biologicznych ze specjalnoscia cytogenetyka. Praca zostata wykonana w Zaktadzie Cytogenetyki
i Biologii Molekularnej Roslin UL pod kierunkiem prof. dr hab. Marii J. Olszewskiej. W 2002 r.
rozpoczetam staz podoktorski w laboratorium Profesora Roberta D. Wellsa w Texas A&M
University System, Health Science Center, Institute of Biosciences and Technology, Center for
Genome Research, Houston, Texas, USA. Tam prowadzitam badania zwigzane z wyjasnieniem
mechanizméw  niestabilno$ci  sekwencji mikrosatelitarnych  zaangazowanych w  choroby
neurodegeneracyjne czlowieka. W 2006 r. odbylam szesciomiesieczny staz w laboratorium
profesora Jacka Puymirata w Laval University, Human Genetics Department, Quebec City,
Quebec, Kanada, gdzie zdobytam doswiadczenie w molekularnej analizie objawéw toksycznosci
zmutowanych transkryptow DMPK w patomechanizmie DM1 z wykorzystaniem mysich modeli tej
choroby. W 2007 r. rozpoczetam drugi staz podoktorski w laboratorium Profesora Ralfa Krahe
w University of Texas, MD Anderson Cancer Center, Genetics Department, Houston, Texas, USA
gdzie pracowalalm nad molekularna charakterystykg nowego modelu mysiego DM2. W 2009 r.
wrécitam do Polski i podjetam prace adiunkta w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk w Poznaniu w éwczesnym laboratioum Genetyki Nowotworéw kierowanym przez Profesora
Wiodzimierza J.  Krzyzosiaka, gdzie kontynulowatam badania majace  zwiazek
z patomechanizmami choréb neurodegeneracyjnych cziowieka zwigzanych z niestabilnoscig
prostych sekwencji powtorzonych. Tg tematykg badan zajmuje sie do chwili obecnej w Zaktadzie
Biologii Molekularnej i Systemowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN.
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