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4.3 Omowienie celu naukowego w/w prac oraz otrzymanych wynikow
Wstep

Technologia interferencji RNA jest wykorzystywana od ponad 10 lat w badaniu
funkcji genéw 1 w eksperymentalnej terapii chordb genetycznych, infekcji wirusowych i
nowotworow. Narzegdzia technologii RNAI, takie jak male interferujace RNA (siRNA) czy
mate spinki RNA (shRNA) wykorzystujg naturalng Sciezke biogenezy miRNA, przy czym
wilaczajg si¢ do niej na réznych etapach [1-3]. Pierwotny prekursor miRNA (pri-miRNA)
podlega obrobce przez wieloenzymatyczny kompleks Mikroprocesora do krotkiej spinki pre-
miRNA, ktora jest nastepnie transportowana z jadra do cytoplazmy. Kolejnym etapem
biogenezy jest cigcie pre-miRNA do krotkich dupleksow RNA, ktére sa wigzane przez
kompleks RISC i po rozpoznaniu komplementarnej sekwencji w docelowym transkrypcie

indukuja jego deadenylacje i degradacje lub cigcie przy udziale biatka Ago (siRNA).

W Zaktadzie Biomedycyny Molekularnej od wielu lat zajmujemy si¢ chorobami
genetycznymi zwigzanymi z wystgpowaniem ekspansji trojnukleotydowych powtorzen w
pojedynczych genach (Triplet Repeat Expansion Diseases, TREDs). Przyktadem takich
chorob jest Plagsawica Huntingtona oraz szereg ataksji rdzeniowo-moézdzkowych, np. SCA3.
Podczas wykonywania pracy doktorskiej bylam zaangazowana W watek badan
diagnostycznych tych chorob. Wraz z rozwojem technologii RNAi pojawity si¢ nowe
mozliwos$ci eksperymentalnej terapii chorob TREDS z wykorzystaniem takich narzedzi jak
siRNA czy wektorowe ShRNA/sh-miRNA. Wiaczytam si¢ do tych badan uzyskujac
finansowanie projektu pt. ,,Genetyczne podejscia do allelo-specyficznej terapii chorob
poliglutaminowych”, a ich efektem sg m.in. dwie publikacje eksperymentalne przedstawione
we whniosku habilitacyjnym (NAR 2013 i BMC Mol Biol 2012) oraz migdzynarodowy

wniosek patentowy.

Podczas analiz efektywno$ci dziatania reagentéw wektorowych w komorkach
fibroblastow ludzkich zaobserwowali$my ich silng toksyczno$¢, co sktonito nas do bardziej
wnikliwej analizy efektow ubocznych wywotywanych przez obcy material genetyczny
(projekt pt. ,,Testowanie efektow niespecyficznych wywolywanych przez reagenty
technologii interferencji RNA i mikroRNA”). Efektem tych badan jest kilka publikacji, ktore
zostaty wlaczone do wniosku habilitacyjnego (NAR 2010, Curr Gene Ther 2011 i BBA Gene
Regul Mech 2016) oraz internetowa baza danych RNAimmuno (RNA, 2012).
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Cel

Glownym celem prac przedstawionych do rozprawy habilitacyjnej byt rozwoj
technologii interferencji RNA, stosowanej szeroko w badaniach funkcji genow oraz w
podejéciach terapeutycznych. Celem szczegdélowym byto zaprojektowanie skutecznych i
bezpiecznych  narzedzi  terapeutycznych, wykorzystujacych  zjawisko RNAiI w
eksperymentalnej terapii choréb neurodegeneracyjnych czlowieka, takich jak choroba
Huntingtona czy ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3. Cel ten realizowatam poprzez
testowanie efektywnosci i specyficznosci dziatania reagentow siRNA i wektorowych shRNA

w komorkowych modelach chorob HD i SCA3 (fibroblasty wyprowadzone od pacjentow).

Waznym celem pracy, ktory towarzyszyt rozwijaniu watku terapeutycznego, bylo
badanie efektéw niespecyficznych, wywolywanych przez reagenty technologii RNAi (na
przyktadzie reagentow siRNA, shRNA/sh-miR celujagcych m.in. w geny HD i ATXN3) oraz

stworzenie pierwszej internetowej bazy danych zbierajacej informacje na ten temat.
Wyniki

Odkrycie zjawiska interferencji RNA rozpoczeto nowy etap badan w terapii wielu
chordb genetycznych cztowieka, w tym chorob neurodegeneracyjnych z grupy TREDs. W
przypadku chorob wywolywanych ekspansja powtorzen CAG w jednym z dwoch alleli
gendw, dochodzi do powstawania toksycznego biatka z wydluzong domeng poliglutaminowa
(poliQ). W ramach pracy habilitacyjnej poszukiwatam skutecznych i bezpiecznych reagentow
technologii RNAI, wyciszajacych ekspresje zmutowanych genéw zwigzanych z chorobami
poliQ. Aby uzyska¢ allelo-selektywnos¢ wyciszania, Stosowane przeze mnie strategie
terapeutyczne obejmowaty celowanie reagentami w regiony polimorficzne genéw (SNP) oraz
wydtuzony cigg powtérzen CAG (STR). W badaniach wykorzystywatam rézne typy narzedzi
terapeutycznych: syntetyczne siRNA, sd-siRNA oraz shRNA i sh-miRs, dostarczane do

komorek w postaci wektorow plazmidowych lub lentiwirusowych.

W ramach publikacji pt. "An evaluation of oligonucleotide-based therapeutic
strategies for polyQ diseases." (BMC Mol Biol., 2012) zaprojektowaliSmy szereg reagentow
SiIRNA nacelowanych na sekwencje SNP w genach ATXN1, ATXN3 oraz HTT. Strategia
celowania w SNP opiera si¢ na zdolnosci kompleksu RISC do dyskryminacji pomigedzy
dwoma allelami genu, r6znigcymi si¢ pojedynczym nukleotydem w sekwencji docelowej. Do

degradacji zmutowanego transkryptu dochodzi tylko wtedy, gdy ni¢ wiodaca SIRNA jest w
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pelni komplementarna do transkryptu. W pierwszym etapie przeanalizowaliSmy linie
fibroblastow ludzkich w poszukiwaniu odpowiednich wariantow SNP w genach ATXNI,
ATXN3 oraz HTT. W przypadku modelu HD, badanego przeze mnie, jako cel terapeutyczny
wybrany zostat SNP C/T (rs1065745), zlokalizowany ok. 1 kb od ciggu powtorzen CAG.
Zaprojektowane siRNA zawieraty niesparowania z transkryptem normalnym w pozycjach: 9
(G9), 10 (G10) lub 16 (G16). W wyniku analiz poziomu transkryptu i biatka huntingtyny
wytypowatam najbardziej efektywny i allelo-specyficzny reagent, ktory zawierat

niesparowanie w pozycji 16 (G16).

Poniewaz w przypadku gendw zwigzanych z chorobami poliQ brak jest odpowiednich
SNP sprz¢zonych z mutacja 1 obejmujacych duza grupe populacji, bardziej uniwersalng i
obiecujaca strategia wydaje si¢ celowanie w regiony STR réznigce si¢ dtugoscia (ok.15-20
powtérzen CAG w allelu normalnym i > 40 CAG w allelu zmutowanym). Jednak reagenty
ztozone z powtorzen CAG/CUG wprowadzane do komoérek w formie dupleksow lub
wektorowych shRNA nie wykazywaly allelo-selektywnos$ci dziatania. Poza tym
obserwowalismy efekt niespecyficzny (tzw. off-target) w postaci aktywnosci nici

pasazerskiej.

Rownolegle z laboratorium Davida Coreya opracowalismy ide¢ wprowadzania
selektywnych niesparowan w strukture dupleksu siRNA, w ten sposob uzyskujgc allelo-
selektywnos¢ dziatania. Aby zminimalizowa¢ negatywny wplyw nici pasazerskiej dupleksu
siRNA, w ramach pracy pt. ,,Self-duplexing CUG repeats selectively inhibit mutant huntingtin
expression” zaprojektowaliSmy i przetestowalismy szereg nowych reagentow, zlozonych z
pojedynczej nici zdolnej do tworzenia dupleksu (self-duplexing siRNA, sd-siRNA).
Czasteczki te, zawieraja selektywne modyfikacje sekwencji CUG (seria A i seria G), przez co
przypominaja czasteczki typu miRNA. Zidentyfikowalismy grupe reagentow, ktore
efektywnie i allelo-specyficznie wyciszajg ekspresj¢ zmutowanego genu HTT na poziomie

transkryptu 1 biatka w komorkowych modelach choroby Huntingtona.

Dhugotrwale wyciszenie genu, pozadane przede wszystkim dla celow terapeutycznych,
mozna uzyska¢ poprzez wewnatrzkomoérkowa ekspresje prekursora siRNA. W tym celu
tworzone sa m.in. wektory tzw. I generacji, kodujace spinki shRNA oparte na strukturze
naturalnych prekursorow pre-miRNA. Sekwencja kodujaca umieszczana jest w plazmidzie
pod odpowiednim promotorem (gtownie U6 lub H1) i moze by¢ dostarczana do komoérek na

drodze transfekcji badz transdukcji przez czastki wirusowe. Uwalniane w wyniku endogennej
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ekspresji czasteczki ShARNA wchodza w naturalny szlak biogenezy miRNA i sg docinane do

dojrzatych, efektorowych czasteczek siRNA.

W ramach badan zaprojektowatam szereg konstruktow, zawierajacych modyfikacje
ciggu CUG, stanowigcego trzon struktury shRNA powstajacej z wektora plazmidowego.
Konstrukty te, obejmowaty rowniez najbardziej efektywne czasteczki sd-siRNA z serii Ai G.
Petle tych czasteczek stanowila sekwencja ludzkiego miRNA-23, czgsto stosowana do
konstrukcji efektywnych reagentow shRNA. Konstrukty wprowadzano do komorek
fibroblastow ludzkich przy pomocy wektoréw lentiwirusowych. Testowano sposob obrobki
ShRNA przez Dicer metodg northern-blot. shRNA sktadajace si¢ z powtorzen CUG/CUG
zawierajg niesparowania U:U w strukturze trzonu spinki, przez co s3 ztym substratem dla
RNazy Dicer. Objawia si¢ to niskg efektywnos$cig wyciszania docelowego transkryptu i biatka
huntingtyny. Lepiej ,,obrabiane” ShRNA ztozone z powtorzen CAG/CUG wykazywaty
dziatanie w kierunku obu alleli genéw HTT i ATXN3 (publikacja w przygotowaniu).
Wprowadzenie selektywnych modyfikacji dupleksu CAG/CUG w reagentach shRNA,
analogicznie jak w przypadku syntetycznych reagentow sd-SiRNA z serii A i G, zwigkszyto
allelo-selektywno$¢ ich dziatania. Nieopublikowane jeszcze wyniki wykazaty, ze reagenty te
sg efektywne 1 allelo-specyficzne réwniez w przypadku innych gendw, zawierajacych
wydtuzone ciagi CAG (ATXN3 i ATN1) i maja potencjal uniwersalnych reagentow
terapeutycznych dla choréb poliQ (migdzynarodowy wniosek patentowy).

Waznym elementem charakterystyki potencjalnych terapeutykow jest stopien ich
toksyczno$ci 1 mozliwo$¢ wywotywania innych efektoéw ubocznych, takich jak np. zmiany
ekspresji genow czy aktywacja odpowiedzi immunologicznej komoérki [4-7]. W ostatnich
latach coraz wigcej wiemy na temat komorkowych sensoréw obcego RNA 1 DNA,
aktywowanych $ciezek oraz wzorcéw molekularnych (tzw. PAMP, Pathogen Associated
Molecular Patterns) rozpoznawanych w komorce jako zagrozenie. Niespecyficzna aktywacja
komorkowego transkryptomu 1 proteomu przez reagenty RNAi moze by¢ przyczyng btednej
interpretacji wynikow eksperymentéw lub inhibicji wzrostu, podziatéw komoérkowych i
apoptozy [8-12].

Praca nad publikacja przegladowa pt. ,,Sequence-non-specific effects of RNA interference
triggers and microRNA regulators” (Nucleic Acids Res., 2010) miata na celu zapoznanie si¢ z
ta tematyka i identyfikacj¢ zagrozen dla technologii RNAi. W pierwszym rozdziale pracy
opisane jest bogactwo komodrkowych biatek, transkryptow i proceséw, w ktérych one

uczestnicza. Na tym tle przedstawiony jest proces biogenezy mikroRNA oraz narzedzia
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technologii interferencji RNA oraz mikroRNA wraz ze sposobami ich dostarczania do
komorek. W nastepnym rozdziale opisane sa znane sensory i przekazniki sygnatu
aktywowane przez obcy RNA i DNA, takie jak PKR, OAS, TLR3, RIG-I czy MDAS5.
Poszczegdlne typy reagentow technologii RNAI oraz miRNA charakteryzujg si¢ réznym
sposobem dostarczania i zawierajg swoiste cechy struktury i1 sekwencji, ktére moga
aktywowac rozne $ciezki. Dlatego tez w kolejnych rozdziatach opisane zostaty wyniki badan
dotyczace obserwowanych efektow niespecyficznych wywotywanych przez rézne typy
reagentow oraz metody badania tych efektow. Waznym elementem pracy jest
zaproponowanie praktycznych wskazoéwek, ktore mogg by¢é pomocne w bezpiecznym
stosowaniu technologii RNAi. Odnosza si¢ one m.in. do cech sekwencji, struktury, dlugosci
czasteczek, modyfikacji chemicznych, st¢zenia, metod dostarczania, czy komorek
docelowych. Ostatnie rozdzialy pracy dotycza zastosowania nowoczesnych metod
transkryptomicznych i proteomicznych w poszukiwaniu nowych biatek zaangazowanych w te
procesy oraz zaproponowania perspektyw rozwoju tej dziedziny badan. ZwréciliSmy uwage
na potrzebe opracowania bazy danych zbierajagce] informacje na temat -efektow
niespecyficznych wywotywanych przez reagenty RNAi oraz na brak odpowiednich testow,
uwzgledniajacych rodzaj stosowanego reagenta czy linii komérkowej. W moich dalszych
badaniach postanowitam sprosta¢ tym wyzwaniom i w ramach projektu pt. ,,Testowanie
efektow niespecyficznych wywolywanych przez reagenty technologii interferencji RNA i
mikroRNA” powstaty 3 kolejne publikacje opisujace zarowno baz¢ danych jak réwniez
aspekty zwigzane z testowaniem efektow ubocznych technologii RNAI.

Internetowa baza danych RNAimmuno (http://rnaimmuno.ibch.poznan.pl/) gromadzi i
porzadkuje informacje dotyczace efektow niespecyficznych wywolywanych w komorkach
oraz modelach zwierzecych pod wptywem obcego materialu genetycznego. W tym celu
zebralismy ponad 150 publikacji eksperymentalnych, analizujacych ww. efekty i
opracowali$my przejrzysty system opisu danych w formie tabeli. Baza moze by¢
przeszukiwana przy pomocy wielu typéw hasel: typ nosnika, reagenta, rodzaj komorek,
wywotywany efekt, sekwencja, itp. (,,Quick search” oraz ,,Advanced search”).
Opracowalismy réwniez narz¢dzia umozliwiajace analize sekwencji wprowadzanych przez
uzytkownika pod katem obecnosci elementow immunostymulujacych (funkcja ,,simple tool”
oraz ,,advanced tool”). Baza zawiera rowniez informacje na temat sensorOw obcego materiatu
genetycznego w komorkach (zaktadka ,,Sensors™), $ciezek aktywowanych przez te biatka
(zaktadka ,,Pathways”) oraz innych czynnikow bioracych udziat w odpowiedzi komoérki na

reagenty RNAi. Waznym elementem bazy jest cz¢§¢ poswigcona efektom niespecyficznym
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wywotywanym przez najczgsciej stosowane nosniki transfekcyjne, stluzace do dostarczania
reagentOow RNAi do komorek (zakladka ,,Delivery/Uptake”). Baza RNAimmuno zawiera
réwniez liste publikacji oraz najwazniejszych patentow zwigzanych z tematyka efektow
niespecyficznych (zaktadka ,,References”). Zebrane w bazie RNAimmuno informacje zostaty
poddane analizie i dyskutowane w publikacji pt. “Recent Advances in Understanding of the
Immunological Off-target Effects of SIRNA” (Curr Gene Ther., 2011). Analiza duzej grupy
wynikéw (> 670 rekordow) pozwolita m.in. na wyjasnienie spornej kwestii wptywu dtugosci
siRNA na aktywacje odpowiedzi interferonowej. WykazaliSmy brak istotnej korelacji
pomiedzy tymi parametrami, a obserwowane przez niektorych autoréw efekty mozna
wyjasni¢ obecno$cig innych cech struktury i sekwencji siRNA, np. tepych koncow [13].
Zaobserwowalismy ponadto, ze czg¢sto stosowana sekwencja petli terminalnej uzywanej do
konstrukcji shRNA zawiera znany =z badan siRNA motyw immunostymulujgcy
(UUCAAGAGA). Co wigcej stosowane shRNA zawieraja inne znane motywy
immunostymulujace. Poniewaz brak jest systematycznych badan wykluczajacych ich efekt
immunostymulujacy, sugerujemy unikanie takich motywdéw podczas projektowania shRNA.
Szczegotowa analiza wpltywu chemicznych modyfikacji siRNA na efekty niespecyficzne
wykazala, ze modyfikacja 2°0OMe, uwazana dotychczas za skuteczny sposob generowania
bezpiecznych siRNA nie jest wystarczajgca 1 tak modyfikowane reagenty moga wcigz by¢
immunostymulujgce. W pracy tej zwrociliSmy rowniez uwage na efekty niespecyficzne
wywolywane przez no$niki transfekcyjne. Analiza danych zgromadzonych w bazie
RNAIimmuno wykazata, ze badane czasteczki mozna podzieli¢ na dwie grupy: te, ktore
stymulowaly wszystkie badane markery oraz takie, ktére nie wywolywaty efektu. Ta
obserwacja zostala potwierdzona analizg statystyczna przeprowadzong na grupie > 800

rekordow 1 moze by¢ wykorzystana do projektowania testow toksycznos$ci reagentdéw RNAI.

Jak dotad brak jest jednoznacznych wskazowek, co do sposobu testowania efektow
niespecyficznych wywolywanych przez reagenty RNAi. Dlatego tez, w ramach kolejnej pracy
postanowili$my przeanalizowa¢ dostepne wyniki badan zgromadzone w bazach RNAimmuno
oraz Geo Profiles w celu zaproponowania optymalnych markeréw toksycznosci reagentow
RNAi (tzw. ,prosty test”). Rodzaj i liczba aktywowanych gendéw roznity si¢ istotnie
pomiedzy eksperymentami, co moze wynika¢ ze stosowania roznych typow komorek,
nosnikow transfekcyjnych, czaséw analizy, st¢zenia reagentow, itp. Stosujac jednolity system
eksperymentalny porownaliSmy efekty wywotywane przez syntetyczne siRNA oraz
odpowiadajace im wektorowe reagenty typu shRNA/sh-miR. Grupa genow (MX1, IFITL,
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IFIT2, RIG-I) wykazywala silng i szybkg aktywacje 6h po transfekcji, zanikajgcg po 24 h.
Transkrypty te, byly aktywowane gtownie reagentami wektorowymi jak rowniez plazmidami
kontrolnymi. W drugiej grupie genéow (TLR3 i /FNa2), aktywacja nasilata si¢ w czasie.
Transfekcja siRNAs wywotywata wzrost poziomu transkryptu TLR3, natomiast reagenty
shRNA/sh-miRNA specyficznie indukowaty ekspresj¢ IFNa2. Nie wykazaliSmy istotnej
aktywacji ekspresji genéw PKR, IRF7, IFNf | NFkB, stosowanych czesto jako markery
toksycznos$ci reagentow RNALI.

Podsumowujgc, syntetyczne siRNA nie wywotywaty indukcji odpowiedzi
interferonowej w komoérkach HelLa, a TLR3 jest jedynym specyficznym markerem dla
SIRNA. WykazalisSmy, ze reagenty typu ShRNA i sh-miRNA wywotuja podobne efekty
uboczne, a najsilniejszym induktorem odpowiedzi immunologicznej w komorkach jest
plazmidowy DNA (lipopleksy). Specyficznym markerem stymulacji odpowiedzi
interferonowej w komoérkach HelLa przez reagenty shRNA/sh-miRNA jest IFNa2. Dodatkowo
wykazali$my, ze poly(I:C) nie jest uniwersalng kontrolag pozytywna indukcji odpowiedzi
interferonowej w eksperymentach wykorzystujacych reagenty RNAi.

Waznym elementem tych badan bylo wykazanie, Ze transfekcja zaréwno siRNA jak i
wektorowych shRNA/sh-miRNA wptywa na poziom komoérkowych miRNA oraz udziaty
poszczegdlnych wariantow miRNA (izomiréw). Wiele deregulowanych miRNA ma swoje
sekwencje docelowe w genach zwigzanych z biogeneza miRNA, takich jak Dicer, Drosha,
Exportyna 5 czy Ago2. Wykorzystujac metode sekwencjonowania nowej generacji, qRT-PCR
oraz wysokorozdzielcza hybrydyzacj¢ typu northern wykazaliSmy m.in., saturacj¢ procesu
biogenezy miRNA w komorkach fibroblastow ludzkich transfekowanych siRNA. Co ciekawe,
reagenty wektorowe oraz plazmidy kontrolne wptywaly na pojawienie si¢ krotszych
wariantow miR-221/222 w komoérkach fibroblastow (izomiry 3”). Efekty te sg zalezne od typu
komorek. Jak dotad nie wiadomo jaki jest mechanizm powstawania takich wariantow miRNA
oraz jaka jest ich funkcja. By¢ moze jest to nowy sposob regulacji funkcjonowania komorki

pod wpltywem stresu.

Podsumowanie najwazniejszych osiagnieé:

1. Opracowanie efektywnych reagentow genetycznych - shRNA, dzialajacych selektywnie na
zmutowane allele w genach zwigzanych z chorobami HD i SCA3. Sg to pierwsze reagenty
wektorowe, dziatajace selektywnie na zmutowane allele poprzez celowanie w sekwencje

powtorzen - potencjalne uniwersalne terapeutyki do wykorzystania w chorobach
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poliglutaminowych ("Self-Duplexing CUG Repeats Selectively Inhibit Mutant Huntingtin
Expression" NAR, 2013; mi¢dzynarodowe zgloszenie patentowe).

2. Opracowanie efektywnych i allelo-selektywnych reagentéw siRNA nacelowanych na
sekwencje SNP w genie HD ("An evaluation of oligonucleotide-based therapeutic strategies
for polyQ diseases” BMC Mol Biol, 2012).

3. Stworzenie pierwszej internetowej bazy danych RNAimmuno (rnaimmuno.ibch.poznan.pl),
ktéra w prosty sposob pozwala na analiz¢ potencjalnych zagrozen wynikajacych ze
stosowania reagentow technologii interferencji RNA (“Recent Advances in Understanding of
the Immunological Off-target Effects of sSiRNA”, Curr Gene Ther, 2011).

4. Wykazanie, ze TLR3 i IFNa2 moga by¢ stosowane jako specyficzne markery aktywacji
odpowiedzi immunologicznej w komoérkach HeLa transfekowanych odpowiednio siRNA i
shRNA/sh-miRNA (,,Sequence-non-specific effects generated by various types of RNA
interference triggers”. BBA Gene Regul Mech, 2016)

5. Wykazanie, ze plazmidowy DNA indukuje apoptoze komoérek Hela i fibroblastow
ludzkich, a co najwazniejsze indukuje pojawianie si¢ skroconych wariantdow niektorych
MIRNA, co moze by¢ nowym mechanizmem regulatorowym komorki w warunkach

stresowych.

Przyszle plany badawcze
(czgéciowo realizowane w ramach projektu SONATA BIS, NCN, 2016-2021)

1. Zastosowanie wektorowych reagentéw technologii RNAI, takich jak ShRNA (short hairpin
RNA) i sh-miR (artificial miRNA) w eksperymentalnej terapii HD i SCA3 w mysich
modelach tych chordb. Zastosowanie ich w uktadzie in vivo wymaga m.in. opracowania

sposobu dostarczania, wyboru miejsca docelowego, zbadania skuteczno$ci i bezpieczenstwa.

2. Wykorzystanie najnowoczesniejszych narzedzi genetycznych tzw. nukleaz CRISPR/Cas9
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-Cas9) do skrocenia
zmutowanych ciagéw powtorzen CAG w genach HTT 1 ATXN3 w komoérkowych modelach
choréb HD 1 SCA3. Technologia CRISPR/Cas9 jest obecnie jedng z najbardziej rozwijanych i
obiecujacych metod edycji genomu 1 jak dotad nie zostata wykorzystana do edycji genow

zwigzanych z chorobami poliQ.

3. Badanie biogenezy i funkcji nowych wariantow izomiréw W warunkach stresu

komoérkowego.
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5. Omowienie pozostalego dorobku

W sktad pozostatego dorobku naukowego wchodzi 11 publikacji. Prace te powstaly w latach

2005-2015 1

zostaty

opublikowane w renomowanych czasopismach z listy JCR,

specjalizujacych si¢ w tematyce biologii molekularnej. Szczegdétowa informacja na temat

mojego wktadu w powstanie tych prac znajduje si¢ w zatgczniku nr 3.

Ip | Autorzy Tytul, czasopismo IFs
1 | Galka-Marciniak P, Olejniczak M, | “siRNA release from pri-miRNA scaffolds is 5,661
Starega-Roslan J, Szczesniak M, | controlled by the sequence and structure of RNA”
Makalowska I, Krzyzosiak W BBA Gene Regul Mech. 2016
2 | Olejniczak M*, Urbanek MU, | “The Role of the Immune System in Triplet Repeat | 3,522
Krzyzosiak WJ* Expansion Diseases”
*co-corresponding Mediators Inflamm. 2015; 873860
3 | Urbanek MU, Galka-Marciniak P, | “RNA imaging in living cells - methods and | 5,237
Olejniczak M, Krzyzosiak WJ applications”.
RNA Biol, 2014, 3;11(8):1083-95
4 | Wojciechowska M*, Olejniczak | “RAN translation and frameshifting as translational | 8,867
M*, Galka-Marciniak P*, Jazurek | challenges at simple repeats of  human
M*, Krzyzosiak WJ neurodegenerative disorders”
*co-first authors Nucleic Acids Res 2014, 29;42(19):11849-64
5 | Koscianska E, Starega-Roslan J, | ,,Northern blotting analysis of microRNAs, their | 3,289
Sznajder LJ, Olejniczak M, Galka- | precursors and RNA interference triggers”. BMC Mol
Marciniak P, Krzyzosiak WJ. Biol 2011, 12:14
6 | Sobczak K, Michlewski G, de | “Structural diversity of triplet repeat RNAs.” 4,693
Mezer M, Kierzek E, Krol J, J Biol Chem., 2010; 285:12755-64
Olejniczak M, Kierzek R,
Krzyzosiak WJ
7 | Zielonka D.; Niezgoda A.; | “Gender Differences in the CAG Repeats and Clinical | 0,2
Olejniczak M.; Krzyzosiak W, | Picture Correlations in Huntington's Disease” Ceska a
Marcinkowski J, Kozubski W Slovenska Neurologie a Neurochirurgie 2008; 71: 688-
694
8 | Rozanska M, Sobczak K, Jasinska | "CAG and CTG repeat polymorphism in exons of | 5,119
A, Napierala M, Kaczynska D, | human genes shows distinct features at the expandable
Czerny A, Koziel M, Kozlowski P, | loci.”
Olejniczak M, Krzyzosiak WJ. Hum Mutat. 2007, 28:451-8.
9 | Olejniczak M, Krzyzosiak WJ. "Genotyping of simple sequence repeats--factors | 2,723
implicated in shadow band generation revisited."
Electrophoresis, 2006, 27:3724-34
10 | Olejniczak M, Kozlowski P, | "Accurate and sensitive analysis of triplet repeat | 2,723
Sobczak K, Krzyzosiak WJ expansions by capillary electrophoresis."
Electrophoresis, 2005, 26:2198-207
11 | Kozlowski P, Olejniczak M, | "Rapid  heteroduplex analysis by capillary | 2,772

Krzyzosiak WJ

electrophoresis." Clin Chim Acta, 2005, 353: 209-14.
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