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a) Tytul osiggni¢cia naukowego

Nowe narzedzia diagnostyczne i terapeutyczne oparte 0 RNA w
ferapii guzow mozgu

b) Publikacje wchodzace w sklad osiggnigcia naukowego ze szczegdlowym
omdéwieniem indywidulanego wkladu wnioskodawcy:

Osiagnigciem naukowy jest opracowanie nowych narzedzi diagnostycznych i terapeutycznych
opartych o kwasy nukleinowe. Zostalo ono opisane i przedstawione w monotematycznym
zestawie 6 publikacji eksperymentalnych i 2 publikacji przegladowych. Prace te zostaly
opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ bazie Journal Citation Report. Egczny
wspolczynnik oddzialywania (impact factor, IF) czasopism, w ktdrych ukazaty sie publikacje
wchodzace w skiad osiggnigcia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 25,36,
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¢) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Nowe narzgdzia diagnostyczne i terapeutyczne oparte o RNA w terapii guzow
mozgu

Cel badan
Celem badari stanowigcych rozprawe habilitacyjna bylo opracowanie i wykorzystanie
kwaséw nukleinowych jako narzedzi w potencjalnej diagnozie i terapii guzéw mézgu.
Niniejszymi badaniami objgtam rézne klasy RNA:
a) kodujgce i nickodujgce RNA (mRNA tenascyny-C oraz miRNA) jako czasteczki
docelowe w potencjalnej terapii;
b) niekodujace RNA jako biomarkery w diagnostyce guzéw mézgu (miRNA);
¢) dwuniciowy RNA (dsRNA) oraz katalityczne kwasy nukleinowe (rybozymy) jako
specyficzne i efektywne narzedzia molekularne,
Realizacja powyzszych zadan doprowadzila do:
a)lepszego poznania molekularnych podstaw rozwoju glejaka wielopostaciowego
poprzez identyfikacj¢ nowych czgsteczek miRNA zaangazowanych w ten proces,
b) opracowania nowych, precyzyjnych i skutecznych narzedzi opartych o kwasy
nukleinowe (ang. RNA-based tools),
c)do zaprojektowania skutecznych i precyzyjnych narzedzi opartych o technologie
kwas6éw nukleinowych.
Narzgdzia te zostaly przez nas po raz pierwszy wykorzystane w unikalnej, eksperymentalnej
terapii guz6w mézgu, ktéra zostata zastrzezona patentem amerykanskim., oraz zgloszeniami

patentowymi krajowymi i migdzynarodowymi,

Wprowadzenie

Centralny dogmat biologii molekularnej zaklada, ze przeplyw informacji genetycznej w

komérkach zachodzi kolejno z DNA przez RNA do bialek. Sekwencje kodujace biatka
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stanowig okolo 1,5-2% genomu ludzkiego, ale pozostata cz¢$¢ genomu w znacznej czesci
réwniez ulega transkrypcji [1-2]. Powstate czasteczki RNA (niekodujagce RNA, ncRNA) sa
kluczowym elementem regulatorowym biorg udziat w procesach komérkowych.

ncRNA stanowig grupe czasteczek, ktore odgrywaja zasadnicza role w rozwoju,
funkcjonowaniu oraz stanach patologicznych, rowniez w centralnym ukladzie nerwowym. O
ogromnym potencjale regulatorowym opartym o RNA $wiadczy¢ moze spektrum proceséw,
w ktore sg one zaangazowane, a obejmujgce m.in. zjawiska plastycznogci synaptycznej,
uczenia, pamieci i odpowiedzi na stres. Zaburzenia biosyntezy tych czgsteczek prowadzg do
wielu schorzen neurodegeneracyjnych, neurorozwojowych, neuropsychiatrycznych oraz
nowotworowych [3]. Pomimo coraz bogatszej wiedzy na temat struktury ncRNA, ich genéw i
profili ekspresji w moézgu wciaz dalecy jesteSmy do pelnego zrozumienia molekularnych
podstaw funkcjonowania centralnego uktadu nerwowego. Liczba gen6w ncRNA w genomach
ssak6w szacowana jest na co najmniej rowng liczbie genéw kodujacych biatka. Jest zatem
oczywiste, ze bez zrozumienia roli ncRNA nie be¢dzie mozliwe pelne poznanie zlozonych
procesdw komdrkowych. Pelniejszy obraz mozliwosci i potencjatu ncRNA bedzie mozliwy
po poznaniu nowych ncRNA i zbadaniu ich roli oraz mechanizméw kierujgcych ich
dziataniem. Okre$lenie profilu ekspresji ncRNA, a przede wszystkim identyfikacja ncRNA
specyficznych dla zlo§liwych guzéw mézgu moze stanowié niezwykle warto§ciowe narzedzie
w diagnostyce medycznej. Charakterystyczny profil ekspresji ncRNA w pierwotnych guzach
moézgu daje szans¢ na oceng skuteczno$ci leczenia oraz na wykorzystanie tego typu
czasteczek jako potencjalnych molekularnych markeréw nowotworowych.

Jednym z wazniejszych ostatnich odkryé w biologii bylo zidentyfikowanie mikroRNA
(miRNA) - klasy endogennych, niekodujagcych RNA o dlugosci 19-25 nukleotydow,
uczestniczgcych w post-transkrypeyjnej regulacji ekspresji genéw. Funkcja miRNA zwigzana
jest z kontrolg wielu proceséw biologicznych, na przykiad: réznicowanie, proliferacja
komorek, apoptoza, czy rozw6j réznego typu choréb, w tym nowotworéw [4-5].

Wiele dowodow wskazuje na to, ze w kanonicznym szlaku biogenezy dojrzate miRNA tworza
kompleksy z docelowym mRNA, gléwnie w nieulegajacym translacji regionie przy koncu 3'
(ang. 3’ uniranslated region, 3'UTR), modulujac tym samym synteze odpowiednich biatek.
Rozpoznawanie docelowej sekwencji w odpowiednim mRNA zalezy glownie od krotkiej
sekwencji zrodlowej o niepelnej komplementarno$ci do mRNA w rejonie od drugiego do
6smego nukleotydu na konicu 5° miRNA (ang. seed sequence) [6-8]. Chociaz wickszo$é
badafn wskazuje na udzial miRNA w represji translacji (szczegélnie na etapie inicjacji),
niektore doniesienia sugerujg takze, ze miRNA moze obnizac stabilno$é docelowego mRNA
[9-14]. Ze wzgledu na wcigz niepelne jeszcze zrozumienie mechanizmu dzialania miRNA,
proces hamowania ekspresji bialka jest ciggle nieprzewidywalny i czesto nie tak efektywny,
jak si¢ oczekuje. Poniewaz sekwencja Zrédlowa, ktéra ostatecznie ma byé¢ decydujaca dla
obnizenia poziomu ekspresji biatka, jest wzglednie krotka, nie zawsze obserwowany efekt
dzialania jest wysoce specyficzny [15-16]. Dobrym tego przykiadem sa oddzialywania
migdzy jednym najlepiej poznanych - miR-21 i jego czgsteczki docelowej - biatka PTEN.
Analiza bioinformatyczna z uzyciem jednego z powszechnie uzywanych programéw
TargetScan wskazuje, ze komplementarnoéé¢ sekwencji pomigdzy tymi dwoma czasteczkami
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jest tak staba, ze nie przewiduje si¢ nawet mozliwosci takiego oddziatywania. Z drugiej strony
jednak, pomimo niskiego przewidywanego prawdopodobiefistwa, takie oddziatywania bardzo
czgsto potwierdzane sq eksperymentalnie jako funkcjonalne [17]. WeiaZ nie jest jednak jasne,
w jaki sposob krétka Zrédiowa sekwencja nukleotydowa moze wykazywaé specyfike
dzialania miRNA w skali genomowej, zwlaszcza ze ta krétka prosta komplementarnosé
pojedynczego miRNA sprawia, ze moze on regulowaé do tysiecy réznych czasteczek
docelowych [18-19].

Zaburzenia biogenezy miRNA oraz ich mutacje powodujs powazne dysfunkcje
komérek. Poznano ponad 290 choréb u podloza, ktorych lezg zmiany w profilu ekspresji
miRNA. Najwigksza grupe sposréd nich stanowig choroby nowotworowe. Liczne doniesienia
wykazujg, ze miRNA odgrywaja kluczowa rolg w tworzeniu masy nowotworu, angiogenezie,
procesach inwazji i apoptozie w réznych typach nowotworéw, w tym guzéw mézgu [4-5].
Chociaz rola miRNA w patogenezie nowotworu jest oczywista, nadal jednak nie wiadomo,
czy deregulacja poziomu ekspresji miRNA jest przyczyng czy skutkiem transformacji
nowotworowej [20-21].

Odkrycie tysigcy réznych miRNA doprowadzito do nowego spojrzenia i zmian w
naszym rozumieniu genetycznych mechanizméw kontrolnych. miRNA biora bowiem udziat
w tworzeniu réznych fenotypéw nowotworowych, ale ich funkcja w komérkach w réznych
postaciach nowotworéw nadal pozostaje stabo poznana [22]. Szacuje sie, iz okolo 70%
miRNA wystgpuje w tkance nerwowej, a wsréd tkankowo-specyficznych, ulegajacych
nasilonej ekspresji miRNA ponad polowa pochodzi wlasnie z tej tkanki [23-24]. Dlatego tez
miRNA, wydaja si¢ stanowi¢ doskonaty cel w terapii guzéw moézgu.

Nowotworowe komorki glejowe moézgu dajg poczatek guzom glejowym, z ktdrych

najbardziej zlosliwym, opornym na leczenie i Zle rokujgcym jest glejak wielopostaciowy (ang.
glioblastoma multiforme, GBM). Chociaz GBM rzadko daja przerzuty poza centralny uklad
nerwowy, sg bardzo inwazyjne i niszczg przylegajace tkanki, co utrudnia lub uniemozliwia
catkowitg resekcj¢ guza i przyczynia sig do szybkiego postepu choroby, niskiej jakosci zycia
oraz ostatecznie, bardzo wysokiej §miertelnosci.
GBM jest najezestszym pierwotnym nowotworem ofrodkowego ukladu nerwowego
pochodzenia glejowego o najbardziej agresywnym przebiegu klinicznym i ztym rokowaniu.
Glejaki nalezg do guzéw ztosliwych (anaplastycznych) i obejmuja astrocytoma (Astrocytoma
anaplasticum, AA, stopiefi III), oligodendroglioma (AG, stopien 1II) oraz glejak
wielopostaciowy (glioblastoma multiforme, GBM, stopiefi IV). Prognoza wynosi 2-3 lata dla
AA, 8-12 miesigcy dla GBM, a w przypadku wznowy guza czas przezycia wynosi okolo 2
miesigey [25]. Do standardowych metod leczenia zaliczana jest resekcja, radioterapia,
chemioterapia oraz terapia skojarzona. Glejaki zlosliwe charakteryzuja si¢ niekontrolowana
proliferacjg, inwazyjnoscig, powstawaniem ognisk martwicy, brakiem apoptozy i dynamiczng
angiogeneza. Pomimo skojarzenia leczenia chirurgicznego z radio- i chemioterapia udaje sie
osiggna¢ jedynie ograniczony sukces terapeutyczny wyrazony kilkumiesiecznym
wydluzeniem okresu przezycia pacjentéw [25-26].

Badania profilu ekspresji gendw w tkane glejaka wykazaly znaczne réznice pomiedzy
poszczegblnymi typami guzéw i pozwolity wyodrebnié podtypy, ktére w tradycyjnych
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metodach histopatologicznych nie sa rozroznialne. Na podstawie analizy zaburzen w
poziomie ekspresji genéw takich jak EGFR, NF1, PDGFR i IDHI wydzielono cztery podtypy
molekularne  glejakéw:  proneuralny, mezenchymalny, klasyczny 1 neuralny.
Wysokoprzepustowe analizy obejmujace wyniki profilu ekspresji miRNA, liczby kopii DNA
oraz metylacji DNA wykazaly jednak, iz wydzielenie podtypu guza w obrebie jednego
stopnia histopatologicznego jest znacznie bardziej skomplikowane i nie moze opieraé si¢
tylko na analizie genetycznej [27]. Analiza stopnia zlo§liwo$ci guza mézgu w oparciu o profil
ekspresji miRNA pozwolita na zidentyfikowanie pigciu podtypéw GBM (promienisty,
glejowo-promienisty, oligoneuralny, mesenchymalny oraz astrocytarny). Tylko molekularne
podtypy GBM oparte o analiz¢ profilu miRNA silnie korelujg ze stopniem zlosliwosci guza,
wrazliwoscig na zastosowang terapi¢ oraz prognozowanym czasem zycia pacjentéw [27-29].
miRNA stanowié wigc mogg nie tylko niezwykle uzyteczny czynnik prognostyczny w terapii
GBM, ale dodatkowo stanowi¢ moga same w sobie doskonaly cel terapeutyczny.

Brak wrazliwosci glejaka wielopostaciowego na konwencjonalne metody leczenia,
duza umieralno$¢ pacjentéw oraz wyjgtkowo skomplikowane podioze molekularne tego
nowotworu sklaniaja ciggle do poszukiwania zaré6wno nowych czasteczek terapeutycznych,
jak rowniez nowych metod terapii.

W rozwoju wielokomérkowego organizmu wazna rol¢ odgrywa macierz
zewngtrzkomérkowa (ang. extracellular matrix, ECM). Nie tylko spaja ona komdérki, ale
poprzez roznorodne wzajemne oddziatywania kontroluje ich zachowanie i morfologie, jak
réwniez wplywa na wzrost i réznicowanie. Jednym z waznych komponentéw ECM jest grupa
multimetrycznych, glikozylowanych bialek o nazwie tenascyny. Jednym z nich jest
tenascyna-C (TN-C) [30]. U czlowieka, tkanki guzéw sg gléwnym miejscem depozycji
tenascyny- C. Poziom ekspresji TN-C skorelowany jest ze stopniem zlosliwosci nowotwordw
mézgu - im wyzszy jest poziom akumulacji tego biatka, tym wyzszy stopien guza w skali
WHO, a co za tym idzie mniejsze szanse pacjentéw na wyleczenie. Zwigkszona ekspresja
TN-C w guzie wptywa na morfologi¢, przyspieszony wzrost i migracje komérek poprzez
aktywacj¢ miedzykomorkowych szlakéw sygnalizacyjnych [30-32]. Ze wzgledu na szeroki
zakres funkcji jakie peni to biatko w procesie nowotworzenia, wybrali$émy je jako cel terapii
eksperymentalnej w leczeniu glejaka wielopostaciowego u ludzi przy pomocy RNAi.

Badania zawarte w publikacjach, stanowiacych osiggnigcie naukowe, zostaly
podzielone na dwie czesci:

a) pierwszy etap obejmowat wykorzystanie technologii interferencjii RNA w celu
obnizenia poziomu ekspresji tenascyny-C. W badaniach tych skupilam si¢ na
wykazaniu efektywnosci dziatania dwuniciowego RNA w eksperymentalnej terapii
guzéw mdozgu,

b) w drugim etapie badan, w oparciu o kolekcjg tkanek nowotworowych, udostgpnionych
przez Klinikg i Katedre Neurochirurgii i Neurotraumatologii w Poznaniu, dokonatam
identyfikacji miRNA zaangazowanych w procesy nowotworzenia oraz takich, ktdre
mogg odpowiada¢ za progresj¢ guza mézgu. W oparciu o profil ekspresji miRNA,
wyselekcjonowalam czasteczki wykazujace najsilniejsza ekspresic w guzach i
wskazatam je jako czgsteczki docelowe w terapii molekularnej. W ostatnim etapie, w
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celu obniZzenia poziomu onkogennych miRNA zaprojektowalam schemat
postgpowania obejmujgcy wykorzystanie katalitycznych kwaséw nukleinowych-
rybozymé6w jako nowych narzedzi w potencjalnej terapii guzéw mozgu.

Opis osiggniecia naukowego

1. Terapia guzdw mozgu w oparciu o dwuniciowy RNA

Badania obejmujgce zastosowanie dSRNA w celu obnizenia ekspresji tenascyny-C, a w
nastgpstwie wykorzystanie tego narzedzia w molekularnej, eksperymentalnej terapii
guzdéw mozgu, zostaty opublikowane we wskazanych ponizej pracach oraz patencie.

e Wyszko E, Rolle K, Nowak S, Zukiel R, Nowak M, Piestrzeniewicz R, Gawrofiska I, Barciszewska
MZ, Barciszewski J. 2008. A multivariate analysis of patients with brain tumors treated with ATN-
RNA, Acta Pol Pharm 65:677-684.

* Rolle K, Nowak S, Wyszko E, Nowak M, Zukiel R, Piestrzeniewicz R, Gawronska I, Barciszewska
MZ, Barciszewski I. 2010, Promising human brain tumors therapy with interference RNA
intervention (iRNA{), Cancer Biol Ther 9:396-406.

» Piwecka M, Rolle K, Wyszko E, Zukiel R, Nowak S, Barciszewska MZ, Barciszewski J. 2011. Nucleic
acid-based technologies in therapy of malignant gliomas. Curr Pharm Biotechnol 12:1805-22.

* Rolle K, Nowak S, Wyszko E, Nowak M, Zukiel R, Piestrzeniewicz R, Gawronska I, Barciszewska
MZ, Barciszewski J. 2009. Interference RNA intervention in the brain tumors. Therapeutic
Ribonucleic Acids in Brain Tumors, eds. Springer-Verlag Berlin Heidelberg, pp:221-253.

e  Barciszewski J, Barciszewska M, Rychlewski L, Wyszko E, Gawroriska I, Zukiel R, Rolle K, Nowak S.
2015. Sequence of dsRNA: ATN-RNA specific for tenascin-C . Numer patentu: §946400. Zakres
terytorialny ochrony patentowej: USA. Nazwa urzedu udzielajacego patent: United States Patent and
Trademark Office.

We wspolpracy Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu oraz Kliniki
Neurochirurgii i Neurotraumatologii UM w Poznaniu opracowali$my i wdrozyliSmy terapie
eksperymentalng leczenia guzéw moézgu. Polega ona na wprowadzeniu bezposrednio do lozy
pooperacyjnej dwuniciowego RNA (dsRNA) komplementarnego do mRNA biatka macierzy
pozakomorkowej - tenascyny-C (TN-C). Ten terapeutyczny czynnik nazwany ATN-RNA,
indukuje naturalny proces wyciszania (interferencji RNA, RNAi) prowadzac do obnizenia
ekspresji patologicznego biatka.

Zaproponowana przez nas strategia terapeutyczna opiera si¢ na dhugich (ok. 200
nukleotydowych) dwuniciowych czasteczkach RNA (dsRNA) o sekwencji homologicznej do
tenascyny-C (ang. anti-tenascin RNA, ATN-RNA), stanowiacych substrat dla nukleazy Dicer
hydrolizujacej dsRNA do krétkich siRNA. Powodujg one inhibicje ekspresjii TN-C w
komorkach guza moézgu i zahamowanie rozwoju nowotworu. Technologie te nazwalismy
interwencja interferencyjnym RNA (ang. intervention with RNAi, iRNAi). Terapia

eksperymentalna leczenia guzéw mozgu opierajaca sie o mechanizm interferencji RNA
8
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m

(RNAi) jest pierwszym przypadkiem stosowania terapeutykéw typu RNA bezposrednio u
ludzi. W pracy ..Promising human brain tumors therapy with interference RNA intervention
(IRNAi )", pokazalismy, ze zaprojektowany dsRNA jest dobrym substratem dla nukleazy
Dicer i moze by¢ wykorzystany w naturalaym, komérkowym procesie interferencji RNA. Za
pomocy specyficznego przeciwciala dla TN-C wykazatam, iz poziom ekspresji tenascyny-C
spada o ok. 40 % w wyniku transfekcji linii komorkowej z uzyciem ATN-RNA a ponadto, ze
poziom TN-C bezwzglednie zwigzany jest ze stopniem zloliwosci guza i wzrasta wraz ze
stopniem jego zlosliwosci [33]. Dobér celu terapeutycznego podyktowany byt szerokim
przegladem literatury w celu wyselekcjonowania czgsteczki przede wszystkim tkankowo-
specyficzne] oraz pelniacej w guzie mézgu wiele funkcji. Takim multifunkcjonalnym
biatkiem biorgcym udzial w procesach takich jak: proliferacja, angiogeneza,
mechanotransdukcja czy inwazja, okazala si¢ by¢ tenascyna-C. W opracowanym przez nas
podejsciu, cheieliSmy wigc, uderzajac w jeden cel molekularny, wplynaé jednoczesnie na
kluczowe procesy w rozwoju nowotworu. Dotychczas wskazano na udziat TN-C w rozwoju
wielu typéw nowotworéw (np. piersi, jajnika, zoladka, prostaty), nigdy wezeéniej nie
wykazano jednak jej udziatu w rozwoju guza mézgu [31-32]. Nasze prace dowiodly, iz TN-C
nie tylko ulega ekspresji w guzie mozgu, ale jej ekspresja w tego typu tkance jest znacznie
wyzsza niz w przypadku innych nowotworéw [34- publikacje z udzialem habilitantki
zaznaczono pogrubionym drukiem],

Jako gléwny autor i wykonawca niniejszego projektu, kazdorazowo przygotowywatam ATN-
RNA oraz dostarczalam do Kliniki w celu podania preparatu podczas operacji
neurochirurgicznej. Terapia eksperymentalna z zastosowaniem ATN-RNA objela dotychczas
46 pacjentéw ze zdiagnozowanym glejakiem wielopostaciowym (II - IV WHO). Ocena stanu
neurclogicznego po podaniu terapeutyku polegata neuroobrazowaniu z uzyciem rezonansu
magnetycznego (ang. magnetic resonanse imaging, MRI) oraz tomografii komputerowej (ang.
computer tomography, CT). Dotychczasowe badania kliniczne wyraZnie wskazujg na
ograniczenie rozwoju guza w rejonie podania preparatu oraz na op6Znienie czasu wznowy.
Resekcja guza polgczona z aplikacja ATN-RNA wplywa takze na poprawe parametrow
jako$ci zycia pacjenta oceniang w skali KPS (ang. Karnofsky Performance Scale).
Terapeutyczny efekt iRNAi zostal rowniez poparty poprzez oceng dlugosci zycia pacjentéw.
W porownaniu z danymi literaturowymi dotyczacymi pacjentéw z GBM oraz z guzami
WHOIIL, dla ktérych czas przezycia wynosil srednio 48 tygodni po resekcji guza,
zastosowanie ATN-RNA jest bardzo obiecujgce. Sredni czas przezycia dla pacjentow
poddanych iRNAi wynosi bowiem 106 tygodni, a moze byé wydluzony nawet do 120
tygodni, kiedy polgczony jest dodatkowo z catkowita resekcjg guza [33].

Terapia eksperymentalna wykazala, iz tenascyna-C moze by¢ dobrym celem terapeutycznym
ze wzgledu na jej wysoka ekspresje w guzach mézgu oraz szeroki zakres funkcji petionych
przez to biatko w procesie nowotworzenia. Stwierdzono, ze zastosowanie ATN-RNA wplywa
na poprawe jakosci zycia pacjentdw po resekcji guza moézgu oraz na wydtuzenie czasu
przezycia. Podanie terapeutyku bezposrednio do lozy pooperacyjnej inicjuje naturalny proces
RNAI, czego efektem jest obserwowane ograniczenie ekspresji TN-C oraz poprawa jakosci
zycia pacjentow. Nalezy jednoczesnie podkresli¢, iz w trakcie prowadzenia terapii u zadnego
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Z pacjentow nie zaobserwowano ubocznych skutkéw zwigzanych z podaniem terapeutyku, w
tym takze odpowiedzi interferonowej czy ubytkéw neurologicznych.
Terapeutyczny efekt dsRNA zalezy od wielkosdci guza, mozliwosci jego resekcji, lokalizacji
nowotworu oraz od wieku pacjenta. W pracy ,, A multivariate analysis of patients treated with
ATN-RNA” zaprezentowaliSmy dokladng charakterystyke efektéw zastosowania ATN-RNA
w zaleznosci od powyzszych czynnikéw |35].

Satysfakcjonujgce wyniki badan z wykorzystaniem dsRNA staly si¢ dla nas inspiracja
i zachgtg do poszukiwania nowych czasteczek o potencjale terapeutycznym. W nurcie tych
poszukiwan, stwierdzilismy, iz w literaturze brakuje szerokiego przegladu dotyczacego
molekularnej terapii guzow moézgu. Dlatego tez przygotowaliSmy publikacje przegladows
. Nucleic-acid-based technologies in therapy of malignant gliomas” oraz monografie
. Interference RNA intervention in the brain tumors” podsumowujace dotychczasows wiedze
na temat strategii terapeutycznych guzéw mozgu, opisaliémy badania eksperymentalne, jak i
przedkliniczne, ale przede wszystkim, wskazaliémy potencjat aplikacyjny kilku czgsteczek,
nie podlegajacych dotad zastosowaniom terapeutycznym (np. czynnik transkrypcyjny Glil,
surwiwina) oraz wykazaliSmy, iZ narz¢dzia molekularne oparte 0 RNA, rzadko stosowane
dotychczas w terapil guzow moglyby by¢ z powodzeniem uzyte w podejéciu obejmujgcym
kilka czasteczek docelowych (ang. multitarget approach) [36-37].

Osiagniecia badawcze:

1. Wybér tenascyny-C jako celu terapeutycznego

2. Korelacja stopnia ekspresji tenascyny-C ze stopniem ztosliwosci nowotworu;

3. Opracowanie i wykorzystanie dsSRNA do inhibicji ekspresji TN-C;

4. Zastosowanie dsRNA w terapii eksperymentalnej glejaka wielopostaciowego
(poprawa jakosci Zycia pacjentéw, przedluzenie czasu przezycia).

Mozliwosci praktycznego zastosowania

Praktyczne zastosowanie opracowanego narzgdzia molekularnego opartego o RNA obejmuje
terapi¢ eksperymentalng pacjentéw ze zdiagnozowanym glejakiem wielopostaciowym WHO
1V. Prowadzona jest ona w oparciu o zgod¢ Komisji Bioetycznej UM w Poznaniu, a ATN-
RNA stosowany jest jako uzupelnienie standardowych procedur medycznych. Sekwencja
dsRNA, sposéb przygotowania preparatu (formulacja) oraz podanie s3 chronione patentem
amerykanskim, w ktdrym jestem jednym z giéwnych autorow [38].

2. miRNA w diagnozie i terapii guzdéw mdzgu

Badania obejmujace identyfikacj¢ miRNA zaangazowanych w rozwdj i progresje glejaka
wieclopostaciowego, wykorzystanie miRNA jako czasteczek docelowych dla terapii
molekularnej oraz zaprojektowanie i zastosowanie narzedzi opartych o RNA (katalityczne
kwasy nukleinowe- rybozymy) do obnizenia poziomu onkogennych miRNA zostaly
zaprezentowane w ponizszych pracach:

10
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W celu wykorzystania miRNA w celach aplikacyjnych, szczegdlnie istotne jest poznanie
roznych aspektéw ich oddzialywania. Dla zrozumienia ich funkcji miRNA wazna jest wiec
nie tylko identyfikacja docelowych czasteczek mRNA czy badanie prekursor6w miRNA. Ze
wzgledu na brak jasnych danych wskazujacych na specyficzno$é dziatania miRNA, poza
powszechnie przyjetym mechanizmem regulacji w oparciu o rejon Zrédtowy, uznalismy, iz
klasa miRNA wymaga glebszej charakterystyki. Wydaje si¢, iz w takiej analizie bezwzglednie
nalezy wzigé pod uwage sekwencyjne i strukturalne aspekty funkcjonalnych dojrzatych
czasteczek miRNA,
Dla pelniejszego poznania i zrozumienia mechanizméw regulacji potranskrypcyjnej z
udzialem miRNA wykonaliSmy szerokg i szczegblowa analiz¢ dojrzalych miRNA pod
wzgledem ich struktury I- i Il-rz¢dowej, a wyniki badani opisali§my w pracy ,, The sequence
and structure determine the function of mature human miRNAs” [39].
Na podstawie analizy sktadu nukleotydowego stwierdzili$my, iz miRNA bogate sg przede
wszystkim w guanozyne i uracyl, ktéry dodatkowo zajmuje zwykle pierwsze i ostatnie
miejsce w laficuchu nukleotydowym. Wykazalismy, iz trzy pierwsze nukleotydy przy koficu
5’ miRNA to UAA, a rejon Zrédlowy (2-8nt) zaangazowany bezpoérednio w oddzialywanie z
docelowym mRNA jest bogaty w uracyl i adening. Obecnos¢ termodynamicznie stabego
oddzialywania pomig¢dzy miRNA a docelowym mRNA, sugerujgcym dodatkowe czynniki
stabilizacyjne, co sklonilo nas do glebszej analizy sekwencji, a w konsekwencji struktury
drugorzedowej dojrzatych miRNA.
W wyniku przeprowadzonej przez mnie szerokiej metaanalizy literatury, dotyczacej przede
wszystkim funkcjonalnych aspektéw obecnosci okre§lonych motywdw sekwencyjnych i
strukturalnych, przeanalizowaliémy wszystkie znane i dostgpne w bazie danych miRBase
dojrzate ludzkie miRNA pod katem obecnosci:

a) motywu- UGUGU, znanego z wczesniejszych prac na temat siRNA ze zdolnoéci

aktywowania odpowiedzi interferonowej;
b) powtdrzen GU, ze wzgledu na znaczacg przewage tych nukleotydéw w skladzie
miRNA;
¢) zawarto$ci puryn i pirymidyny.
11
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Korzystajac z metod bioinformatycznych, w oparciu o powyzsze kryteria, zaproponowali§my
liste 50 miRNA zawierajacych motyw indukcji interferonu, 23 miRNA bogate w powtérzenia
GU (kryterium: 3 lub wigcej powtdrzen) oraz 141 miRNA bogatych w puryny oraz 187 w
pirymidyny.

Postawilam sobie pytanie, czy sekwencja nukleotydowa i obecno$é okre$lonych motywdw,
moze wplywa¢ na preferencje w oddziatywaniu z docelowym mRNA, a w nastepstwie, czy to
oddzialywanie moze przeklada¢ si¢ na udzial miRNA w konkretnych szlakach komérkowych.
Konsekwencjg analizy sekwencji dojrzalych miRNA byla obszerna charakterystyka szlakow,
procesow biologicznych oraz bialek zwigzanych z poszczegdlnymi charakteryzowanymi
miRNA. WykazaliSmy, iz grupa miRNA charakteryzujaca si¢ obecnosciag motywu UGUGU
aktywuje docelowe mRNA zwigzane ze szlakami indukcji interferonu lub z procesami
nowotworzenia. miRNA bogate w sekwencje powtérzone GU sg zaangazowane z kolei
glownie w procesy neurogenezy, podczas gdy miRNA obfitujagce w puryny lub pirymidyny
odpowiadajg za regulacj¢ proceséw transportu i/lub degradacji RNA. Wykazali§my zatem, iz
istnicje bezposrednia zalezno§¢ pomigdzy sekwencja miRNA a rodzajem (typem)
regulowanych przez nie docelowych mRNA. Taka charakterystyka dojrzalych miRNA moze
mie¢ kluczowe znaczenie dla wyboru czasteczek o charakterze terapeutycznym oraz moze
wplyna¢ na trafnicjszg selekcj¢ wlasciwej czasteczki juz na etapie projektowania strategii
terapeutycznej.

W kolejnym etapie naszych badaf, w pracy , Mature miRNAs form secondary
structure, which suggests their function beyond RISC” przeanalizowalismy dojrzale miRNA
pod katem ich zdolnosci do tworzenia struktur wyzszego rzedu. Stwierdziliémy, iz wickszo$é
dojrzalych miRNA wykazuje potencjal do tworzenia stabilnych struktur typu spinka do
wilosow. W obrebie sekwencji dojrzalych miRNA znaleZli$§my motywy tetranukleotydowe o
sekwencji GNRA lub UNCG, opisane wczesniej w literaturze, jako silnie wplywajace na
tworzenie struktury drugorzedowej typu spinka do wloséw [39-40]. Na tej podstawie
zaproponowaliSmy po raz pierwszy model struktury trzeciorz¢dowej dojrzalych miRNA w
oparciu o modelowanie homologiczne ze strukturami wczesniej opisanymi i
zweryfikowanymi eksperymentalnie [39-40]. W oparciu o analize¢ bioinformatyczna
przeprowadzilisSmy takze eksperymentalne badanie struktury drugorzedowej wybranych
miRNA [40]. Na podstawie metod z wykorzystaniem specyficznych rybonukleaz
rozpoznajacych okreslone motywy strukturalne (RNAza V1, S1 oraz H) oraz metod
jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) i dichroizmu kolowego (CD) zaproponowano
strukturg¢ jednego z miRNA podlegajgcych najsilniejszej ekspresji w guzach moézgu - miR21
oraz jego prekursora (pre-miR). Wykazalismy, iz dojrzala czasteczka miR-21 przyjmuje
strukturg spinki do wloséw lub tworzy¢ moze homodimer, co zalezne jest od jej stezenia w
komorce.

Poniewaz, giéwnym zalozeniem tej czgéci moich badan, byla identyfikacja miRNA
zaangazowanych w rozwdj guza mozgu, przeprowadzili$émy analizy wysokoprzepustowe, w
wyniku ktérych, okreslilismy profil ekspresji miRNA w guzach mdzgu oraz wytypowalismy
tzw. biomarkery miRNA [41].
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Wyniki profilowania RNA z wykorzystaniem technik mikromacierzowych oraz
wysokoprzepustowego sekwencjonowania (ang. deep sequencing), opublikowane w pracy
,» Comprehensive analysis of miRNA expression profile in malignant glioma tissues”
pozwolily na wyselekcjonowaliSmy czasteczek miRNA zaangazowanych w rozwéj glejaka
wielopostaciowego. Wykazali$my, iz profil ekspresji miRNA w zlo§liwych guzach glejowych
ulega znaczacym zmianom w poréwnaniu do zdrowej kontroli: znaleZliSmy 97 miRNA,
ktorych wzor ekspresji ulega zmianom - 76 miRNA ulega ekspresji wylgcznie w guzach
mozgu, a 21- zar6wno w guzach, jak 1 w obrzezach guzow. Analiza ta wykazata jednoczesnie,
iz nie ma zadnej czasteczki réznicujgcej obrzeze od guza, a tylko jedno miRNA ulega
zroznicowanej ekspresji w obrzezu wzgledem tkanki zdrowej. Obserwacja ta ma absolutne
znaczenie w projektowaniu eksperymentéw réznicujgcych profile ekspresji w tkance
nowotworowej i niezmienionej chorobowo. Badania te dowiodly, iz w przypadku guza
moézgu, tkanka pozostajgca w bezposrednim sgsiedztwie guza glejowego nie moze byé
traktowana jako tzw. ,zdrowa kontrola”, poniewaz profil miRNA sugeruje jej znaczace
podobienstwo wzgledem tkanki nowotworowej [41].

Analiza miRNA uczestniczacych w progresji nowotworu ze stopnia WHO III do WHO IV
pozwolila nam zidentyfikowac 25 takich czasteczek.

Jednoczesnie wskazaliSmy 30 nowych biomarkeréw miRNA dla GBM, ktore sg obecnie
weryfikowane w naszym laboratorium. Wstepna analiza funkcjonalna pokazala ich
zaangazowanie w wazne Sciezki sygnalne przyczyniajace sie do kancerogenezy [dane
niepublikowane].

Dodatkowo, przeprowadzilam meta-analize dotyczaca badania profilu miRNA w tkankach
pochodzacych z guzow mozgu. W celu opracowania wyczerpujacego obrazu profilu miRNA
w guzach moézgu, wziglam pod uwage ilos¢ analizowanych préb, rodzaj analizy (PCR w
czasie rzeczywistym, sekwencjonowanie wysokoprzepustowe czy mikromacierze) oraz typ
platformy do analiz (komercyjna czy projektowana na potrzeby eksperymentu). W swojej
pracy skupilam si¢ wylacznie na danych pochodzacych z badania tkanki nowotworowej i
pomimo, ogromnej ilosci danmych, nie analizowalam danych pochodzacych z: linii
komorkowych, komoérek macierzystych glejaka, plynu mézgowo-rdzeniowego czy krwi
obwodowej. Takie podejscie pozwolito nam na wskazanie najbardziej wyczerpujacej listy 35
miRNA ulegajgcych zréznicowanej ekspresji w guzach mézgu.

Identyfikacja nowych biomarkeréw w guzach mézgu data podstawy do wskazania i
wyboru nowych czasteczek bedacych potencjalnymi celami terapeutycznymi. Wyniki
profilowania sklonily nas do wyboru kilku miRNA ulegajagcych w GBM znacznie
podniesionej ekspresji, a dodatkowa analiza skladu nukleotydowego pozwolila wybraé,
najbardzi¢j naszym zdaniem obiecujgce, miRNA o charakterze terapeutycznym, jak: miR-93,
miR-15b oraz miR-21 [41].

Poniewaz glowne zadanie badawcze niniejszej czgéci badan, oprécz identyfikacji
nowych czasteczek terapeutycznych, obejmowalo takze dobér odpowiedniego narzedzia
molekularnego, w celu obnizenia poziomu ekspresji miRNA wybrali$my katalityczne kwasy
nukleinowe: rybozymy typu hammerhead (HH), od lat stosowane z powodzeniem w naszym
laboratorium [42-43]. Czgsteczki te majg charakterystyczng budowe przypominajgcg glowe
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miotka. Ich aktywno$¢ zalezna jest od utworzenia specyficznej struktury, ktérej krytycznym
clementem jest trojnukleotydowa sekwencja (NUX), wyznaczajaca miegjsce hydrolizy
zachodzacej przy 3° koncu niesparowanego nukleotydu [44]. Specyficzne wigzanie substratu
nastgpuje poprzez utworzenie dwuniciowych odcinkéw RNA miedzy sekwencjami
otaczajacymi miejsce hydrolizy i rdzef katalityczny. Powyzsza cecha rybozymoéw powoduje,
iz sg one niezwykle skutecznym, ale przede wszystkim specyficznym narzedziem o
potencjalnym znaczeniu terapeutycznym.

W podejsciu zaproponowanym w realizowanym przez nasz Zespdl grancie UDA-
POIG.01.03.01-30-050-09 wspétfinansowanym ze srodkéw Unii Europejskiej, ktérego bylam
liderem, katalityczne kwasy nukleinowe zostaly wykorzystana w sposéb nowatorski. Nigdy
wczesniej rybozymy nie byly stosowane jako potencjalne terapeutyki w leczeniu guzéw
mézgu u ludzi, jak réwniez, nigdy wezesniej czasteczka docelows dla takiej terapii nie bylo
miRNA.

W publikacji ,, Inhibition of miR-21 in glioma cells using catalytic nucleic acids”,
skoncentrowaliSmy si¢ na wykorzystaniu jako celu terapeutycznego miR-21, ktory w
przeprowadzonym przez nas profilowaniu, wskazany zostal zaréwno jako jeden z gléwnych
czynnikéw w rozwoju GBM, ale réwniez jako wskaznik progresji nowotworu. W oparciu o
dane strukturalne zaprojektowaliSmy trzy rybozymy specyficzne wzgledem sekwencji pre-
miR21, z uwzglednieniem rybozymu komplementarnego wzglgdem sekwencji dojrzatego
miR-21 [45].

W wyniku przeprowadzone analiz in vitro, zaréwno oceny bezposredniej hydrolizy, jak
réwniez w systemie reporterowym, wykazaliSmy, iz wszystkie trzy zastosowane rybozymy
skutecznie obnizajg poziom ekspresji miR-21. Najskuteczniejszym dzialajgcym rybozymem
okazal si¢ by¢ jednak rybozym skierowany wzgl¢dem dojrzalej czasteczki miR-21, Wyniki
analizy in vitro zostaly potwierdzone w linii komérkowej glejaka wielopostaciowego, gdzie
na podstawie poziomu ekspresji zaréwno pre-miR21, jak i miR-21 obserwowali$my gléwnie
aktywnos$é rybozymu specyficznego dla dojrzalego miR-21 [45].

Efektywnos$¢ i specyficznosé zaprojektowanych przez nas narz¢dzi zweryfikowali§my takze
na poziomie funkcjonalnym dla czasteczek miRNA. Bezposrednia czasteczka docelowg dla
miR-21 jest m.in. supresorowe bialko PTEN, ktérego ekspresia w komérkach
nowotworowych ulega znaczacemu obnizeniu. W wyniku zastosowania rybozyméw anty-
miR21 obserwowali$my, zaré6wno obnizenie poziomu onkogennego miR-21, ale takze, w
przeprowadzonej przeze mnie analizie poziomu docelowego biatka, oczekiwany i pozadany
efekt w postaci podniesienia poziomu biatka PTEN [38]. Dane te pozwalajg sadzi¢, iz
wyselekcjonowane przez nas narzedzie moze by¢ skutecznym i bezpiecznym terapeutykiem
stosowanym w leczeniu uzupelniajacym guzéw mozgu.

Osiagniecia badawcze:

1. Wykazanie korelacji pomiedzy sktadem nukleotydowym dojrzatych miRNA a typem
regulowanych przez nie docelowych czasteczek mRNA oraz ich udzialem w
okreslonych szlakach komérkowych,
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2. Wskazanie mozliwosci tworzenia struktur drugorzedowych przez dojrzate miRNA,
3. Okreslenie struktury drugorzedowej wybranych miRNA,

4. Identyfikacja potencjalnych biomarkeréw miRNA glejaka wielopostaciowego
metodami analiz wysokoprzepustowych,

5. Zastosowanie katalitycznych kwaséw nukleinowych jako specyficznych i
efektywnych narzgdzi do obnizania poziomu ekspresji miRNA w guzach mézgu.

Mozliwosci praktycznego zastosowania

Wykorzystanie rybozymoéw do obnizenia poziomu ekspresji miR-21 w guzach mézgu zostalo
przez nas objete krajowym i europejskim zgloszeniem patentowym (P.403341 i
PCT/IB2014/060188). Trwaja prace zmierzajace do wdrozenia terapii eksperymentalne;
pacjentéw ze zdiagnozowanym guzem moézgu, majacej na celu skojarzone dzialanie z
wykorzystaniem dwach czasteczek terapeutycznych: tenascyny-C oraz miR-21.

Podsumowanie
Gléwnym celem podjetych w ramach osiggnigcia habilitacyjnego dzialafi zmierzajacych do
terapii guzéw mézgu, bylo doprowadzenia technik stosowanych w biologii molekularnej od
diagnozy lekarskiej poprzez laboratorium i z powrotem do praktyki klinicznej. Takie
dzialanie okre§lone przeze mnie terminem ,,szpital-laboratorium-szpital” (ang. ,, bedside to
bench to bedside” (BBB)) objglo jasny wybdr celu (jednostki chorobowej), czasteczki
docelowej, jak réwniez odpowiednie narzgdzie terapeutyczne. Kluczowe dla tego typu
dziatan, bylo poszukiwanie nowych form leczenia i terapeutykéw, ktére przy zahamowaniu
wzrostu guza, nie obnizatyby jakosci zycia chorego. Odkrycie znaczenia biologicznego RNA,
w tym glownie miRNA w komoérkach glejaka pozwala nie tylko wypetnié¢ luki pomiedzy
wezesniej zidentyfikowanymi czasteczkami, a procesami lezacymi u podstaw jego
patogenezy, ale rowniez stanowi¢ moze modelowy system, dzieki ktéremu rola RNA w
nowotworzeniu i postgpie choroby nowotworowej mogg by¢ lepiej zrozumiane.
Badania profilowania ekspresji miRNA w guzach mézgu dowodza, iz czgsteczki te biora
udziat w progresji nowotworu, co w efekcie wplywa na ich warto$¢ diagnostyczng lub
prognostyczng i stanowi idealne wypeienie schematu ,,szpital-laboratorium-szpital” (Rys. 1)
(46]. W $wietle njezadowalajacych wyniké6w leczenia guzéw moézgu, RNA, zaréwno
kodujace, jak i niekodujgce mogg stac si¢ doskonatymi czasteczkami docelowymi w terapii
tego typu nowotwordw.

Badania przedstawione przeze mnie w ramach osiagnigcia habilitacyjnego wpisujg sie
w przestrzen, w ktorej dokonuje si¢ wspdlpraca pomiedzy naukg a medycyna oraz
zastosowanie znajdujg zagadnienia terapii spersonalizowanej uznawanej za kluczowy
priorytet opieki zdrowotnej w skali globalnej. Jest to jednoczeénie przyklad praktycznego
wykorzystania osiggnig¢ medycyny translacyjnej czyli ,,thumaczenia” jezyka nauki na
praktyke kliniczng, a obejmujgcej m.in. rozwdj nowych narzedzi czy lekdw, na podstawie
analiz z wykorzystaniem tkanki nowotworowej (Rys.1- odcinek ,.szpital-laboratorium”.
Wykorzystanie narzedzi biologii molekularnej, oceny biomarker6w molekularnych pozwala z
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kolei m.in, identyfikowa¢ pacjentow, u ktérych ryzyko wystapienia danej choroby jest
najwigksze, a tym samym ksztaltowad jej prognoze i terapig (Rys. 1 —odcinek ,,laboratorium-
szpital”). Zastosowanie biomarker6w pozwala dokonywaé réwniez stratyfikacji pacjentéw na
tych, u ktérych mozemy spodziewa¢ si¢ pozytywnej odpowiedzi na terapie i tych, u ktérych
efekt terapeutyczne bedzie znikomy lub nie pojawi sig w ogéle.

LABORATORIUM -

Dkreslanic
funkefl RNA 5

Rys. 1. Potencjat kliniczny RNA.

Zgodnie ze stwierdzeniem F. Cricka ,,Chcesz pozna¢ funkcje, poznaj najpierw strukturg”,
wydaje si¢ zatem, ze tylko jednoczesne spojrzenie na obydwa aspekty badanych czasteczek
moze da¢ wskazowki na temat projektowania innowacyjnych technologii terapeutycznych.
Kluczowym dla wykorzystania RNA w potencjalnej terapii jest jednak zaprojektowanie
specyficznych, skutecznych i bezpiecznych dla pacjenta narzedzi przynoszacych poizadany
efekt terapeutyczny. Takimi narz¢dziami moga byé niewatpliwie narzedzia oparte o RNA —
dsRNA i technologia RNAi oraz katalityczne kwasy nukleinowe.

5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych i innych niewchodzacych
w sklad osiagni¢cia naukowego wymienionego w pkt. 3 oraz wskazniki dokonarn
naukowych

a) Osiggnigcia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

Jestem absolwentka Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu. Studia
ukoficzylam w maju 2001 roku uzyskujac tytul magistra biologii o specjalnoéci biologia
eksperymentalna. Pracg magisterska, pt. ,, Wplyw hormon6éw miotropowych na prace serca
poczwarek Tenebrio molitor in vivo” wykonalam w Zakladzie Fizjologii Zwierzat pod
kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Rosinskiego. We wrzeséniu 2001 roku podjelam studia
doktoranckie w Zakladzie Biochemii tRNA Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w
Poznaniu.
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Tematem niekodujgcych, regulatorowych RNA stanowiacy trzon mojego naukowego
osiagnigcia habilitacyjnego zainteresowalam sig juz w trakcie pracy doktorskiej. W jej ramach
prowadzilam badania dotyczace poznania i opisania struktury drugorzedowej bakteryjnych
niekodujgcych RNA, ze szczegdlnym uwzglednieniem DsrA RNA. W listopadzie 2006 roku
obronitam pracg doktorska, pt. ,.Badanie struktury niekodujacych RNA na przykladzie DsrA
RNA u E. coli” (promotor: prof. dr hab. M. Naskret-Barciszewska). Wyniki uzyskane w
trakcie realizacji pracy obejmujace zweryfikowany eksperymentalnie metodami
biochemicznymi model struktury drugorzgdowej DsrA RNA oraz jej oddziatywania z
bialkiem Hfq zostaly opublikowane [47]. Badania te uzyskaly rowniez finansowanie w
ramach projektu promotorskiego (Analiza zmian strukturalnych niekodujgcych RNA na
przykladzie DsrA RNA, 2PO4A 04629, okres realizacji: 29.11.2005 — 28.05.2007).
Niekodujgce regulatorowe RNA bakteryjne pelnigce funkcje tzw. ryboprzelacznikéw réwniez
znalazly si¢ w kregu moich zainteresowan badawczych, co zaowocowato pracg przegladows
[48].

W 2002 roku odbylam staz naukowy w ramach stypendium FEBS Short-term Fellowship w
Department of Human Retrovirology Academic Medical Center University of Amsterdam w
Holandii. Méj pobyt w laboratorium kierowanym przez prof. B. Berkhouta zwigzany byt
takze z zagadnieniami biologii strukturalnej kwaséw nukleinowych i obejmowat
oddziatywanie tRNA"* z regionem PAS RNA wirusa HIV-1 [49].

Moje obecne zainteresowania naukowe zostaly zainicjowane pod koniec mojego doktoratu
kiedy wlgczylam si¢ w nurt badai zwigzany z badaniem funkcji biatka macierzy
zewngtrzkomoérkowej- tenascyny C w guzach mézgu. Moje zaangazowanie w temat, ktory
stal si¢ wiodgcym w mojej karierze naukowej, zaowocowalo wspolautorstwem 2 prac
eksperymentalnych oraz 3 prac przegladowych o zasiegu krajowym [34, 50].

b) Tematyka badaii realizowanych po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora, w styczniu 2007 roku rozpoczetam roczny staz podoktorskie w
Max Planck Institute for Infection Biology w Berlinie (Niemcy), finansowanego w ramach
stypendium Max Planck Institute oraz EMBO Short-term Fellowship. Moje wczesniejsze
zainteresowania zwigzane z biologia strukturalng niekodujacych RNA u bakterii zostaly
poszerzone o badanie funkcji RNA zwigzanych z rozwojem patogennosci szczepéw bakterii
chorobotwérezych, takich jak: Salmoneila typhimurium, Neiserria meningitidis oraz Lysteria
monocytogenes. W trakcie pobytu w laboratorium dr J. Vogla zdobylam doswiadczenie w
badaniach poziomu ekspresji RNA oraz biatek, ale przede wszystkim bytam zaangazowana w
jeden z pierwszych na $wiecie projektow wykorzystujacych technike wysokoprzepustowego
sekwencjonowania do profilowania ekspresji RNA, jak réwniez kompleksow
nukleoproteinowych (ang. Co-IP deep seq). Badania te zostaly opublikowane w 2 pracach
eksperymentalnych [50-51].

Po powrocie ze stazu podoktorskiego zdecydowalam si¢ kontynuowaé i poszerzaé badania
zwigzane z biologig nowotwor6w. W latach 2010-2011 podjetam badania w ramach grantu
MNiSW, w programie Iuventus Plus: Opracowanie nowego terapeutyku opartego o
interferencj¢ RNA dla leczenia nowotworéw czlowieka (IP2010 03517). Moje zainteresowania
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skupity si¢ na wykorzystaniu technologii opartych o kwasy nukleinowe do wyciszenia
czgsteczek odpowiedzialnych za rozwéj nie tylko glejaka wielopostaciowego, ale réwniez
wczesniejsze pozytywne rezultaty zastosowaliémy dwuniciowy RNA do ograniczenia
poziomu ekspresji tenascyny-C.

Poza glownymi zainteresowaniami, zwigzanymi z ncRNA, wlaczylam sie takze w rozwijajacy
sic  w naszym laboratorium nurt badafn dotyczacy zastosowania zwigzkéw
niskoczgsteczkowych w medycynie regeneracyjnej i kosmetologii. Efeketem podjetych
dzialan sg przyznane w 2011 oraz 2013 roku patenty USA, dotyczace wykorzostynia amidu
kwasu 3-(p-hydroksyfenylo) propionowego oraz N-4-furfyrylocytozyny w kompozyciji
antystarzeniowej (USA patent: 7923578 oraz 8404660).

Ze wzgledu na aktywnos¢ antyproliferacyjng wybranych zwiazkow niskoczasteczkowych, w
oparciu o zgod¢ Komisji Bioetycznej UM w Poznaniu podjeliSmy réwniez probe
zastosowania ich w terapii eksperymentalnej glejaka wielopostaciowego. Badania
dlugoterminowe, obejmujace obecnie grupe pacjentéw liczaca ok. 100 oséb sg w toku. Jako
koordynator powyzszego projektu, przygotowuje obecnie zgloszenie patentowe.

Poza gléwnym nurtem moich badani dotyczacych biologii guzéw moézgu, zaangazowatam sie
w projekt we wspdlpracy z Institute de Biologie Moléculaire des Plantes CNRS, zespolem dr
Andre Dietricha w Strasbourgu we Francji. Na badania te uzyskali$my finansowanie w
postaci projektu NCN OPUS, ktérego jestem glownym wykonawca (Rybozymy jako nowe
narze¢dzia do badania genomu mitochondrialnego 2013/09/B/NZ1/03359).

Celem niniejszego projektu jest zastosowanie katalitycznych kwaséw nukleinowych
(rybozymow) jako specyficznych i skutecznych narzedzi molekularnych do wyciszania
dowolnego genu w genomie mitochondrialnym. Po raz pierwszy stosujemy tego typu
narz¢dzia w genomice funkcjonalnej mitochondriéw i badamy efekt ograniczenia ekspres;i,
stabo dotychczas poznanych gendw, takich jak gen maturazy roélinnej (mat-R) oraz mitB. Do
celéw projektu nalezy takze zaliczy¢ szersze poznanie funkcji dwéch gendéw kodowanych
przez mitochondrialne DNA. Przypuszcza si¢ bowiem, iz analizowane geny sg matryca dla
powstania biatek istotnych w biogenezie komplekséw fosforylacji oksydacyjne;j.

6. Podsumowanie dorobku naukowego

M6j dotychczasowy dorobek obejmuje lgcznie 31 prac naukowych, w tym: 12 prac
oryginalnych, 17 prac przegladowych oraz 2 rozdzialy w ksigzce, z czego 8 prac zostato
wigczonych w osiagnigcie naukowe stanowiace rozprawe habilitacyjng. Ponadto jestem
wspotautorem 9 komunikatow konferencyjnych oraz 3 patentéw amerykanskich.

Dane bibliometryczne:

* Sumaryczny wspolczynnik oddzialywania IF wedlug listy JCR zgodnie z rokiem
opublikowania: 59,49 (w tym 11,6- komunikaty konferencyjne )

* Sumaryczna liczba punktow MNiSW: 465 (w tym 90 —komunikaty konferencyjne)

e lgczna liczba cytowan wedtug bazy Web of Sciences: 442
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¢ Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Sciences: 8

W ramach popularyzacji nauki bratam udziat zaréwno jako organizator i wykonawca

w trzech wydarzeniach: Poznanskiej Nocy Naukowcéw (2009), Mediations Biennale
Muzeum Narodowe w Poznaniu (2010) oraz Warsztatach ,.e-Szkota —-Moja Wielkopolska™
(2012). Zostalam takze zaproszona do wygloszenia 8 wyktadéw w ramach m. in. konferencji
40" FEBS Congress”, ,,Modern Technologies in Neurosurgery”, ,Wielkopolskich Dni
Neurochirurgii”, ,.4. Swiatowego Tygodnia M6zgu” i ,,Dni Naukowca.
Praca w wielu projektach, zar6wno w charakterze kierownika jak i wykonawcy projektu,
zaowocowala rozwinigciem umiejetnosci organizacji pracy wspdlpracujacych zespotdéw
badawczych, organizacji stanowiska pracy oraz umiej¢tnoécia zdobywania Srodkéw na
badania.

Dotychczas kierowatam dwoma projektami badawczymi, finansowanymi przez NCN i
MNiSW (JUVENTUS PLUS i projekt badawczy wlasny) oraz bylam liderem projektu
finansowanego z funduszy POiG. Ponadto bylam lub jestem wykonawcg w 6 innych
projektach badawczych oraz migdzyuczelnianych ICHB-UM Poznan finansowanych przez
NCBiR, MNiSW, NCN. Wykonalam réwniez trzy recenzje dla czasopism naukowych o
zasiggu mig¢dzynarodowym (Cellular Physiology and Biochemistry oraz Acta Biochimica
Polonica) oraz projektu badawczego dla NCN (program Sonata).

W trakcie prowadzonych prac, w ramach dorobku dydaktycznego, sprawowatam opieke
merytoryczng nad czworgiem magistrantéw oraz jedna praca licencjacks w roli promotora,
bylam opiekunem naukowym kolejnych czterech prac magisterskich oraz recenzentem jednej
pracy licencjackiej. W ramach opieki nad doktorantami, pelilam role promotora
pomocniczego zakonczonej juz pracy doktorskiej (obrona 2015), sprawuje t¢ funkcje obecnie
dla jednej pracy, a kolejnej jestern opiekunem naukowym.

Podczas swojej pracy naukowo-badawczej wraz z czlonkami zespotu otrzymalam Nagrode
Naukows Miasta Poznania (2008) za ,Opracowanie, opublikowanie, opatentowanie i
wdrozenie do praktyki klinicznej nowoczesnej metody guzéw moézgu opartej o interferencje
RNA”.
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