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I. IMIE I NAZWISKO

Anna Kurzynska-Kokorniak

1. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE
e Stopien doktora nauk chemicznych w zakresie biochemii

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu; 14 grudnia 2004 roku (cum laude)
Tytul rozprawy doktorskiej: ,, Badania roli odwrotnej transkryptazy w generowaniu
zmiennosci genetycznej wirusa HIV”.

e Stopien magistra biologii w zakresie biologii molekularnej

Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Biologii, biologia molekularna
(1999). Tytut pracy magisterskiej: ,, Indukcja syntezy genu syntazy ACCII w Lykopersicon
esculentum przy pomocy inhibitora biatkowego cykloheksimidu”.

1. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH.

e0d 02.2007: Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (adiunkt od 04.2007)

¢ (04.2005 — 02.2007: Department of Biology, University of Rochester, Rochester, NY, USA
(staz podoktorski)

©10.1999 — 03.2005: Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
(studium doktoranckie/asystent)
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IV. WSKAZANIE OSIAGNIECIA* WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY
Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE
NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U. NR
65, POZ. 595 ZE ZM.):

A. Tytul osiagniecia naukowego

Rybonukleazy typu Dicer oraz czynniki zaangazowane w regulacj¢ ich
aktywnosci ze szczegélnym uwzglednieniem krotkich RNA

B. Autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

Publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego

1. N. Koralewska, W. Hoffmann, M. Pokornowska, M.C. Milewski, A. Lipinska,
K. Bienkowska-Szewczyk, M. Figlerowicz, A. Kurzynska-Kokorniak® (2016). How
short RNAs impact the human ribonuclease Dicer activity: putative regulatory
feedback-loops and  other = RNA-mediated mechanisms controlling microRNA
processing. Acta Biochim Pol. Epub: No. 2016 1339, Vol. 63, 2016. doi:
10.18388/abp.2016_13309.

IF (2014/2015) - 1.153/pkt MNiSW- 15/ Cyt. WoS — 0

2. A Kurzynska—Kokorniak§, M. Pokornowska, N. Koralewska, W. Hoffmann,
K. Bienkowska-Szewczyk, M. Figlerowicz® (2016). Revealing a new activity of the
human Dicer DUF283 domain in vitro. Sci Rep. 2016 Apr 5;6:23989. doi:
10.1038/srep23989.

IF (2014/2015) - 5.578 /pkt. MNiSW - 40/ Cyt. WoS — 0

3. A. Tworak, A. Urbanowicz, J. Podkowinski, A. Kurzynska-Kokorniak, N. Koralewska,
M. Figlerowicz (2016). Six Medicago truncatula Dicer-like protein genes are expressed
in plant cells and upregulated in nodules. Plant Cell Rep. 35(5):1043-52. doi:
10.1007/s00299-016-1936-8.

IF (2014/2015) - 3.071/ pkt. MNiSW - 35/ Cyt. WoS — 0

4. A. Kurzynska-Kokorniak, N. Koralewska, M. Pokornowska, A. Urbanowicz,
A. Tworak, A. Mickiewicz, M. Figlerowicz (2015). The many faces of Dicer: the
complexity of the mechanisms regulating Dicer gene expression and enzyme activities.
Nucleic Acids Res. 19;43(9):4365-80. doi: 10.1093/nar/gkv328.

IF(2015) - 9.112/ pkt. MNiSW- 40/ Cyt. WoS — 8
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5. A. Kurzynska-Kokorniak, N. Koralewska, A. Tyczewska, T. Twardowski,
M. Figlerowicz (2013). A new short oligonucleotide-based strategy for the precursor-
specific regulation of microRNA processing by Dicer. PLoS One 8(10):e77703, DOI
10.1371/journal.pone.0077703.

IF (2013) - 3.534/ pkt. MNiSW- 40/ Cyt. WoS — 4

6. A. Tyczewska*, A. Kurzynska-Kokorniak*, N. Koralewska, A. Szopa, A. M. Kietrys,
J. Wrzesinski, T. Twardowski, M. Figlerowicz (2011). Selection of RNA
oligonucleotides that can modulate human Dicer activity in vitro. Nucleic Acid Ther.
21(5), 333-46.

IF (2011) 2.797/ pkt. MNiSW- 25/ Cyt. WoS — 3

* Autor réwnorzedny

§ Autor korespondencyjny

Sumaryczny IF publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego: 25.245

Sumaryczny Impact Factor (IF) zostal obliczony na podstawie danych z Web of Science (WoS),
zgodnie z rokiem opublikowania danej pozycji.

Patenty wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego

7. M. Figlerowicz, A. Tworak, J. Podkowinski, N. Koralewska, A. Kurzynska-Kokorniak

e Patent US (2015); numer patentu: W02013006069-A1l; PL395495-Al; EP2726619-A1;
US2014186895-A1; US9051559-B2

Peptide with the enzymatic activity of a Dicer-like protein, a method for preparing short
RNA molecules, and use thereof

e Patent PL (2016); numer patentu: 221404

Peptyd o aktywnosci enzymatycznej biatka typu Dicer i jego zastosowanie do produkcji
krotkich czqsteczek RNA

Oswiadczenia habilitanta oraz wspdtautorow dotyczqce ich wkladu w powstanie
poszczegolnych publikacji znajdujq sie w Zalqczniku nr 5, natomiast kopie publikacji
stanowiqcych osiqgnigcie naukowe znajdujq si¢ w Zalqczniku nr 6.
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C. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz

z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Prace wchodzace w sktad przedtozonego osiagnigcia naukowego dotycza rybonukleaz typu
Dicer oraz czynnikéw zaangazowanych w regulacje ich aktywnosci, w szczegdlnosci
krétkich czasteczek RNA. Glownym obiecktem prowadzonych badan byta ludzka
rybonukleaza Dicer. Czg$¢ zagadnien obejmuje réwniez badania z udziatem Dicer
pochodzacej z pierwotniaka Giardia intestinalis (Ogoniastek jelitowy) oraz roslinnych biatek

typu Dicer.
I. Problematyka

Pierwsze doniesienia literaturowe dotyczace rybonukleazy Dicer pojawity si¢ w 2001 roku
(Bernstein et al. 2001). Dicer zostatla scharakteryzowana jako bialko nalezace do rodziny
Rybonukleaz 111 (RNaz I1I) - enzymdw, ktore przeprowadzaja specyficzny proces hydrolizy
wigzan fosfodiestrowych w obrgbie dwuniciowych rejonéow czasteczek RNA. Wszystkie
enzymy nalezace do tej rodziny charakteryzuje obecno$¢ jednej badz dwoch domen
rybonukleazowych, zwyczajowo nazywanych domena RNazy III. Na skutek trawienia
dwuniciowych RNA (dsRNA) przez RNazy III powstaja specyficzne produkty posiadajace
grupe fosforanowa na koncu 5' i dwa niesparowane nukleotydy na koncu 3' (Zhang et al.
2004; Macrae et al. 2006; Macrae et al. 2006). Rybonukleaza Dicer najcze$ciej omawiana jest
w kontekscie procesu biogenezy krotkich regulatorowych RNA (ang. small regulatory RNA,
srRNA), takich jak mikroRNA (miRNA) czy mate interferujace RNA (ang. small interfering
RNA, siRNA). Podczas biogenezy miRNA Dicer wycina dupleksy, zawierajace funkcjonalne
mMIiRNA, z prekursoréw przyjmujacych struktur¢ typu spinki do wlosow, zwanych pre-
MIRNA. Substratami Dicer sa rowniez dsRNA, z ktorych enzym uwalnia dupleksy siRNA.
Powstajace dupleksy miRNA/SIRNA przenoszone sa do kompleksu zwanego RISC
(ang. RNA-induced silencing complex); doktadniej, sa one wiazane przez biatko z rodziny
Argonaute (Ago), ktore wchodzi w sktad kompleksu RISC. RISC jest gltownym kompleksem
efektorowym procesu wyciszania czy tez wylaczania ekspresji genu przez dsRNA, lezacego
u podstaw zjawiska interferencji RNA, RNAI (ang. RNA interference) (Hammond et al. 2000;
Nykanen et al. 2001). Wyciszanie/wylaczanie ekspresji genu wymaga aktywacji kompleksu

RISC. Proces ten polega na usunigciu z biatka Ago jednej z nici dupleksu, podczas gdy
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druga, zwana niciag wiodaca (ang. guide strand), pozostaje w kompleksie i stuzy jako sonda
umozliwiajaca specyficzne rozpoznawanie w pelni lub cze¢$ciowo komplementarnych
transkryptow (mMRNA). Jezeli transkrypt jest w pelni komplementarny do znajdujacego sig
w RISC srRNA, wowczas mRNA zostaje przecigty przez biatko Ago. W konsekwencji,
w stosunkowo krotkim czasie cata pula mRNA moze zosta¢ zdegradowana i ma miejsce tzw.
potranskrypcyjne wyciszanie genow (PTGS; ang. posttranscriptional gene silencing). Jesli
transkrypt jest tylko czesciowo komplementarny do wystepujacego w RISC srRNA, wowczas
nie ulega on degradacji, a pozostaje jedynie zwiazany z kompleksem biatlkowym, przez co
nie moze stuzy¢ jako matryca do syntezy biatka. Dochodzi zatem do wyciszenia genu na
poziomie translacji (TR ang. translational repression). Obecnie wiadomo, ze czasteczki
SIRNA, oprocz udzialu w regulacji ekspresji genow, uczestnicza rowniez w odpowiedzi
organizmu na stres oraz w jego obronie przed patogenami (Berkhout and Haasnoot 2006;
Friedman et al. 2009).

Jak wspomniatam na poczatku, wigkszo$s¢ prac wchodzacych w sktad
przedtozonego osiagnigcia naukowego dotyczy Dicer pochodzacej z Homo sapiens
(cztowieka). Ludzka Dicer (ang. human Dicer, hDicer,) to wielodomenowe biatko o masie
ok. 220-kDa (1922 reszt aminokwasowych), zawierajace kolejno, na koncu aminowym
(koncu N) domeng helikazowa, nastgpnie domeng DUF283 (ang. domain of unknown
function), domeng¢ PAZ (ang. Piwi-Argonaute-Zwille), domeny RNazy IIl (llla oraz Illb)
i domeng wiazaca dsRNA, dsRBD (ang. dsRNA binding domain) (Zhang et al. 2004).
W literaturze mozna roéwniez spotka¢ bardziej rozbudowany podzial Dicer na domeny,
w ktorym wyodrgbniana jest takze domena platformy (Lau et al. 2012). Domena platformy
w strukturze pierwszorzgdowej biatka jest zlokalizowana pomigedzy domenami DUF283
i PAZ, natomiast w przypadku struktury trzeciorzedowej, domena ta znajduje si¢ pomiedzy

domenami PAZ i RNazy |1l (Lau et al. 2012).

Wyniki badan ewolucyjnych wskazuja, ze Dicer oraz jej homologi wyksztalcity sig
jedynie u organizméw eukariotycznych (Mukherjee et al. 2012). W bakteriach oraz
archeonach, jak dotad, nie zidentyfikowano gendéw kodujacych Dicer. W przypadku bakterii
znaleziono natomiast geny kodujace proste RNazy III posiadajace jedna domeng RNazowa
oraz jedna domen¢ dsRBD (Lamontagne et al. 2001). Centrum aktywne RNaz III ztoZone jest
z dwoch domen RNazowych, zatem proste RNazy, aby utworzy¢ aktywny enzym, musza

wystepowaé w postaci homo-dimeru (Zhang et al. 2004). Zgromadzone dane filogenetyczne
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pozwalaja sadzi¢, ze gen kodujacy przodka rybonukleazy Dicer ulegal powielaniu
najprawdopodobniej podczas pojawiania si¢ pierwszych organizmow wielokomérkowych.
Uwaza si¢ ponadto, ze rodzina genow kodujacych Dicer podlegata roznicowaniu niezaleznie
w krolestwie zwierzat, roslin oraz grzybow (Cerutti and Casas-Mollano 2006; Mukherjee et
al. 2012). W krdlestwie zwierzat doszto do powstania dwoch genow kodujacych
odpowiednio, Dicer-1 oraz Dicer-2. Co ciekawe, u roslin powstaty co najmniej cztery geny
kodujace biatka typu Dicer (Mukherjee et al. 2012). Roslinne rybonukleazy nazwane zostaty
biatkami typu Dicer (ang. Dicer-like proteins, DCLs). Przypuszcza si¢ rowniez, ze geny
kodujace Dicer zostaty utracone u niektorych pasozytniczych pierwotniakéw (np. Leishmania
major oraz Trypanosoma cruzi) oraz u niektorych grzybéw (np. w modelowym organizmie —
drozdzach piekarniczych, Saccharomyces cerevisiae, 1w innych blisko spokrewnionych
drozdzach) (Drinnenberg et al. 2011; Nicolas et al. 2013). Wnikliwe badania pozwolily
ustali¢, ze Dicer-1 rozpoznaje substraty pre-miRNA, natomiast Dicer-2, dsRNA.
W konsekwencji, Dicer-1 jest odpowiedzialna za produkcje miRNA, a Dicer-2 bierze udziat
w tworzeniu siRNA (Lee et al. 2004). Dalsze badania ujawnity, ze substratami Dicer-2 moga
by¢ zar6wno dsRNA pochodzenia komoérkowego (endogennego) (Czech et al. 2008), jak
i zewnatrzkomérkowego (egzogennego), np. wirusowe RNA (Galiana-Arnoux et al. 2006).
Ze wzgledu na udzial Dicer-2 w wiazaniu i cigciu wirusowych RNA, rybonukleazy nalezace
do tej grupy uwazane sa za wazny element odpowiedzi antywirusowej (Galiana-Arnoux et al.
2006). Co ciekawe, w przypadku organizmow, ktore wyksztalcity alternatywne S$ciezki
odpowiedzi antywirusowej, np. w przypadku kregowcow posiadajacych uktad
odpornosciowy, jak dotad nie zidentyfikowano genoéw kodujacych Dicer-2 (Mukherjee et al.
2012). U roslin, posiadajacych kilka gendw kodujacych biatka typu Dicer, wyksztalcity si¢
natomiast rybonukleazy o bardziej wyspecjalizowanych funkcjach. DCL-1, podobnie jak
Dicer-1, bierze udziat w produkcji miRNA (gtéwnie 21-nukleotydowych (nt)), natomiast
biatka DCL-2, DCL-3 oraz DCL-4 zaangazowane sa w tworzenie réznego rodzaju siRNA
(Xie et al. 2004). Doktadniej, rybonukleaza DCL-2 bierze udziat w produkcji 22-nt siRNA
wyciszajacych transgeny (Mlotshwa et al. 2008) oraz w odpowiedzi ro$lin na infekcje
wirusowe (Bouche et al. 2006; Deleris et al. 2006). DCL-3, przecinajac endogenne dsRNA,
generuje 24-nt siRNA biorace udziat w modyfikowaniu struktury chromatyny, a tym samym
w regulacji ekspresji informacji genetycznej na poziomie DNA (Chan et al. 2004). DCL-4
zaangazowana jest natomiast w tworzenie 21-nt tzw. ta-siRNA (ang. trans-acting SiRNA),
czyli siRNA dziatajacych w uktadzie trans, ktore uczestnicza w degradacji mRNA innych niz
7
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te, z ktorych powstaty (Allen et al. 2005; Gasciolli et al. 2005). DCL-4, podobnie jak DCL-2,
bierze rowniez udzial w odpowiedzi przeciwwirusowej poprzez fragmentacje wirusowych
RNA (Bouche et al. 2006; Deleris et al. 2006).

W momencie rozpoczgcia niniejszych badan, w roku 2008, obowiazywal model
dziatania rybonukleazy Dicer stworzony na podstawie badan grupy W. Filipowicza (Zhang et
al. 2004) oraz grupy J. Doudna (Macrae et al. 2006). W. Filipowicz i wsp. ustalili, ze
rybonukleaza Dicer zawiera tylko jedno centrum aktywne, zbudowane z domen RNazy Illa
oraz RNazy IllIb. W centrum aktywnym enzymu dochodzi do cigcia obu nici RNA (Zhang et
al. 2004). Wyniki badan biochemicznych wykazaty ponadto, ze domeny RNazy III dziataja
niezaleznie; mutacje reszt aminokwasowych w obregbie centrum Katalitycznego jednej
z domen RNazowych prowadzity do braku jej aktywnosci nukleazowej, nie wplywajac na
aktywnos¢ drugiej domeny i odwrotnie. Ponadto ustalono, ze domena RNazy Illa tnie ni¢
RNA niosaca grupe 3’-OH, natomiast domena RNazy IlIb tnie ni¢ posiadajaca 5'-fosforan
(Zhang et al. 2004). Zgodnie z zaprezentowanym modelem substraty Dicer, czyli czasteczki
pre-miRNA oraz dsRNA, wiazane byly przez domeng¢ PAZ. Wczesniejsze badania
strukturalne dotyczace domeny PAZ pochodzacej z biatek z rodziny Ago wykazaty, ze
domena ta rozpoznaje i wiaze niesparowane nukleotydy na koncu 3’ dupleksow RNA (Lingel
et al. 2003; Song et al. 2003; Yan et al. 2003; Ma et al. 2004; Zhang et al. 2004). Ponadto,
w przypadku obecnej w Dicer domeny dsRBD, stwierdzono, ze peini ona jedynie funkcjg
pomocnicza podczas rozpoznawania i wigzania substratow. Rola domen helikazowej oraz
DUF283 w procesie biogenezy srRNA pozostawala niewyjasniona, cho¢ pierwotnie
zaktadano, ze domena helikazowa bierze udzial w rozplataniu dupleksow SIRNA/MiRNA
(obecnie aktywnos¢ rozwijania dupleksow siRNA, a takze miRNA, przypisuje si¢ biatkom
z rodziny Ago (Kwak and Tomari 2012)). W roku 2006 J. Doudna i wsp. przedstawili
strukturg krystaliczna Dicer pochodzacej z ludzkiego pasozyta Giardia intestinalis (Macrae et
al. 2006). Giardia Dicer (GiDicer) posiada jedynie domeng platformy, PAZ i dwie domeny
RNazowe (Illa i 111b), dlatego nazywana jest czgsto ,,minimalna Dicer” (biatko o masie ok.
80 kDa, zawierajace ok. 750 reszt aminokwasowych). Jak dotad, nie udato si¢ poznaé
kompletnej struktury krystalicznej zadnej innej Dicer czy biatlek DCL, poza GiDicer. Wynika
to najprawdopodobniej z wielkos$ci oraz poziomu ztozonosci biatek typu Dicer i zwiazanym
z tym faktem problemem uzyskiwania duzej ilosci homogennych preparatow biatkowych.

Znane sa jedynie struktury krystaliczne wybranych domen Dicer oraz struktury fragmentow
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Dicer o stosunkowo niskiej rozdzielczosci, otrzymane za pomoca mikroskopii krio-
elektronowej (cryo-EM). Niemniej jednak, poznanie struktury GiDicer pozwolito na
zaproponowanie mechanizmu dzialania wszystkich rybonukleaz typu Dicer. Dane
strukturalne ujawnily, ze odlegto$¢ pomigdzy miejscem aktywnym RNazy III a szczeling
domeny PAZ, w ktorej wiazane sa niesparowane nukleotydy obecne na koncu 3' RNA
(kieszen 3'), odpowiada dtugosci 25 par zasad (pz) w dsRNA. Stwierdzono zatem, ze dtugosé
fragmentow RNA produkowanych przez Dicer zalezy od odlegtosci jaka dzieli domeny
RNazy Il i PAZ, a odleglo$¢ ta, jak si¢ uwazato, warunkowana jest dtugoscia helisy taczacej
obie domeny (Macrae et al. 2006). W miar¢ rozwoju badan nad Dicer i pojawianiem si¢
nowych doniesien literaturowych dotyczacych budowy i funkcjonowania tego enzymu,
model zaproponowany przez W. Filipowicza i wsp. (Zhang et al. 2004) oraz Doudna i wsp.
(Macrae et al. 2006) byt aktualizowany. Obecnie wiadomo, ze Dicer, oprocz kieszeni 3',
posiada takze kieszen wiazaca koniec 5' substratow RNA (kieszen 5') (Park et al. 2011; Tian
et al. 2014). Kieszen ta zlokalizowana jest w obrebie domen platformy oraz PAZ i jak si¢
uwaza jest charakterystyczna dla biatek z grupy Dicer-1/DCL-1 wiazacych pre-miRNA.
Substraty pre-miRNA, w poréownaniu do dsRNA, posiadaja zazwyczaj cz¢sciowo sparowane
konce 5' i 3', ktore mozna tatwiej rozples¢ (Park et al. 2011; Tian et al. 2014). Dodatkowo,
wyniki szczegdlowych badan dotyczacych domeny helikazowej Dicer ujawnily, Ze domena ta
bierze udzial w rozpoznawaniu i réznicowaniu substratow pre-miRNA/dSRNA poprzez
oddziatywanie z jednoniciowymi rejonami petli pre-miRNA (Tsutsumi et al. 2011; Gu et al.
2012; Ma et al. 2012; Taylor et al. 2013). Rola domeny DUF283 pozostawala niejasna.

Wnhnikliwa analiza danych literaturowych dotyczacych rybonukleaz typu Dicer
zaowocowala powstaniem pracy przegladowej ,, The many faces of Dicer: the complexity of
the mechanisms regulating Dicer gene expression and enzyme activities” (artykut
koncentruje si¢ gtdéwnie na hDicer). W genomie cztowieka, podobnie jak w genomach innych
kregowcow, zakodowana jest tylko jedna rybnukleaza Dicer (gen DICER1). W pacy
przegladowej zawarty zostal opis genu DICERI, zidentyfikowanych transkryptow oraz
szczegOtowa charakterystyka enzymu. Ponadto, opisana zostala problematyka regulacji
ekspresji genu DICER1 na wszystkich mozliwych poziomach, poczawszy od kontroli
epigenetycznej, a skonczywszy na regulacji aktywnosci Dicer na poziomie biatka i jego
substratow (Ryc. 1). Obecnie wiadomo, ze poziom akumulacji rybonukleazy Dicer jest $cisle

regulowany i specyficzny dla okreslonego typu komorek czy tkanek, podczas ich kazdego
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stadium rozwojowego. Jakiekolwiek zaburzenia 1 odchylenia od prawidlowego,
fizjologicznego poziomu Dicer w komdrce moga prowadzi¢ do powstawania réznego rodzaju
procesow patologicznych, w tym nowotworowych. Biorac pod uwagg ten istotny problem,
w publikacji przegladowej zamieszczony zostal réwniez rozdziat dotyczacy powiazania
procesOw nowotworowych ze zmienionym, odbiegajacym od stanu fizjologicznego,

poziomem ekspresji DICER1 oraz z mutacjami w tym genie.
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Rycina 1. Regulacja biosyntezy i aktywnosci Dicer w komérkach ludzkich

Zakacznik nr 2

Na podstawie: “The many faces of Dicer: the complexity of the mechanisms regulating Dicer gene expression
and enzyme activities”, Kurzynska-Kokorniak et al. (2015). Skroty: Ago2 — ang. Argonaute protein 2, HIV -
ang. human immunodeficiency virus, KSRP — ang. KH-type splicing regulatory protein, PACT — ang. protein
activator of interferon-induced protein kinase, PKC - ang. protein kinase C, PTM - modyfikacje
potranslacyjne, TRBP — ang. HIV-1 trans-activation response element RNA-binding protein; [?] - Coraz czesciej
pojawiaja si¢ doniesienia literaturowe opisujace nowe funkcje Dicer. Co ciekawe, ,,dodatkowe” funkcje Dicer
wydaja si¢ by¢ powiazane z wystgpowaniem skroconych form tego biatka. Zauwazono, iz podczas apoptozy
rybonukleaza Dicer staje si¢ substratem dla uwalnianych kaspaz. DNaza Dicer, otrzymywana z RNazy Dicer
w wyniku aktywnoéci proteolitycznej kaspaz, zaznaczona zostata kolorem szarym. Aktywno$¢ DNazy Dicer

zostata zaobserwowany tylko u nicienia C. elegans, nie zostata ona potwierdzona dla hDicer.
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I1. Cele badawcze

W momencie rozpoczynania mojej przygody z hDicer, wiedza na temat czynnikdw
regulujacych aktywnos$¢ tejze rybonukleazy byta niewielka. Wigkszo$¢ Owczesnych badan
skupiata si¢ na ustaleniu poziomu ekspresji genu kodujacego hDicer w roéznych typach
komorek. Wiadomo byto, ze na aktywno$¢ hDicer wplyw maja jej partnerzy biatkowi,
np. biatko TRBP (ang. HIV-1 trans-activation response element RNA-binding protein) czy
PACT (ang. protein activator of interferon-induced protein kinase) (Chendrimada et al. 2005;
Haase et al. 2005; Lee et al. 2006). Szczegolnie mato wiadomo bylo na temat czynnikow
niebiatkowych, ktore potencjalnie moga regulowacé aktywno$¢ tego enzymu, np. kwasow
nukleinowych. Nieznana byta rowniez rola domeny DUF283 biatek typu Dicer w procesie
biogenezy srRNA; stad tez pochodzi nazwa domeny - DUF —ang. domain of unknown
function. Ponadto, wigkszos¢ doniesien literaturowych koncentrowata si¢ na rybonukleazach
zwierzecych, natomiast ro$linne biatka typu Dicer ciagle pozostawaly stosunkowo stabo

poznane.

Biorac pod uwageg przedstawione powyzej fakty, moja uwaga skupita si¢ na

zglebieniu trzech problemoéw badawczych, kolejno:

(i) Czy aktywnos$¢ rybonukleazy hDicer moze by¢ regulowana nie tylko przez bialka, ale
takze przez czasteczki kwaséow nukleinowych, w szczegolnosci przez krotkie

jednoniciowe RNA (ang. single-stranded RNA, ssSRNA)?

(ii) Czy domena DUF283 rybonukleazy hDicer moze uczestniczy¢ w procesie

rozpoznawania i wigzania kwasow nukleinowych?

(ili) Czy aktywno$¢ roslinnych bialek typu Dicer jest regulowana przez te same

czynniki, ktore reguluja aktywnos$¢ hDicer?

12
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IT a. Identyfikacja czasteczek RNA regulujacych aktywnosc hDicer in vitro

Pierwszym celem prowadzonych badan byta proba odpowiedzi na pytanie: czy czasteczKi
RNA moga by¢ nie tylko substratami, ale i regulatorami aktywnosci enzymatycznej

ludzkiej rybonukleazy Dicer?

OdpowiedZ na to pytanie zostala zawarta w trzech pracach oryginalnych: (i) ,, Selection of
RNA oligonucleotides that can modulate human Dicer activity in vitro”, (ii) “A new short
oligonucleotide-based strategy for the precursor-specific regulation of microRNA processing
by Dicer” oraz (iii) “How short RNAs impact the human ribonuclease Dicer activity: putative
regulatory feedback-loops and other RNA-mediated mechanisms controlling microRNA

processing”.

Poczatkowo zalozyliSmy, ze czasteczki regulujace aktywno$¢ rybonukleazy hDicer
moga znajdowac si¢ w grupie RNA wiazanych przez t¢ rybonukleazg. Praca zatytulowana
wSelection of RNA oligonucleotides that can modulate human Dicer activity in vitro”
opisuje proces selekcji czasteczek RNA, ktore moga by¢ potencjalnymi regulatorami
aktywnosci hDicer. Biblioteka kombinatoryczna, ktéra byta przedmiotem selekcji, zawierata
zbiér 56-nt RNA, czyli czasteczek o dlugosci zblizonej do pre-miRNA. Stosujac standardowa
metode selekcji RNA in vitro (SELEX) (Ellington and Szostak 1990), w obecnosci
komercyjnie dostgpnej hDicer, zidentyfikowali§my 120 réznych czasteczek RNA wiazacych
si¢ z ta rybonukleaza. Przeprowadzone analizy bioinformatyczne pozwolity na
scharakteryzowanie i pogrupowanie wyselekcjonowanych czasteczek pod katem
wystgpowania wspolnych motywoéw sekwencyjnych (motywow pierwszorzedowych) oraz
motywow strukturalnych (motywow drugorzedowych). Nastgpnie zbadany zostal potencjat
regulatorowy wybranych czasteczek RNA (16 czasteczek) reprezentujacych rdzne,
zdefiniowane za pomoca analiz biochemicznych, rodziny motywow pierwszo-
I drugorzedowych. Aktywno$¢ regulatorowa wybranych czasteczek testowana byla
w warunkach in vitro. W mieszaninach reakcyjnych znajdowaly sig: substrat (pre-miRNA),
potencjalny regulator RNA (stymulator badz inhibitor) oraz hDicer, w réwnych st¢zeniach
molowych. Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze z grupy 16 analizowanych
czasteczek RNA, tylko sze$¢ hamowato cigcie wybranego pre-miRNA z wydajnoscia
wigksza niz 10%. Zadna z testowanych czasteczek nie stymulowata aktywnosci hDicer.

Szes$¢ najaktywniejszych czasteczek RNA zostalo poddanych szczegoétowej analizie w celu
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zbadania przypuszczalnego mechanizmu ich dziatania. Uzyskane wyniki jednoznacznie
wykazaty, ze aktywno$¢ hDicer moze by¢ regulowana przez czasteczki RNA wiazace si¢
z tym enzymem. W puli potencjalnych inhibitoréw hDicer, wylonionych w procesie selekcji
RNA in vitro, znalezliSmy RNA, ktére w podobny sposob hamowaty proces dojrzewania
wielu badanych miRNA (inhibitory uniwersalne). W grupie inhibitorow uniwersalnych
znalazty si¢ RNA, ktoére byty cigte przez hDicer; czasteczki te zostaly zaklasyfikowane jako
inhibitory kompetycyjne. Pozostala czgs¢ inhibitorow uniwersalnych stanowity RNA niecigte
przez t¢ rybonukleazg, zaklasyfikowane jako potencjalne inhibitory allosteryczne. Co
ciekawe, nasze badania pozwolity rowniez zidentyfikowa¢ czasteczki RNA, ktére dziataty
w sposob selektywny. Czasteczki te hamowaty powstawanie okreslonych miRNA i nie miaty
wplywu na proces cigcia przez hDicer innych badanych pre-miRNA. Na tym etapie badan nie
zaobserwowali$my jednak, aby potencjal inhibitorowy testowanych czasteczek zalezat od ich

struktury pierwszo- i/lub drugorzedowe;j.

Mechanizm dziatania selektywnych inhibitorow byt przedmiotem dalszych badan
I zostal opisany w kolejnej pracy “A new short oligonucleotide-based strategy for the
precursor-specific regulation of microRNA processing by Dicer”. Zgromadzone dane
ujawnity, ze za proces selektywnej inhibicji powstawania okreslonych czasteczek miRNA
odpowiedzialne sa oddziatywania pomigdzy prekursorami danych miRNA (pre-miRNA) oraz
regulatorami RNA, warunkowane obecnoscia sekwencji komplementarnych w obu
czasteczkach. W grupie testowanych czasteczek znalazl si¢ uprzednio wyselekcjonowany 56-
nt ssSRNA niehydrolizowany przez hDicer, posiadajacy 20-nt sekwencj¢ komplementarng do
pre-miRNA bedacego przedmiotem badan (pre-mir-210). W wyniku oddziatywan pre-
miRNA z regulatorem dochodzitlo do zaburzenia struktury drugo- i trzecio-rzedowe;j
prekursora. W konsekwencji, prekursor nie byl w sposob specyficzny rozpoznawany
I wiazany przez hDicer i nie dochodzito do powstawania okreslonych miRNA. Badany
regulator RNA wiazat si¢ zarowno z hDicer (inhibitor hDicer), jak rowniez z pre-miRNA
(inhibitor procesu uwalniania miRNA z prekursora) — regulator dwufunkcyjny. Jednym
z ciekawszych przypadkow okazat si¢ 56-nt regulator RNA, ktory byt cigty przez hDicer,
a produkty jego cigcia (po uwolnieniu przez enzym) dodatkowo hamowatly proces hydrolizy
pre-mir-210 przez hDicer. Szczegbétowa analiza ujawnita, ze krotszy z produktow cigcia (21-
nt) wiaze si¢ z rejonem apikalnym testowanego pre-miRNA dzigki obecnosci 12-nt sekwencji

komplementarnej (kolejny przyktad inhibitora dwufunkcyjnego). Zatem wyselekcjonowany
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inhibitor dwufunkcyjny dziatat dwuetapowo, w pierwszym etapie jako inhibitor uniwersalny
hDicer, w drugim etapie, jako inhibitor specyficzny procesu cigcia pre-mir-210 przez hDicer.
Uzyskane wyniki jasno wskazywaly, Zze za proces selektywnej inhibicji powstawania
okreslonych czasteczek miRNA odpowiedzialne sa oddziatywania pomigdzy prekursorami
danych miRNA oraz komplementarnymi regulatorami RNA. Ponadto, zgromadzone dane
pozwalaty sadzi¢, ze selektywno$¢ inhibicji zapewniona jest przez zaledwie 12-nt sekwencje
komplementarne obecne w badanych regulatorach. Biorac pod uwage powyzsze informacje,
zaprojektowalismy 12-nt oligomery RNA komplementarne do rejonéw apikalnych
wybranych pre-miRNA. Zaprojektowane oligomery RNA, a takze ich pochodne (2'-O-
metylo-RNA), testowane byly w warunkach in vitro, zaréwno z uzyciem rekombinowanej
hDicer jak i w ekstraktach cytoplazmatycznych pochodzacych z komdrek ludzkich.
Przeprowadzono takze szereg reakcji kontrolnych, w ktorych obecne byly pre-miRNA
i poszczegolne 12-mery, nieposiadajace sekwencji komplementarnych wobec testowanych
prekursorow (reakcje krzyzowe). Uzyskane wyniki wykazaty, ze testowane 12-mery RNA
wydajnie 1 selektywne hamuja proces powstawania okreslonych czasteczek miRNA
w warunkach in vitro. Ponadto zaobserwowali$my, ze 12-nt RNA nie oddziatuja z hDicer
w zastosowanych warunkach reakcyjnych, czemu przypisujemy selektywno$¢ inhibicji

uwalniania okreslonych miRNA z ich prekursorow.

Badania, zaprezentowane w dwoOch powyzej omowionych publikacjach,
przeprowadzone zostaly z wykorzystaniem komercyjnej hDicer. Komercyjnie dostgpne
preparaty byty odpowiednie do prowadzenia wstgpnych badan procesu cigcia pre-miRNA
przez hDicer oraz jego inhibicji. Niemniej jednak szczegétowe badania, w szczegdlnosci
dotyczace wiazania RNA 1 hDicer, wymagaly uzycia preparatow biatkowych o duzym
stopniu homogennosci 1 znanym sktadzie. Z tego wzgledu opracowaliSmy wilasny system
otrzymywania rekombinowanej hDicer. Produkcja preparatu zawierajacego hDicer,
charakterystyka jego aktywnosci, kontynuacja oraz podsumowanie dotychczasowych badan
in vitro dotyczacych regulacji aktywnosci hDicer za pomoca krotkich RNA zostaty opisane
W kolejnej pracy oryginalnej zatytulowane; “How short RNAs impact the human
ribonuclease Dicer activity: putative regulatory feedback-loops and other RNA-mediated

mechanisms controlling microRNA processing”.

Pierwsze preparaty zawierajace aktywna rekombinowana hDicer zostaty otrzymane

niezaleznie przez grupg O. Radmark’a i wsp. (Provost et al. 2002) oraz W. Filipowicza i wsp.
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(Zhang et al. 2002). Oba zespoty do produkcji rekombinowanej hDicer wykorzystaly
komorki owadzie i bakulowirusowy system ekspresji gendéw. Od tego czasu rekombinowana
hDicer uzyskiwana jest z powodzeniem w wielu laboratoriach badawczych (Ma et al. 2008;
Lima et al. 2009). Biorac pod uwage dostepne dane literaturowe, opracowaliSmy wiasna
procedure otrzymywania rekombinowanej hDicer w systemie bakulowirusowym. Sekwencja
kodujaca hDicer, wykorzystana do otrzymania konstruktu, pochodzita z zakupionego wektora
pBluescriptR_Dicer (zawiera cDNA pozwalajacy uzyska¢ kompletnag hDicer - PubMed,
NM_030621). Dodatkowo, otrzymywana hDicer zostala zaopatrzona w znacznik
heksahistydynowy na koncu N. Bialtko oczyszczane bylo dwuetapowo, metoda
chromatografii powinowactwa oraz chromatografii jonowymiennej. Uzyskiwany preparat
wykazuje aktywnosci: 1) rybonukleazowa oraz ii) wigzania kwaséw nukleinowych, przy
czym aktywnos$¢ rybonukleazowa naszego preparatu jest poréwnywalna do aktywnosci
rybonukleazowej preparatdbw komercyjnych. Nasz preparat jest jednak zdecydowanie
bardziej homogenny (> 95%) niz preparaty hDicer dostgpne komercyjnie, dzigki czemu moze
by¢ wykorzystywany do szczegdétowych badan wiazania RNA z hDicer, zmierzajacych do
poznania mechanizmow regulacji aktywnosci hDicer za pomoca krotkich RNA. Produkcja
hDicer w komoérkach owadzich odbywata si¢ we wspotpracy z prof. Krystyna Bienkowska-
Szewczyk z Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG-GUMed, Gdansk. Prof.
Bienkowska-Szewczyk posiada zaplecze i duze doswiadczenie niezbedne do produkcji biatek
w komérkach owadzich za pomoca bakulowirusowego systemu ekspresji genéw Bac-to-Bac

(partner naukowy w projekcie POMOST - grant autorki).

Badania, zaprezentowane w dwodch pierwszych pracach, zostaty powtdrzone
z wykorzystaniem otrzymanego preparatu hDicer. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze reakcje
ciecia pre-miRNA przez hDicer oraz inhibicja tego procesu w obecnosci regulatorowych
RNA, zachodzily z podobna wydajnoscia zarbwno w przypadku komercyjnej hDicer, jak
I naszego preparatu biatkowego. Ponadto, w pracy “How short RNAs impact the human
ribonuclease Dicer activity (...)” pokazaliSmy, ze hDicer moze wydajnie wigza¢ ssRNA
0 dtugosci > 20-nt. Biorac pod uwagg rezultaty naszych dotychczasowych badan oraz fakt, ze
czasteczki miRNA uwalniane z ramienia 5' pre-miRNA sa komplementarne do ramienia 3'
pre-miRNA 1 na odwrot, zadaliSmy sobie kolejne pytanie: czy miRNA moga uczestniczy¢
W procesie autoregulacji cigcia prekursoroéw, z ktorych pochodza? Wyniki przeprowadzonych

eksperymentéw wykazaty, ze w istocie, niektore z krotkich RNA, imitujacych miRNA,
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podane w nadmiarze do mieszanin reakcyjnych, moga wydajnie hamowac¢ proces cigcia pre-
miRNA, z ktorych si¢ wywodza. Co ciekawe, dalsze badania oraz analizy bioinformatyczne
wykazaty, ze istnieje grupa miRNA posiadajacych sekwencje czg¢éciowo, a nawet w pelni
komplementarne do niepowiazanych z nimi pre-miRNA. Przykltadem pierwszej pary sa
czasteczki: miR-33a i pre-mir-21, natomiast przyktadem drugiej pary sa: miR-318 i pre-mir-
42 oraz miR-352 i pre-let7-miRNA; program umozliwiajacy znajdowanie sekwencji
komplementarnych w obrgbie, badz pomigdzy zbiorami sekwencji zostal opisany
w publikacji oryginalnej, ktora obecnie jest w recenzji (EvOligo — a novel software to design
and group libraries of oligonucleotides applicable for nucleic acid-based experiments,
w recenzji w Journal of Computational Biology). Co ciekawe i istotne w kontekscie
przedtozonego problemu, w ostatnich latach ukazaly si¢ publikacje pokazujace, ze
komorkowe miRNA moga by¢ zaangazowane w regulacje procesu ich biogenezy, poprzez
oddziatywania z sekwencjami komplementarnymi, ktére wystgpuja w obrgbie pierwotnych
transkryptow miRNA (pri-miRNA). Co wigcej, sekwencje komplementarne do miRNA,
wystepujace w pri-miRNA poza fragmentem obejmujacym uwalniany pre-miRNA, zostaty
zidentyfikowane zaro6wno dla uktadu in cis (przyktad let7-miRNA i pri-let7-miRNA (Zisoulis
et al. 2012)), jak i in trans (przyktad pary: miR-709 i pri-mir-15a/16-1 (Tang et al. 2011)).
Ponadto, dane opublikowane w roku 2014 jasno wskazuja, ze pri-miRNA moga takze
oddziatywa¢ z dlugimi niekodujacymi RNA (Liz et al. 2014). Pokazano, ze ~250-nt
niekodujacy RNA, posiadajacy zaledwie 11-nt sekwencj¢ komplementarng do ramienia 3'
pri-mir-195, moze hamowac¢ biogenezg miR-195 poprzez wigzanie si¢ do tego prekursora
(Liz et al. 2014). Rozpatrujac badany problem nalezy podkresli¢, ze wczesniej Michlewski
i wsp. zaobserwowali, ze aptamery (oligonukleotydy) oddziatujace z petla apikalng
niektorych pri-miRNA moga blokowaé wiazanie biatek istotnych w procesie cigcia tychze
pri-miRNA przez rybonukleazg Drosha (RNaza III inicjujaca biogenezg miRNA), tym
samym hamujac proces dojrzewania powstajacych z nich pre-miRNA, a w konsekwencji
miRNA (Michlewski et al. 2008; Michlewski and Caceres 2010). Wspomniane publikacje
(Michlewski et al. 2008; Michlewski and Caceres 2010; Tang et al. 2011; Zisoulis et al. 2012;
Liz et al. 2014) dotycza problemu regulacji biogenezy miRNA na etapie uwalniania pre-
MIiRNA z pri-miRNA, przy udziale rybonukleazy Drosha - etapu zachodzacego w jadrze
komorkowym. Niemniej jednak, wyniki naszych dotychczasowych badan jasno wskazuja, ze
regulacja procesu biogenezy miRNA za pomoca czasteczek RNA jest rowniez mozliwa na
etapie cytoplazmatycznym. Opisanym w literaturze przyktadem regulacji aktywnosci Dicer
17



Dr Anna Kurzyriska-Kokorniak Autoreferat Zakacznik nr 2

za pomoca czasteczek RNA jest sekwestracja Dicer przez wirusowe transkrypty (Lu and
Cullen 2004; Andersson et al. 2005). Dicer zwiazana z wirusowymi RNA, przyjmujacymi
struktury typu spinki do wlosow, nie moze produkowaé specyficznych miRNA hamujacych

replikacj¢ wirusa.

Dodatkowo, przeprowadzili$my analiz¢ bioinformatyczna transkryptomu cztowieka
pod katem wystepowania krotkich sekwencji identycznych badz znaczaco podobnych do
sekwencji testowanych przez nas oligomeréw RNA wplywajacych na aktywno$¢ hDicer.
Okazato si¢, ze wsrod otrzymanych sekwencji znajdowaly si¢ motywy pierwszorzedowe
wystepujace w czasteczkach RNA, ktore wydajnie i specyficznie hamowaly proces
dojrzewania wybranych miRNA (sekwencje komplementarne do pre-miRNA). Badania in
vitro przedstawione w publikacji “How short RNAs impact the human ribonuclease Dicer
activity (...)” pokazaly, ze zidentyfikowane iotrzymane fragmenty transkryptow,
zawierajace ok. 30-nt sekwencje komplementarne do wybranych pre-miRNA, z duza
wydajnoscia i specyficznoscia hamowaty proces powstawania odpowiednich miRNA.
W cytoplazmie znajduje si¢ wiele réznych RNA, w tym frakcja krotkich RNA, ktéra
reprezentuja np. stabilne produkty przejsciowe degradacji RNA (Jackowiak et al. 2011).
Mozemy sobie zatem wyobrazi¢, iz krotkie czasteczki RNA regulujace w sposob specyficzny
proces biogenezy okreslonych miRNA, tj. krotkie RNA komplementarne wobec okre§lonych
pre-miRNA, moga wystgpowaé w cytoplazmie komorek. W najblizszym czasie chciatabym
skupi¢ si¢ na poszukiwaniu endogennych RNA mogacych wplywac¢ na aktywnos$¢ hDicer
oraz na probie odpowiedzi na pytania: czy czasteczki te sa komodrkowo/tkankowo-
specyficzne iczy moga dziata¢ w sposob selektywny, tzn. czy moga wptywaé na proces

biogenezy okreslonych miRNA?

Podsumowujac, zgromadzone wyniki, opisane w trzech wspomnianych publikacjach
oryginalnych, pozwolily na zaproponowanie modelu regulacji aktywnosci rybonukleazowe;j
hDicer oraz procesu uwalniania miRNA z ich prekursorow za pomoca krétkich RNA (Ryc.
2).
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Rycina 2. Mozliwe scenariusze regulacji aktywnosci hDicer oraz procesu uwalniania miRNA z ich
prekursor6w za pomoca krétkich RNA

Na postawie: “How short RNAs impact the human ribonuclease Dicer activity: putative regulatory feedback-
loops and other RNA-mediated mechanisms controlling microRNA processing”, Koralewska et al. (2016).
Schematyczna reprezentacja: procesu hydrolizy pre-miRNA przez hDicer (po lewej); inhibitoréw hDicer (1),
allosterycznych (la) i kompetycyjnych (Ib); inhibitoréw procesu uwalniania miRNA z ich prekursoréw, tj.
krétkich RNA komplementarnych wobec okreslonych pre-miRNA (I1); inhibitorow dwufunkcyjnych,
wiazacych zaréwno hDicer, jak i pre-miRNA (III). Kompleks ztozony z inhibitora RNA i pre-miRNA: nie jest
hydrolizowany po zwiazaniu przez hDicer (Illa), jest hydrolizowany przez hDicer, jednak wzor cigcia pre-
miRNA jest odmienny w poréwnaniu do reakcji zachodzacej bez regulatora RNA - nie powstaja funkcjonalne
miRNA (IIIb), nie jest rozpoznawany i wiazany przez hDicer (Illc).
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Komentarz

Czasteczki uzyskiwane w procesie selekcji in vitro nazywane sa aptamerami; okreslenie to
pochodzi od lacinskiego stowa aptus, co oznacza pasowac. Aptamery wykazuja wysokie
powinowactwo i specyficzno$¢ wiazania czasteczek, wobec ktorych byly selekcjonowane
(nano- lub pikomolowa stata wiazania/dysocjacji tworzonych komplekséw). Niemniej jednak
najnizsza stala wiazania, wyznaczona dla jednej z czasteczek RNA niecigtych przez hDicer,
wynosita 600 nM. State wiazania wyznaczone dla pozostatych czasteczek RNA byty
zdecydowanie wyzsze (> 1 uM). Ze wzgledu na tak wysokie wartosci stalych wigzania,
dodatkowo uwzgledniajac sugestie recenzentow pracy ,,Selection of RNA oligonucleotides
that can modulate human Dicer activity in vitro”, wyselekcjonowane RNA nazwane zostaty
oligomerami RNA wiazacymi hDicer. W tym momencie warto wspomnie¢, zeé Wyznaczone
warto$ci statych wiazania miescity si¢ w przedziale wartosci stalych wiazania/dysocjacji
wyznaczonych przez Lima i wsp. dla kompleksu hDicer i réznych ssRNA o dtugosci ~20-nt,
t. od ~130nM do ~2,3uM (Lima et al. 2009). Dodatkowo, doniesienia literaturowe
dotyczace wiazania przez hDicer czasteczek pre-miRNA oraz dupleksow RNA o dhugosci
ok. 35 par zasad (pz) wskazuja, ze stata wiazania kompleksu hDicer i pre-miRNA zawiera si¢
w przedziale od ~2 nM do ~ 30 nM, natomiast hDicer i ~35-pz dsSRNA, od ~3,5 nM do ~75
nM, w zaleznosci od Zrodta (Ma et al. 2008; Chakravarthy et al. 2010). W tym miejscu nalezy
podkresli¢, ze wszystkie wspomniane warto$ci dotycza kompleksow zawierajacych jedynie
hDicer i RNA. Jak obecnie wiadomo, w komorkach Dicer oddziatuje z licznymi biatkami,
np. TRBP czy PACT, ktére maja znaczacy wptyw na powinowactwo Dicer do substratow
(Chendrimada et al. 2005; Haase et al. 2005; Lee et al. 2006; Chakravarthy et al. 2010).
Problem wiazania RNA przez Dicer staje si¢ jeszcze bardziej skomplikowany jesli
wezmiemy pod uwage czynniki komoérkowe oddzialujace w sposob selektywny
z okreslonymi substratami Dicer, np. biatko Lin28, ktore wiaze si¢ z prekursorami z rodziny
let-7 pre-miRNA (Viswanathan et al. 2008; Viswanathan and Daley 2010; Heo et al. 2012)
i blokuje proces ich cigcia przez Dicer. Szczegblowy opis czynnikow selektywnie
oddzialujacych z okreslonymi pre-miRNA iich stymulujacych badz hamujacy wptyw na
proces biogenezy miRNA mozna znalez¢ w pracy przegladowej ,, The many faces of Dicer:

the complexity of the mechanisms regulating Dicer gene expression and enzyme activities”.
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Perspektywy
Badanie potencjatu inhibitorowego oligomeréw RNA w komérkach

Wptyw najaktywniejszych inhibitorow na wydajno$¢ cigcia substratow pre-miRNA przez
hDicer, a tym samym na wydajno$¢ powstawania funkcjonalnych miRNA testowalismy
rowniez w komorkach ludzkich: HeLa (linia ludzkich komorek nablonkowych pochodzacych
z raka szyjki macicy) oraz HEK293 (linia ludzkich embrionalnych komorek nerkowych).
Komorki transfekowane byly modyfikowanymi inhibitorami (2'-O-metylo-RNA) oraz
odpowiednim, specyficznym wobec badanego mIiRNA, konstruktem reporterowym
zawierajacym gen lucyferazy. Zgodnie z zalozeniami, translacja lucyferazy powinna by¢
hamowana poprzez wiazanie mMiRNA do komplementarnych sekwencji obecnych w rejonie
regulatorowym 3’ nieulegajacym translacji (3-UTR) transkryptu lucyferazy. Ocena
potencjatu inhibitorowego wybranych czasteczek badana byla za pomoca pomiaru
aktywnosci lucyferazy, w roznych punktach czasowych. Z uwagi na fakt, ze podawane
inhibitory nie wplywaja bezposrednio na pule¢ miRNA obecnych w komorkach, tylko na
proces powstawania nowych czasteczek regulatorowych, zaplanowane badania wymagaly
prowadzenia wielu reakcji kontrolnych. W wigkszosci przypadkOw podanie inhibitorow
specyficznych wobec okreslonych pre-miRNA wptywato na poziom wybranych miRNA
w komorce, a efekt ten byt roézny, w zaleznosci od czasu zakonczenia hodowli (dane
nieopublikowane). Testowanie inhibitorow biogenezy miRNA w komoérkach wymaga jednak
dalszych badan. Prace te sa kontynuowane w ramach ostatnio nawigzanej wspotpracy
z Dr Marie-Laure Baudet (University of Trento, Wtochy). Dr Baudet bada udziat czasteczek
miRNA w procesie tworzenia polaczen nerwowych. Przedmiotem wspotpracy jest
projektowanie i otrzymywanie uniwersalnych inhibitorow zabiej rybonukleazy Dicer oraz
specyficznych inhibitorbw biogenezy czasteczek miRNA zaangazowanych w proces
powstawania potaczen nerwowych w tkance moézgowej, podczas rozwoju embrionalnego

zaby szponiastej (Xenopus laevis).
Wplyw G-kwadruplekséw na aktywno$¢ hDicer

W trakcie prowadzonych badan zaobserwowalismy, ze jeden z zaprojektowanych 12-nt
inhibitoréw procesu cigcia pre-miRNA przez hDicer (12-mer komplementarny do petli

apikalnej pre-mir-210) hamowat dziatanie hDicer w sposob uniwersalny, tj. bez wzgledu na
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rodzaj substratu podanego do reakcji. Wstepna analiza mechanizmu inhibicji tej reakcji
wykazata, ze badana czasteczka inhibitorowa oddziatuje bezposrednio z enzymem. Biorac
pod uwage fakt, ze pozostate testowane 12-mery RNA nie oddziatywaty z hDicer,
postanowilismy wnikliwiej przestudiowa¢ opisany przypadek. Testowany inhibitor roznit si¢
od pozostatych 12-meréw charakterystyczna sekwencja, tj. zawieral ciag guanozyn (G).
Szczegotowe badania wykazaly, iz czasteczka ta przyjmuje strukture¢ G-kwadrupleksu
I najprawdopodobniej w takiej formie oddziatuje z hDicer. Nastgpnie przeprowadzilismy
szereg reakcji cigcia wybranych pre-miRNA przez hDicer, dodajac do nich opisane
w literaturze czasteczki RNA oraz DNA przyjmujace struktury kwadrupleksow (Liu et al.
2002; Martadinata and Phan 2009; Martadinata and Phan 2013; Martadinata and Phan 2014).
Wszystkie z testowanych czasteczek, w mniejszym badz wigkszym stopniu, hamowaly
proces powstawania badanych miRNA. Co ciekawe, hDicer wiazata si¢ z wszystkimi ww.
czasteczkami  (dane  nieopublikowane). Badania  dotyczace  wplywu  struktur
kwadrupleksowych na aktywno$¢ Dicer prowadzone byly takze w innych os$rodkach
badawczych, np. Department of Chemistry and Biochemistry, Kent State University, Kent,
USA. W pracy opublikowanej na poczatku roku 2015, zatytutowanej ,,4 Potassium lon-
Dependent RNA Structural Switch Regulates Human Pre-miRNA 92b Maturation” (Mirihana
Arachchilage et al. 2015), nie zaproponowano jednak mechanizmu, ktéry prowadzi do
zahamowania aktywnos$ci rybonukleazowej Dicer. Wyniki przedstawione we wspomnianej
publikacji ujawniaja jedynie, ze dojrzewanie niektorych miRNA moze by¢ regulowane
poprzez zmiany zachodzace w strukturze drugo- i trzeciorzedowej ich czasteczek
prekursorowych (pre-miRNA). Zmiany te indukowane sa obecnoscia jonow potasu; w takich
warunkach pre-miRNA zawierajace ciagi guanozyn moga przyjmowacé struktury zawierajace
G-kwadrupleksy. Biorac pod uwage istotna 1 udokumentowana role struktur
kwadrupleksowych w prawidtowym funkcjonowaniu komorek, planuje kontynuacje

niniejszych badan w uktadach komorkowych.

II b. Charakterystyka ludzkiej domeny DUF283 pod katem oddzialywan

z kwasami nukleinowymi

Rezultaty zaprezentowanych powyzej badan nasungty kolejne pytanie: ktdre z domen

hDicer moga oddzialywa¢ z ssSRNA?
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Dotychczasowe dane literaturowe wskazywaty, ze Dicer moze wiaza¢ nie tylko
dsRNA, ale takze moze ona oddzialywa¢ z ssSRNA (Lima et al. 2009). Czasteczki ssRNA
moglyby by¢ wiazane przez domeng PAZ (Song et al. 2003) lub helikazg (Tsutsumi et al.
2011; Gu et al. 2012; Ma et al. 2012; Taylor et al. 2013), jednakze pokazano, ze kazda z tych
domen oddziatuje takze z dSRNA. Generalnie, w przypadku wszystkich domen Dicer, poza
DUF283, pokazano, Ze uczestnicza oneé w procesie rozpoznawania, wiazania czy tez cigcia
RNA. W przypadku domeny DUF283, jedyna zaproponowana do tej pory funkcja byt udziat
tej domeny w oddziatywaniu z okreslonymi partnerami biatkowymi Dicer. Co ciekawe,
modelowania komputerowe ludzkiej DUF283 (Dlakic 2006) oraz badania strukturalne
DUF283 pochodzacej z Arabidopsis thaliana DCL-4 (AtDCL-4) (Qin et al. 2010) wykazaty,
ze domena ta posiada motyw a-B-B-p-a, ktory jest charakterystyczny dla biatek wiazacych
dsRNA. Badania biochemiczne przeprowadzone przez Qin i wsp. nie potwierdzity jednak,
aby DUF283 z AtDCL-4 mogta oddziatywaé¢ z dsRNA (Qin et al. 2010). Badacze pokazali
natomiast, ze ro$linne DUF283 moga wiaza¢ partneréw bialkowych rybonukleaz DCL.
Doktadniej, autorzy wykazali, ze DUF283 z AtDCL-1 oddziatuje specyficznie z domena
wiazaca dsRNA biatka HYL1 (ang. hyponastic leaves 1), natomiast DUF283 z AtDCL-4,
oddzialuje w sposob selektywny z innym biatkiem wiazacym dsRNA, DRB4 (Qin et al.
2010). Kilka lat p6zniej pokazano, ze DUF283 oraz domena helikazowa hDicer biora udziat
w wiazaniu deaminazy adenozyny dsRNA (ang. adenosine deaminase acting on RNA 1,
ADAR1) (Ota et al. 2013). Ze wzgledu na udzial DUF283 w wiazaniu innych bialek, domena

ta czgsto nazywana jest domena dimeryzacji.

Biorac pod uwagg fakt, ze rola ludzkiej DUF283 w oddziatywaniu z kwasami
nukleinowymi pozostawata niewyjasniona, postanowiliSmy zbada¢ potencjalny udzial tej
domeny w wigzaniu roznych RNA, w tym testowanych przez nas oligomerow RNA.
Uzyskane wyniki zostaly zaprezentowane w publikacji oryginalnej zatytutowanej “Revealing
a new activity of the human Dicer DUF283 domain in vitro”. Rekombinowana ludzka
DUF283 zostala otrzymana w systemie bakteryjnym. Sekwencja kodujaca DUF283
wykorzystana do otrzymania konstruktu, podobnie jak w przypadku hDicer, pochodzita
z zakupionego wektora pBluescriptR_Dicer (PubMed, NM_030621). DUF283 zostala
réwniez zaopatrzona w znacznik histydynowy na koncu N (masa otrzymywanego biatka
rekombinowanego ~17 kDa). Biatko oczyszczane byto dwuetapowo, metoda chromatografii

powinowactwa oraz chromatografii jonowymiennej, a otrzymany preparat byt wysoce
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homogenny (>95%). Poczatkowo pokazalismy, ze ludzka DUF283, podobnie jak ro$linna
DUF283 z AtDCL-4, nie oddziatuje z dSRNA. Postanowiliémy jednak sprawdzi¢ czy ludzka
DUF283 moze wigza¢ inne formy kwasow nukleinowych, np. ssSRNA. Wstepnie zbadali§my,
czy DUF283 moze wiaza¢ ssRNA o dlugosci miRNA/siRNA, czyli ~22-nt ssRNA. Okazato
si¢, ze ludzka DUF283 oddzialuje z 22-nt ssSRNA! W naszej kolekcji znajdowat si¢ zbior
oligomerow RNA (regulatoréw hDicer) o dlugosciach od 12- do 62-nt. SprawdzilisSmy zatem
czy DUF283 moze oddziatywac z 12-, 32-, 42-, 52-, 62-merami RNA. Wyniki prowadzonych
badan wykazaty, ze ludzka DUF283 wiazata wszystkie testowane oligomery, przy czym
w przypadku czasteczek >22-nt nie obserwowaliSmy pojedynczych kompleksoéw DUF283
i ssSRNA, tylko ich cate spektrum. Dodatkowo, czg$¢ materiatu pozostawata w kieszonkach,
dlatego nie byliSmy w stanie wyznaczy¢ statych wiazania dla DUF283 i RNA >22-nt. Co
ciekawe, zaobserwowalismy, ze DUF283 moze wiaza¢ 12-nt RNA, jednakze kompleksy
DUF283 i 12-nt RNA tworzyly si¢ bardzo niewydajnie. Przypomng w tym miejscu, ze nie
zaobserwowalis$my tworzenia kompleksow pomigdzy 12-nt RNA 1 hDicer, co ttumaczymy
stosunkowo wysokimi warto§ciami statych wiazania dla DUF283 i 12-nt RNA (>20 uM)
I stosunkowo niskim stgzeniem hDicer uzytej w eksperymentach opisanych w poprzednim
podrozdziale (<5 uM). Wyrazne i stabilne kompleksy tworzyly si¢ jedynie w przypadku
DUF283 i ~20-nt RNA. Stala wiazania wyznaczona dla takich kompleksow wynosita ~9,5
uM. Warto$¢ ta miescita si¢ w zakresie wartoSci stalej wiazania wyznaczonej dla innej
domeny Dicer, dsRBD i ~20-pz dsRNA: ~6,5 uM (Wostenberg et al. 2012), >8 uM (Doyle et
al. 2013). Dla poréwnania, warto$¢ statej wiazania dla kompleksu hDicer (kompletne biatko)
I ~20-nt RNA miescita si¢ w przedziale od ~0,13- do ~2,3 uM (Lima et al. 2009).

Podczas przeprowadzania jednej z reakcji kontrolnych, w przypadku ktérej produkty
reakcji wigzania DUF283 1 ssRNA rozdzielane byly w buforze zawierajacym czynnik
denaturujacy biatko ale nie RNA (siarczan dodecylu sodu), zaobserwowalismy, ze oprocz
produktow, ktore odpowiadaja niezwigzanym ssRNA, powstawaly takze dodatkowe, wolniej
migrujace produkty (Ryc. 3, prazek zaznaczony strzalka). Wnikliwa analiza pozwolita
ustali¢, ze testowany ssRNA posiada sekwencje samo-komplementarne, a obserwowane
prazki odpowiadaty homo-dimerowi tej czasteczki. Takie homo-dimery nie powstawaly

w reakcjach kontrolnych, do ktérych nie dodalismy DUF283 (Ryc. 3).
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Rycina 3. DUF283 oddzialuje z jednoniciowymi RNA

Na podstawie: “Revealing a new activity of the human Dicer DUF283 domain in vitro”, Kurzynska-Kokorniak
et al. (2016). Wizualizacje natywnych zeli poliakryloamidowych, w ktorych rozdzielane byly produkty reakcji
wiazania: (a) 22-pz dsSRNA i DUF283, (b) 22-nt RNA i DUF283, (c) 22-nt RNA i BSA (kontrola) (po lewej),
22-nt RNA i preparatu uzyskiwanego z bakterii transformowanych plazmidem ekspresyjnym wykorzystanym do
produkcji DUF283, jednak niezawierajacym cDNA DUF283 (kontrola) [EP, ang. empty plasmid] (po prawej),
(d) 22-nt RNA i DUF283, po dodaniu buforu zawierajacego czynnik denaturujacy biatko ale nie RNA (siarczan
dodecylu sodu), o stezeniu koncowym 0,2% (po lewej). Przewidziana struktura drugorzedowa homo-dimeru
tworzonego przez testowana czasteczke (22-nt RNA) (po prawej). [C-] — kontrole niezawierajace biatka.
Trojkaty przedstawiaja rosnace stgzenie DUF283, BSA Iub EP.

Otrzymane wyniki sugerowaty, ze DUF283 moze dziata¢ jak biatko opiekuncze (ang.
a chaperone protein) i wspiera¢ proces parowania sekwencji komplementarnych (tzw. ang.
annealing activity). W celu potwierdzenia naszej hipotezy przeprowadzili$my szereg reakcji,
ktore zawieraly DUF283 i odpowiednio: (i) parg 22-nt RNA, posiadajacych w pelni
komplementarne sekwencje, (ii) par¢ 22-nt i 21-nt RNA, posiadajacych czgsciowo
komplementarne sekwencje oraz (iii) parg 29-nt DNA, posiadajacych w pehni
komplementarne sekwencje. W przypadku wszystkich badanych par, DUF283, w znaczacym

stopniu, wspierata proces ich hybrydyzacji, przy czym wydajnos¢ hybrydyzacji byta
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proporcjonalna do czasu reakcji i1 stezenia DUF283. Jesli DUF283 nie zostata dodana do
mieszanin reakcyjnych, proces hybrydyzacji wspomnianych par byt niewydajny. Zadalismy
sobie pytanie, czy hDicer bgdzie takze wspierata proces hybrydyzacji RNA lub DNA
zawierajacych komplementarne sekwencje? Reakcje zawierajace trzy ww. pary zostaty
powtorzone z uzyciem naszego preparatu hDicer. Okazalo sig, ze hDicer rowniez wspiera

proces parowania sekwencji komplementarnych!

Dotychczas testowane uktady zawieraty stosunkowo krotkie oligomery RNA oraz
DNA. Zadali$my sobie zatem pytanie, czy DUF283 i hDicer beda wspiera¢ parowanie dwoch
komplementarnych czasteczek, dtuzszej 1 krotszej, jesli sekwencja komplementarna obecna
w dluzszej czasteczce bedzie niedostepna dla czasteczki krotszej, zgodnie ze schematem
zaprezentowanym na Ryc. 4. Reakcje kontrolne prowadzone bez DUF283/ hDicer, badz
zawierajace biatko niewigzace kwasow nukleinowych (BSA, ang. bovine serum albumin),
wykazaty, ze sekwencje komplementarne, obecne w dluzszej i krotszej czasteczce, nie
odnajduja si¢ spontanicznie w zastosowanych warunkach reakcyjnych. Podanie DUF283,
badz hDicer, znaczaco wspieralo hybrydyzacje komplementarnych czasteczek RNA (Ryec. 4).
Co ciekawe, zaobserwowalismy, ze DUF283, w poroéwnaniu do hDicer, wydajniej wspiera
hybrydyzacje czasteczek zawierajacych sekwencje komplementarne, co tlumaczymy
obecnoscia innych domen wiazacych kwasy nukleinowe w hDicer. Przypuszczalnie,
w przypadku kiedy w mieszaninach reakcyjnych znajdowat si¢ nadmiar hDicer w stosunku
do ssRNA, rozne domeny hDicer wspolzawodniczylty o wigzanie dostgpnych ssRNA
i tworzacych si¢ dsRNA. Przypomneg, ze stata wiazania dla DUF283 i ssRNA jest
stosunkowo wysoka, W porownaniu do statych wigzania wyznaczonych dla hDicer
i odpowiednich ssRNA; dodatkowo, wartoéci te sa znaczaco wyzsze od stalych wiazania

wyznaczonych dla hDicer i dsSRNA.
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Rycina 4. DUF283 i hDicer wspieraja parowanie pomigdzy krétkim RNA i sekwencja do niego
komplementarng obecng w dluzej czasteczce RNA

Na podstawie: “Revealing a new activity of the human Dicer DUF283 domain in vitro”, Kurzynska-Kokorniak
et al. (2016). (a) Schemat przedstawiajacy przebieg eksperymentu. Kolorowe linie obrazuja sekwencje
komplementarne. (b-d) Wizualizacje natywnych zeli poliakryloamidowych, w ktorych rozdzielane byty
produkty reakcji hybrydyzacji zawierajacych 21-nt RNA (czasteczka znakowana radioizotopowo) i 58-nt RNA
oraz rosnace ste¢zenia biatek: (b) DUF 283, (c) hDicer lub (d) BSA (kontrola). Produkty reakcji rozdzielane byty
w buforze zawierajacym SDS o st¢zeniu koncowym: 0,2%.

Obecnie nie ma danych strukturalnych dla kompleksu DUF283 i RNA, zatem trudno
przewidzie¢, ktore z reszt aminokwasowych moglyby uczestniczy¢ w opisanej przez nas
aktywnosci hDicer. Biorac pod uwage dane dotyczace samej DUF283 (Dlakic 2006; Qin et
al. 2010), mozemy przypuszczaé, ze caly szereg pozytywnie natadowanych reszt
aminokwasowych, obecnych na powierzchni struktur  motywu o-B-B-p-0, moze
oddziatywa¢ z jednoniciowymi kwasami nukleinowymi. Niestety, na podstawie powyzszych
zatozen trudno zaprojektowaé i otrzymaé pozadane mutanty hDicer. PostanowiliSmy zatem
zbada¢ czy homolog hDicer, pochodzacy z pierwotniaka Giardia intestinalis, GiDicer
(,,minimalna” Dicer), ktory nie zawiera domeny DUF283, moze wspiera¢ proces parowania
komplementarnych RNA. Przeprowadzone badania pokazaty, ze GiDicer, w przeciwienstwie
do hDicer, nie wspierata hybrydyzacji ssSRNA zawierajacych sekwencje komplementarne.
Chociaz wyniki naszych badan jednoznacznie wskazuja, ze ludzka DUF283 ulatwia
parowanie czasteczek RNA oraz DNA zawierajacych sekwencje komplementarne, nie
mozemy wykluczy¢, ze inne domeny obecne w hDicer, rowniez uczestnicza w tym procesie
(np. domena helikazowa). Na podstawie przeprowadzonych badan mozemy jednak

wnioskowa¢, ze aktywno$¢ hDicer polegajaca na  wspieraniu  hybrydyzacji
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komplementarnych kwasow nukleinowych (aktywno$¢ charakterystyczna dla biatek

opiekunczych) rozwingta si¢ u wyzszych eukariontow.
Perspektywy

Analiza przedstawionych powyze] wynikOw nasuwa proste pytanie: gdzie 1 w jakich
okolicznos$ciach opisana przez nas aktywno$¢ hDicer mogtaby by¢ przydatna w komérce?
Zgodnie ze stechiometrycznym modelem regulacji ekspresji genow za pomoca MIRNA,
w komorkach powstaje zdecydowanie wigcej miRNA, niz czasteczek biatka Ago (Janas et al.
2012). W konsekwencji, nie wszystkie miRNA moga zosta¢ zwiazane z kompleksem RISC.
Mozemy sobie zatem wyobrazi¢, ze Dicer (poza kompleksem RISC) moze wspiera¢
parowanie niezwiazanych przez Ago czasteczek MIRNA i komplementarnych sekwencji
regulatorowych, ktore wystepuja w rejonach 3-UTR transkryptéw. Co ciekawe, analiza
transkryptomu cztowieka pozwolita na zidentyfikowanie tzw. rejondw (sekwencji)
,pasywnych” wiazacych Dicer (ang. “passive” Dicer binding sites) (Rybak-Wolf et al.
2014). Sekwencje te zlokalizowane sa zazwyczaj W rejonach 3'-UTR transkryptow
I przyjmuja struktury typu spinki do wlosow. Grupa prof. N. Rajewskiego wykazata, ze Dicer
moze rozpoznawac i wiazac takie sekwencje; co wigcej, po zwiazaniu sekwencji pasywnych
nie dochodzi do przecinania transkryptu przez Dicer. Obecno$¢ Dicer w obrgbie rejondéw 3'-
UTR transkryptow moze wspiera¢ nasza hipotezg, ze Dicer, dzialajac poza kompleksem
RISC, bezposrednio uczestniczy w procesie regulacji ekspresji genow. Dicer, wspierajac
hybrydyzacje pomigdzy miRNA i sekwencja komplementarna obecna w rejonie
regulatorowym transkryptu, moglaby hamowac proces translacji okreslonych mRNA.
W niedalekiej przysztosci chcialabym rozwina¢ badania dotyczace potencjalnego,
bezposredniego udziatu Dicer w procesie potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw oraz

potencjalnego funkcjonowania Dicer jako biatka opiekunczego.

II c. Identyfikacja gendéw kodujacych bialka typu Dicer w modelowej roslinie

Medicago truncatula i charakterystyka poziomu ich ekspresji

O ile zwierzgce Dicer wydaja si¢ stosunkowo dobrze poznane, nasza wiedza na temat
roslinnych biatek typu Dicer jest ciagle niewielka. Jedna z przyczyn takiego stanu rzeczy
moze by¢ fakt, ze zdecydowana wigkszo$¢ zwierzat posiada jedna, ewentualnie dwie

rybonukleazy Dicer, natomiast roslinnych biatek typu Dicer zidentyfikowano znacznie
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wigcej. W Instytucie Chemii Bioorganicznej od lat prowadzone sa badania dotyczace
uktadow symbiotycznych migdzy roslinami motylkowatymi (gospodarzami) i bakteriami
glebowymi rodzaju Rhizobium (symbiontami). Modelowa roslina wsréd motylkowatych jest
Medicago truncatula - roslina z gatunku lucerny, nalezaca do rodziny bobowatych.
W wyniku symbiozy ro$liny z bakteriami Rhizobium sp. powstaja brodawki korzeniowe —
wyspecjalizowane organy, w ktoérych panuja warunki umozliwiajace wiazanie azotu
czasteczkowego przez ww. bakterie do formy przyswajalnej przez rosliny. Symbioza
I wiazacy si¢ z nig rozwoj brodawek poprzedzone sa ,,dialogiem molekularnym” pomigdzy
gospodarzem a symbiontem. Oba te procesy wymagaja produkcji specyficznych
fitohormonéw. Ustalenie symbiozy oraz tworzenie brodawek korzeniowych powiazane sa
takze z aktywacja gendéw symbiotycznych u obu partnerdw. Zidentyfikowano ponadto
ro$linne miRNA, ktore uczestnicza w procesie tworzenia brodawek korzeniowych (Oldroyd
et al. 2011; Bazin et al. 2012). Ciagle niewiele jednak wiadomo na temat udziatu biatek typu
Dicer we wspomnianym procesie. W M. truncatula zidentyfikowano zaledwie trzy geny
kodujace biatka typu Dicer, odpowiednio MtDCL-1, -2 oraz -3 (Capitao et al. 2011). Nie
zidentyfikowano natomiast homologu genu DCL-4, pomimo ustalenia obecnosci tego genu

u innych roslin motylkowatych (Bustos-Sanmamed et al. 2013).

Zadalismy sobie zatem pytania: ile genow kodujgcych bialka typu Dicer znajduje
sie w M. truncatula, jaki jest poziom ich ekspresji (mMRNA) w réznych cze¢sciach rosliny,
czy geny bialek typu Dicer ulegaja ekspresji w brodawkach korzeniowych? Odpowiedzi
na wszystkie powyzsze pytania zostaty zawarte w publikacji oryginalnej zatytutowanej “Six
Medicago truncatula Dicer-like protein genes are expressed in plant cells and upregulated
in nodules”.

Genom M. truncatula zostat przesekwencjonowany (Cannon et al. 2005; Young et al.
2005). Przeszukujac aktualne bazy danych zawierajace sekwencje genomowe M. truncatula,
zidentyfikowali$my trzy nowe, dotychczas nieopisane geny, kodujace odpowiednio, MtDCL-
4 oraz dwa homologi MtDCL-2, w tym jeden wariant skrocony. Przeprowadzone badania
wykazatly, ze wszystkie z sze$ciu badanych genow, MtDCL-1, trzy izoformy MtDCL-2 (-2a,-
2b,-2c), MtDCL-3 oraz MtDCL-4, ulegaja ekspresji na poziomie mRNA w M. truncatula,
przy czym poziom ich ekspresji byt rézny w rdéznych, badanych czgsciach rosliny,
tj. w korzeniach, lisciach, todydze, stozku wzrostu. Byt on rowniez inny w nasionach oraz

w siewkach rézniacych si¢ czasem wzrostu. Co ciekawe, okazalo si¢, ze w brodawkach
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korzeniowych roslin symbiotycznych poziom ekspresji wszystkich zidentyfikowanych genow
kodujacych biatka DCL znaczaco wzrasta. W szczegdlnosci zaobserwowalis$my ponad
dwudziestokrotny wzrost poziomu mRNA jednej z izoform MtDCL-2 (MtDCL-2b),
w poréwnaniu do poziomu mMRNA MtDCL-2b w korzeniach roslin kontrolnych oraz
W korzeniach  roélin  traktowanych  niesymbiotycznymi  szczepami  bakteryjnymi.
Na podstawie otrzymanych wynikéw mozemy sadzi¢, ze rybonukleaza MtDCL-2b pelni
wazna funkcje w procesie powstawania i/lub w funkcjonowaniu brodawek korzeniowych.
Znaczace podwyzszenie poziomu ekspresji MtDCL-2b, w poréwnaniu do poziomu ekspresji
dwoch pozostatych izoform, wskazuje rowniez, ze warianty MtDCL-2 moga pehni¢ rozne

funkcje.

Ponadto, podczas klonowania puli uzyskanego cDNA, zidentyfikowaliSmy wariant
transkrypcyjny genu MtDCL-1, w ktorym nie doszto do usunigcia intronu 14 (wariant bedacy
produktem procesu alternatywnego skladania). Co ciekawe, podobny wariant transkryptu
DCL-1 zidentyfikowano wczesniej u Arabidopsis (Xie et al. 2003). W pierwotnym
transkrypcie genu Arabidopsis thaliana DCL-1 (AtDCL-1 pre-mRNA), intron 14 tworzy
strukturg¢ typu spinki, ktora jest rozpoznawana i cigta przez produkt tego genu - biatko
AtDCL-1; spinka ta zawiera rOwniez sekwencj¢ miR-838 (Rajagopalan et al. 2006). Obecnie
sugeruje sig, ze w przypadku duzego stezenia AtDCL-1 w jadrze komorkowym, biatko to
wspolzawodniczy z innymi biatkami bioracymi udziat w procesie skladania transkryptow,
0 wiazanie do AtDCL-1 pre-mRNA. W wyniku zwiazania biatka AtDCL-1 do intronu 14
wiasnego pre-mRNA, dochodzi do wycinania spinki zawierajacej miR-838 i w konsekwencji
do powstania skroconych transkryptéw. Ostatecznie, nie dochodzi do produkcji biatka
AtDCL-1 (proces negatywnej autoregulacji). Ewentualnie, jesli takie skrocone transkrypty
ulegaja translacji, powstaja nickompletne biatka AtDCL-1, ktore, jak mozna przypuszczac,
konkuruja z kompletnymi AtDCL-1 o wiazanie czasteczek RNA 1 partneréw biatkowych
uczestniczacych w procesie biogenezy miRNA (Rajagopalan et al. 2006). Nasze wstepne
badania wykazaty, ze intron 14 MtDCL-1 tworzy podobna struktur¢ spinkowa jak intron 14
AtDCL-1 i zawiera sekwencj¢ homologiczna do Ath miR-838. Ponadto, zauwazyliSmy, ze
intron 14 MtDCL-1 zawiera kodon STOP, ktory znajduje si¢ w ramce odczytu biatka, co
moze skutkowaé¢ powstawaniem skroconych form rybonukleazy MtDCL-1. Ponadto, jak
wspomniatam na poczatku niniejszego podrozdziatu, udato nam si¢ zidentyfikowac skrocony

wariant genu MtDCL-2 (MtDCL-2c); wariant ten koduje biatko nieposiadajace domeny
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RNazy Illb idsRBD. W tym momencie chciatabym podkresli¢, ze w przypadku hDicer
zidentyfikowano wiele wariantéw transkrypcyjnych genu DICERL, w tym warianty powstale
w wyniku alternatywnego sktadania, kodujace biatka pozbawione niektorych domen.
Co ciekawe, w komdrkach ludzkich i u nicienia C. elegans odkryto skrocone formy Dicer,
powstajace w wyniku aktywnos$ci proteolitycznej kaspaz uwalnianych podczas procesu
apoptozy. Problematyka ta zostata szczegdtowo przedyskutowana w publikacji przegladowe;j
»The many faces of Dicer: the complexity of the mechanisms regulating Dicer gene

expression and enzyme activities”.

Wystgpowanie wariantow transkrypcyjnych genow kodujacych biatka typu Dicer,
a takze procesy prowadzace do powstawania skroconych form tych bialek, to tylko niektore
ze sposobOw regulacji ilosci i aktywno$ci biatek z rodziny Dicer. Na podstawie
zgromadzonych danych mozemy przypuszcza¢, ze mechanizmy tej regulacji moga by¢
podobne zarowno w §wiecie zwierzat, jak i roslin. Niewatpliwie konieczne sa dalsze badania,
ktore umozliwia Szczegdlowe opisanie podobienstw i réznic dotyczacych mechanizmow

regulujacych aktywnos¢ biatek typu Dicer w krdlestwie roslin i zwierzat.
Perspektywy

Obecnie posiadamy konstrukty pozwalajace na otrzymywanie MtDCL-1, -2, -3 oraz -4
w bakulowirusowym systemie ekspresji genoéw. Biorac pod uwage wyniki naszych
dotychczasowych badan, w niedalekiej przysztosci checialabym skupi¢ si¢ na problemie, czy
krotkie RNA moga réwniez wptywac na aktywnos$¢ roslinnych biatek typu Dicer oraz na
proces tworzenia roslinnych miRNA/SIRNA, podobnie jak ma to miejsce w przypadku
hDicer. Ponadto otrzymaliSmy konstrukty umozliwiajace produkcje W systemach
bakteryjnych domeny DUF283 z MtDCL-1, -2, -3 oraz -4. Chcialabym zatem ustali¢, czy
domeny DUF283, pochodzace z czterech r6znych roslinnych biatek typu Dicer, posiadaja

zdolnos$¢ do wspierania parowania komplementarnych czasteczek RNA lub DNA.

W ostatnim czasie bytam réwniez zaangazowana w badania dotyczace strukturalnych
aspektow procesu biogenezy krétkich regulatorowych RNA, w odniesieniu do roslinnego
biatka DCL-4 pochodzacego z A. thaliana, AtDCL-4. Zgodnie z modelem zaproponowanym
przez J. Doudna i wsp. (Macrae et al. 2006), dtugos¢ fragmentow RNA produkowanych

przez Dicer zalezy od odlegtosci jaka dzieli domeny RNazy Il i PAZ. Co ciekawe, wyniki

31



Dr Anna Kurzyriska-Kokorniak Autoreferat Zakacznik nr 2

naszych modelowan komputerowych wskazuja, ze odleglo$¢ ta nie jest warunkowana
dhugoscia helisy taczacej obie domeny, jak pierwotnie zaktadano, a przestrzenna aranzacja
domeny platformy, ktéra w strukturze trzeciorzedowej lokuje si¢ pomiedzy domeng PAZ
i domenami RNazy Ill (Modeling of the catalytic core of Arabidopsis thaliana Dicer-like 4
protein and its complex with double-stranded RNA, praca w recenzji w: Computational

Biology and Chemistry).
III. Osiagniecia

Publikacje wchodzace w sktad przedtozonego osiagnigcia naukowego zatytutowanego
,,Rybonukleazy typu Dicer oraz czynniki zaangaiowane w regulacje ich aktywnosci
ze szczegolnym  uwzglednieniem  krotkich RNA”, w ktorych, w wigkszosci, jestem

pierwszym i/lub korespondencyjnym autorem:

1. Ujawniaja, ze w warunkach in vitro czasteczki RNA moga by¢ nie tylko substratami, ale
i regulatorami aktywnosci rybonukleazy hDicer. Krotkie RNA: (i) moga wiaza¢ hDicer
(uniwersalne inhibitory  hDicer), (i) w przypadku posiadania  sekwencji
komplementarnych wobec prekursorow, moga takze oddziatywa¢ z pre-miRNA
(specyficzne inhibitory cigcia pre-miRNA przez hDicer). Tym samym zgromadzone dane
wykazuja, ze aktywnos$¢ rybonukleazowa hDicer moze by¢ regulowana przez krotkie

czasteczki RNA.

2. Pokazuja, ze hDicer w warunkach in vitro moze wiaza¢ szerokie spektrum
jednoniciowych RNA o0roznej sekwencji i roznej dlugosci. Wydajnie wigzane sa

jednoniciowe RNA dtuzsze niz 20-nt.

3. Stanowia udokumentowany wklad w badania dotyczace Dicer, w szczegolnosci
W konteks$cie regulacji jej aktywnosci przez krotkie RNA; wyniki naszych badan zostaty
szczegdtowo przedyskutowane na tamach prestizowego czasopisma, na tle obecnej wiedzy

na temat Dicer, mechanizmu jej dziatania i regulacji jej aktywnosci.

4. Po raz pierwszy pokazuja, ze domena DUF283 hDicer moze oddziatywa¢ z kwasami
nukleinowymi - ludzka DUF283 oddziatuje z jednoniciowymi RNA i DNA, nie oddziatuje
natomiast z dwuniciowymi RNA i DNA.
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5. Ujawniaja, ze zar6wno ludzka DUF283, jak i kompletna hDicer wspieraja w warunkach in
vitro proces parowania sekwencji komplementarnych wystepujacych w kwasach
nukleinowych (tzw. ang. annealing activity). Zgromadzone dane pozwalaja sadzic,
iz hDicer pelni funkcj¢ charakterystyczng dla biatek opiekunczych (ang. chaperone like

proteins).

6. Proponuja nowa funkcje dla Dicer — bezposredni udzial w procesie potranskrypcyjnej
regulacji ekspresji gené6w. Wyniki naszych badan ujawniaja skomplikowana naturg Dicer,

ktorej funkcje moga siggac daleko poza proces biogenezy srRNA.

7. Po raz pierwszy opisuja sze$¢ genow kodujacych bialkka DCL w modelowej ros$linie
motylkowatej M. truncatula: MtDCL-1, -2a, -2b, -2c, -3 and -4, w tym trzy geny
zidentyfikowane przez nas (MtDCL-2b, -2c i -4), oraz charakteryzuja ich ekspresj¢
w réznych czgsciach rosliny. Dodatkowo wykazuja, ze ekspresja genow kodujacych biatka
DCL jest znaczaco podwyzszona w brodawkach korzeniowych, w wyniku symbiozy
M. truncatula z bakteriami z rodzaju Rhizobium. Tym samym wyniki naszych badan

ujawniaja potencjalny udziat biatek DCL w procesie brodawkowania.

8. Sugeruja, ze wystepowanie réznych form Dicer (zar6wno na poziomie mRNA jak i biatka)
moze stanowi¢ uniwersalny mechanizm regulacji poziomu oraz aktywnos$ci biatek typu
Dicer, zarowno w $wiecie ro$lin, jak 1 zwierzat. Przypuszczamy, ze zidentyfikowany przez
nas w M. truncatula wariant transkrypcyjny genu MtDCL-1 (powstajacy w wyniku
alternatywnego sktadania) moze bra¢ udziat w tkankowo-specyficznej regulacji poziomu
biatka MtDCL-1.

Efektem przeprowadzonych badan sa rowniez rozwiazania praktyczne, opisane

W zalaczonych patentach oraz w zgtoszeniach patentowych.
IV. Zastosowanie praktyczne

IV a. Oligomery RNA regulujace aktywnosé Dicer oraz proces uwalniania miRNA

z ich prekursorow

Jednym z najwigkszych wyzwan stawianych wspolczesnym naukom biomedycznym jest
projektowanie i otrzymywanie terapeutykow dziatajacych w sposob selektywny na okreslone

cele biologiczne, np. i) zwiazkéw niszczacych wybiorczo komorki nowotworowe,
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a niemajacych negatywnego wplywu na komorki zdrowe; ii) zwiazkéw hamujacych
aktywno$¢ konkretnych biatek i niewiazacych biatek charakteryzujacych sie podobna
budowa i funkcja do bialka stanowiacego cel terapii. Strategia opisana w publikacji
oryginalnej “A new short oligonucleotide-based strategy for the precursor-specific
regulation of microRNA processing by Dicer” umozliwia projektowanie czasteczek
regulatorowych, ktore zarbwno w sposob uniwersalny, jak i wybidrczy moga kontrolowac
proces dojrzewania, a takze funkcjonowania wybranych (konkretnych) czasteczek miRNA.
Wierzac, iz zaproponowane przez nas rozwiazania otworza droge do opracowania nowych,
specyficznych metod terapeutycznych, ktére moga znalez¢ zastosowanie w leczeniu schorzen
wywotanych zmiang prawidlowego poziomu ekspresji wybranych czasteczek regulatorowych
(SrRNA), np. w leczeniu choréb nowotworowych, neurodegeneracyjnych, czy zakaznych,
wystapilismy do polskiego, europejskiego oraz amerykanskiego Urzedu Patentowego

0 ochrong patentowa naszego wynalazku:

Przedmiot ochrony: “Oligomer RNA, sposob regulowania procesu powstawania miRNA
oraz zastosowanie oligomeréw RNA jako regulatoréw procesu powstawania miRNA”
(ang. “An RNA oligomer, methods for regulating a microRNA production process and

RNA oligomers used as microRNA production process regulators™)

Autorzy: A. Kurzynska-Kokorniak, N. Koralewska,. A. Tyczewska, T. Twardowski , M.
Figlerowicz;

Zgloszenia patentowe:

e Urzad Patentowy RP: P-398 211 (2012)

e FEuropejski Urzad Patentowy: PCT/PL2013/000024 (2013)

e Amerykanski Urzad Patentowy: PCT/PL2013/000024 (2014)

IV b. Peptyd o aktywnoSci enzymatycznej biatka typu Dicer

Klonowanie cDNA, pochodzacego z procesu odwrotnej transkrypcji puli RNA izolowanej
z mtodych lisci i szczytowej czgsci pedu nadziemnego M. truncatula, umozliwito uzyskanie
sekwencji  kodujacej MtDCL-1. Sekwencja ta postuzyla do otrzymania konstruktu
pozwalajacego na produkcje rekombinowanej, skroconej formy MtDCL-1 w komorkach
bakteryjnych. Konstrukt do produkcji biatka zawieral fragment sekwencji MtDCL-1
kodujacy domeny, odpowiednio: PAZ, RNazy llla i lllb oraz dwie domeny dsRBD

34



Dr Anna Kurzyriska-Kokorniak Autoreferat Zakacznik nr 2

(MtDCL1pepA). Ponadto, do sekwencji MtDCLIpepA dotaczono sekwencje (znaczniki)
kodujace: peptyd S-transferazy glutationowej (znacznik GST), peptyd FLAG oraz znacznik
heksahistydynowy (His), zgodnie ze schematem przedstawionym na Ryc. 5. Dotaczone
znaczniki umozliwiaja oczyszczanie peptydu MtDCL1pepA metodami chromatografii

powinowactwa, a takze jego detekcje za pomoca przeciwcial specyficznych wobec peptydu
FLAG.

v {EcoRI
MtDCL1pepA

Sall
FLAG & His

Ptac

pPGEX-MtDCL1pepA
~6800 pz

Amp

Lacl9

Rycina 5. Schemat konstruktu kodujacego MtDCL1pepA

Na podstawie opisu zgtoszenia patentowego ,, Peptyd o aktywnosci enzymatycznej biatka typu Dicer, sposob
otrzymywania krotkich czqsteczek RNA oraz jego zastosowanie”. Objasnienia: Amp' — gen opornosci na
ampicyling, Lacl? - represor Lacl, Ptac — promotor (hybrydowy promotor zawierajacy sekwencje promotora
tryptofanowego oraz sekwencje¢ promotora lacUV5), EcoRI, Sall - miejsca zawierajace sekwencje
rozpoznawane i cigte przez odpowiednie enzymy restrykcyjne. GST — sekwencja kodujaca peptyd S-transferazy
glutationowej, FLAG & His — sekwencje kodujace znaczniki: FLAG oraz heksahistydynowy.

Peptyd MtDCL1pepA otrzymywany byt w szczepach ekspresyjnych E. coli. Wyizolowane
biatko oczyszczane byto metoda chromatografii powinowactwa do glutationu i/lub niklu.
Nastegpnie, wykorzystujac rozne pre-miRNA oraz dsRNA, wykazaliSmy, Ze otrzymywany
peptyd posiada aktywno$¢ rybonukleazowa, charakterystyczna dla RNaz III. W kazdym
przypadku dochodzito do uwalniania specyficznych produktéw, o dlugosciach 23-25 nt.
Szczegdtowy opis konstrukcji plazmidu ekspresyjnego oraz produkcji charakterystycznych,
krotkich RNA przez MtDCL1pepA zawarty zostal w rozwiazaniu zatytutowanym ,, Peptyd
0 aktywnosci enzymatycznej biatka typu Dicer, sposob otrzymywania krotkich czqsteczek
RNA oraz jego zastosowanie” (ang.”Peptide with the enzymatic activity of a Dicer-like

protein, a method for preparing short RNA molecules, and use thereof”), ktore obecnie jest
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przedmiotem ochrony patentowej otrzymanej zarOwno na terenie Polski (Patent PL, nr
221404), jak i Stanéw Zjednoczonych (Patent US, nr W02013006069-Al; PL395495-Al;
EP2726619-Al; US2014186895-Al1; US9051559-B2). Otrzymywany peptyd jest
Z powodzeniem wykorzystywany do produkcji krétkich RNA o dlugosci ~24+1-nt.
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V. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH.
A. Lista publikacji niewchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)

1. Urbanowicz A, Kurzynska-Kokorniak A, Jankowska A, Alejska M, Figlerowicz M
(2012). Low recombination activity of R region located at both ends of the HIV-1 genome,
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IF (2012) - 1.185 // Cyt. W0S — 0

2. Miazga A, Hamy F, Louvel S, Klimkait T, Pietrusiewicz Z, Kurzynska-Kokorniak A,
Figlerowicz M, Winska P, Kulikowski T (2011). Thiated derivatives of 2',3'-dideoxy-3'-
fluorothymidine: synthesis, in vitro anti-HIV-1 activity and interaction with recombinant
drug resistant HIV-1 reverse transcriptase forms, Antiviral Res. 92(1), 57-63.

IF (2011) - 4.301 // Cyt. WoS — 1

3. Jackowiak P, Figlerowicz M, Kurzynska-Kokorniak A, Figlerowicz M (2011).
Mechanisms involved in the development of chronic hepatitis C as potential targets of
antiviral therapy, Curr Pharm Biotechnol. 12(11), 1774-80.

IF (2011) - 2.805 // Cyt. W0S — 6

4. Kurzynska-Kokorniak A, Jackowiak P, Figlerowicz M, Figlerowicz M (2009). Human-
and virus-encoded microRNAs as potential targets of antiviral therapy, Mini Rev Med
Chem. 9(8), 927-37.

IF (2009) - 2.971 pkt. // Cyt. WoS — 11

5. Kurzynska-Kokorniak A, Jamburuthugoda VK, Bibillo A, Eickbush TH (2007). DNA-
directed DNA polymerase and strand displacement activity of the reverse transcriptase
encoded by the R2 retrotransposon, J Mol Biol. 374(2), 322-33.

IF (2007) - 4.472 // Cyt. WoS — 23

6. M. Figlerowicz, M. Alejska, A. Kurzynska-Kokorniak, M. Figlerowicz (2003). Genetic
variability-the key problem in prevention and therapy of RNA-based virus infections,
Medicinal Research Reviews 23(4), 488-518.

IF (2003) - 7.788 // Cyt. WoS — 34
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7. M. Alejska, A. Kurzynska-Kokorniak, M. Broda, R. Kierzek, M. Figlerowicz (2001).
How RNA viruses exchange their genetic material, Acta Biochimica Polonica 48, 391-
407.

IF (2001) - 0.832 // Cyt. WoS — 28

Sumaryczny IF publikacji niewchodzacych w sktad osiagnigcia naukowego: 24.354

Sumaryczny Impact Factor (IF) zostal obliczony na podstawie danych z Web of Science
(WoS), zgodnie z rokiem opublikowania danej pozyciji.

Publikacje w czasopismach miedzynarodowych lub krajowych innych niz znajdujace sie w bazie JCR

8. Kurzynska-Kokorniak A, Koralewska N, Tyczewska A, Twardowski T, Figlerowicz M
(2014). RNA oligomers as microRNA production process regulators. Biotechnologia 95
(4):272-275.

9. Tworak A, Urbanowicz A, Koralewska N, Pokornowska M, Kurzynska-Kokorniak A,
Podkowinski J, Figlerwicz M (2014). Dicer-like proteins in Medicago truncatula,
a model legume plant. Biotechnologia 95 (1):120-121.

10. Kurzynska-Kokorniak A, Figlerowicz M, Jackowiak P, Figlerowicz M (2004). HIV —
pochodzenie, cykl replikacyjny, leczenie, Na pograniczu chemii i biologii, tom X:383-
400, Red. H. Koroniak i J. Barciszewski.

11. Kurzynska-Kokorniak A, Urbanowicz A, Jackowiak P, Jankowska A, Malinowska N,
Alejska M, Figlerowicz M (2003). Construction of the universal system for the in vitro
studies of HIV-1 reverse transcriptase-mediated RNA recombination, Annals of the
Polish Chemical Society 2(1), 104-1009.

12. Kurzynska-Kokorniak A, Jaskolski M, Figlerowicz M (2002). Reverse transcriptase —
an enzyme generating the genetic variability of human immunodeficiency virus,
Biotechnologia 1(56), 24-34.

Zgloszenia patentowe

13. Kurzynska-Kokorniak A, Koralewska N, Tyczewska A, Twardowski T, Figlerowicz M

e Urzad Patentowy RP: P-398 211 (2012) “Oligomer RNA, sposob regulowania procesu
powstawania miRNA oraz zastosowanie oligomeréw RNA jako regulatoréw procesu
powstawania miRNA”
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e Europejski Urzad Patentowy: PCT/PL2013/000024 (2013) “An RNA oligomer, methods
for regulating a microRNA production process and RNA oligomers used as microRNA
production process regulators”

e Amerykanski Urzad Patentowy: PCT/PL2013/000024 (2014) “An RNA oligomer,
methods for regulating a microRNA production process and RNA oligomers used as
microRNA production process regulators”

Publikacje naukowe w recenzji

1. Milewski MC, Kamel K, Kurzynska-Kokorniak A, Chmielewski MK, Figlerowicz M.
EvOligo — a novel software to design and group libraries of oligonucleotides applicable
for nucleic acid-based experiments; w recenzji w: Journal of Computational Biology

2. Mickiewicz A, Sarzynska J, Mitostan M, Kurzynska-Kokorniak A, Rybarczyk A,
Lukasiak P, Kulinski T, Figlerowicz M, Btazewicz J. Modeling of the catalytic core of
Arabidopsis thaliana Dicer-like 4 protein and its complex with double-stranded RNA,;
w recenzji w: Computational Biology and Chemistry

B. Oméwienie publikacji niewchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Dorobek po doktoracie

I. Problematyka dotyczaca zagadnienia ,Rybonukleazy typu Dicer oraz czynniki zaangazowane

w regulacjg ich aktywnosci ze szczegdlnym uwzglednieniem krétkich RNA”

Aspekty dotyczace projektowania i sposobu dziatania regulatorow RNA specyficznych
wobec okreslonych pre-miRNA, tj. regulatorow procesu tworzenia okreslonych miRNA
z pre-miRNA przez hDicer, zostaty opisane w zgloszeniach patentowych, odpowiednio:

Kurzynska-Kokorniak A, Koralewska N, Tyczewska A, Twardowski T, Figlerowicz M

Oligomer RNA, sposo’b regulowania procesu  powstawania miRNA oraz zastosowanie

oligomeréw RNA jako regulatoréw procesu powstawania miRNA
Urzad Patentowy RP: P-398 211 (2012)
oraz

An RNA oligomer, methods for regulating a microRNA production process and RNA oligomers

used as microRNA production process regulators
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Europejski Urzad Patentowy: PCT/PL2013/000024 (2013)
oraz Amerykanski Urzad Patentowy: PCT/PL2013/000024 (2014)

Moj wkiad w powstanie ww. publikacji (zgloszen) polegal na wspottworzeniu zarowno
0golnej jak i szczegotowej koncepcji badan naukowych, ktore doprowadzity do powstania
rozwiqzania bedqcego przedmiotem ww. zgloszen patentowych. Moj wkiad w powstanie ww.
zgloszen polegat takze na zaplanowaniu doswiadczen i na udziale w czesci eksperymentalnej
zaprezentowanej w zgloszeniach oraz na napisaniu wstepnej wersji ww. zgloszen. Ponadto,
uczestniczytam w  przygotowaniu wyjasnienn i odpowiedzi na uwagi zamieszczone
w sprawozdaniach z urzedow patentowych. Bralam takze udzial w redakcji zastrzezen
patentowych i bytam odpowiedzialna za koncowe wersje zgtoszen. Opis wynikow badan
naukowych zostal zawarty w publikacji, wchodzqcej w skiad osiqgniecia naukowego
., Rybonukleazy typu Dicer oraz czynniki zaangazowane w regulacje ich aktywnosci ze
szczegolnym uwzglednieniem krotkich RNA”, zatytutlowanej ,,A new short oligonucleotide-
based strategy for the precursor-specific regulation of microRNA processing by Dicer”.

M0oj udziat procentowy szacuje na 50%.

Ponadto, praktyczne aspekty dotyczace regulacji aktywnos$ci rybonukleazy hDicer oraz
procesu powstawania miRNA z pre-miRNA z wykorzystaniem krétkich RNA, oraz opisy
zgloszen patentowych zostaty zawarte w opracowaniu:

Kurzynska-Kokorniak A, Koralewska N, Tyczewska A, Twardowski T, Figlerowicz M (2014).
Biotechnologia 95 (4):272-275

RNA oligomers as microRNA production process regulators

MOj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na zebraniu stosownych informacji
dotyczqcych zgloszen patentowych oraz na napisaniu ww. opracowania.

MOoj udziat procentowy szacuje na 50%.

Dodatkowo, bratam udziat w powstaniu opracowania, ktdre opisuje i charakteryzuje biatka
typu Dicer zidentyfikowane w modelowej roslinie motylkowatej M. truncatula:

Tworak A, Urbanowicz A, Koralewska N, Pokornowska M, Kurzynska-Kokorniak A,
Podkowinski ], Figlerwicz M (2014). Biotechnologia 95 (1):120-121.

Dicer-like proteins in Medicago truncatula, a model legume plant

Moj wkiad w powstanie tego opracowania polegat na zgromadzeniu odpowiednich danych
literaturowych, bratam réwniez udzial w dyskusji otrzymanych wynikow oraz w edycji
opracowania.
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Moj udziat procentowy szacuje na 10%.

II. Problematyka dotyczaca ludzkich wiruséw RNA, przyczyn ich zmiennoéci genetycznej oraz

nowych strategii terapii przeciwwirusowych

Po powrocie ze stazu podoktorskiego zaangazowana bytam w badania dotyczace retrowirusa
HIV-1, doktadniej, w poszukiwania i projektowanie nowych inhibitoréw nukleozydowych/
nukleotydowych, ktére moga hamowac proces replikacji HIV-1 (syntez¢ DNA katalizowana
przez wirusowa odwrotng transkryptaze, HIV-1 RT). Badania te prowadzone byly w ramach
migdzynarodowego projektu ,,Preparation and identification of new HIV reverse
transcriptase inhibitors targeted against HIV strains resistant to anti-HIV/AIDS drugs” (HIV
ReslInh) i zaowocowaty powstaniem dwoéch publikacji oryginalnych:

Miazga A, Hamy F, Louvel S, Klimkait T, Pietrusiewicz Z, Kurzynska-Kokorniak A,
Figlerowicz M, Winska P, Kulikowski T (2011). Antiviral Res. 92(1), 57-63

Thiated derivatives of 2',3'-dideoxy-3 -fluorothymidine: synthesis, in vitro anti-HIV-1 activity

and interaction with recombinant drug resistant HIV-1 reverse transcriptase forms

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegal na napisaniu paragrafu ,, Generation of reverse
transcriptase mutants”’. Bratam rowniez udzial w zaprojektowaniu wektorow stuzqcych do
ekspresji zmutowanych form odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1 (HIV-1 RT).
Uczestniczytam takze w badaniach aktywnosci enzymatycznej HIV-1 RT 1 jej zmutowanych
form oraz w testowaniu potencjatu inhibitorowego otrzymanych pochodnych nukleotydowych
wobec HIV-1 RT i jej mutantow. Bratam, rowniez udziat w edycji manuskryptu.

Moj udzial procentowy szacuje na 10%.
oraz

Urbanowicz A, Kurzyriska-Kokorniak A, Jankowska A, Alejska M, Figlerowicz M (2012). Acta
Biochim Pol. 59(4):619-26

Low recombination activity of R region located at both ends of the HIV-1 genome

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w doswiadczeniach dotyczqcych
aktywnosci rekombinazowej HIV-1 RT, ktorych rezultaty zostaly zaprezentowane na
Rysunkach 3 i 4. Bratam rowniez udzial w analizie i interpretacji wynikow oraz w edycji
manuskryptu. Ponadto, uczestniczylam w przedyskutowaniu otrzymanych recenzji oraz
w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Moj udziat procentowy szacuje na co najmniej 20%.
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Ponadto, wiedza zdobyta podczas realizacji projektu HIV ResInh zaowocowata powstaniem
dwoch prac przegladowych:

Kurzynska-Kokorniak A, Jackowiak P, Figlerowicz M, Figlerowicz M (2009). Mini Rev Med
Chem. 9(8), 927-37.

Human- and virus-encoded microRNAs as potential targets of antiviral therapy

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na zgromadzeniu danych literaturowych oraz
na napisaniu rozdziatow: Introduction, miRNA biogenesis and function, Role of cellular
miRNAs in host-virus interactions, Human and virus-encoded miRNAs as potential targets of
antiviral therapy, Potential agents modulating miRNA pathways, Conclusions. Ponadto,
Jjestem wspotautorem wszystkich rysunkow. Bratam rowniez udzial w edycji manuskryptu,
uczestniczytam takze w przedyskutowaniu otrzymanych recenzji oraz w przygotowaniu
odpowiedzi na uwagi recenzentow.

MOoj udziat procentowy szacuje na 50%.

oraz

Jackowiak P, Figlerowicz M, Kurzynska-Kokorniak A, Figlerowicz M (2011). Curr Pharm
Biotechnol. 12(11), 1774-80.

Mechanisms involved in the development of chronic hepatitis C as potential targets of antiviral
therapy

MOoj wktad w powstanie tej publikacji polegal na zgromadzeniu danych literaturowych oraz
na napisaniu rozdziatu ,,miR-122 — Enhancer of HCV RNA replication”. Bratam rowniez
udzial w edycji manuskryptu. Ponadto, uczestniczytlam w przedyskutowaniu otrzymanych
recenzji oraz w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

MOoj udziat procentowy szacuje na co najmniej 10%.

III. Problematyka dotyczaca ruchomych elementéw genetycznych — retrotranspoznéw typu ,,non-

LTR”

Badania prowadzone podczas dwuletniego stazu podoktorskiego w laboratorium prof.
T. Eickbush’a (Department of Biology, University of Rochester, Rochester, NY, USA)
dotyczyly problemu transpozycji ruchomych elementow genetycznych, retrotranspozonow
typu ,,non-LTR” — czyli retrotranspozondéw nieposiadajacych dlugich powtorzen koncowych
(LTR - ang. Long Terminal Repeats). Retrotranspozycja moze by¢ przyczyna chorob
genetycznych, jesli integracja ruchomego elementu genetycznego nastgpuje w obrebie genu
i prowadzi do jego uszkodzenia. Szczegodty procesu retrotranspozycji elementow typu "non-
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LTR" nie zostaly w pelni poznane, wiadomo jednak, iz kluczowym enzymem, ktéry
uczestniczy w tym procesie jest odwrotna transkryptaza kodowana przez retrotranspozony.
Odwrotne transkryptazy odpowiedzialne sa za syntez¢ dsDNA na matrycy RNA, przy czym
synteza ta zachodzi w kilku etapach: (i) synteza DNA na matrycy RNA, (ii) usuwanie RNA
Z powstalego hybrydu RNA/DNA oraz (iii) synteza drugiej nici DNA na nowopowstatej
matrycy DNA.

Moje zadanie polegatlo na produkcji odwrotnej transkryptazy kodowanej przez
element R2 (retrotranspozon typu "non-LTR") oraz na scharakteryzowaniu jej aktywnosci
biochemicznych. W szczegolnosci, wykazalam, ze odwrotna transkryptaza R2 posiada
aktywnos$¢ polimerazy DNA zaleznej od matrycy DNA, przy czym synteza DNA na matrycy
DNA 1 proces usuwania nici RNA z hybrydu DNA/RNA zachodza wg tzw. ,,mechanizmu
wypierania nici” (ang. stand displacement synthesis). Co ciekawe, odwrotne transkryptazy
kodowane przez retrowirusy (np. HIV-1) posiadaja aktywno$¢ RNazy H, ktora usuwa nic¢
RNA z hybrydu RNA/DNA. Odwrotna transkryptaza R2 takiej aktywnos$ci nie posiada.
Wyniki przeprowadzonych badan zostaty opublikowanie w pracy oryginalne;j:

Kurzynska-Kokorniak A, Jamburuthugoda VK, Bibillo A, Eickbush TH (2007). ] Mol Biol.
374(2), 322-33.

DNA-directed DNA polymerase and strand displacement activity of the reverse transcriptase
encoded by the R2 retrotransposon.

MOoj wklad w powstanie tej publikacji polegal na produkcji odwrotnej transkryptazy R2, na
zaplanowaniu wszystkich doswiadczen oraz na wykonaniu wszystkich doswiadczen,
polegajqcych na badaniu aktywnosci enzymatycznej odwrotnej transkryptazy R2, ktorych
wyniki zostaly zamieszczone na Rysunkach: 1-4 oraz 6-8. Ponadto, uczestniczylam
w analizie, interpretacji i dyskusji otrzymanych wynikow. Napisatam takze wstepng wersje
manuskryptu. Bralam rowniez udzial w edycji manuskryptu oraz uczestniczylam
w przedyskutowaniu otrzymanych recenzji.

MOoj udziat procentowy szacuje na co najmniej 50%.

Dorobek przed doktoratem

Moja rozprawa doktorska dotyczyta problematyki zwiazanej ze zmiennoscia genetyczna
retrowirusa HIV-1 i roli odwrotnej transkryptazy HIV-1 (HIV-1 RT) w generowaniu tejze
zmienno$ci. HIV-1 RT jest odpowiedzialna zar6wno za nieprecyzyjna replikacje genomoéw
wirusowych, jak i za ich genetyczna rekombinacje. Nieprecyzyjna replikacja moze prowadzié
do powstawania mutacji punktowych, natomiast genetyczna rekombinacja jest przyczyna
wigkszych rearanzacji w obrgbie genomowych, wirusowych RNA. Oba te procesy sa
odpowiedzialne za tak duza zmienno$¢ genetyczna HIV-1, tj. powstawanie wiruséw
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rozniacych si¢ sekwencja genomowego RNA. Wsrod powstajacych wariantow HIV-1
znajduja si¢ warianty, ktore sa oporne na stosowane terapie przeciwwirusowe; warianty te
podlegaja pozytywnej selekcji i namnazaniu W organizmie gospodarza. Badania
przeprowadzone w ramach realizacji pracy doktorskiej oraz wiedza zdobyta w tym okresie
zaowocowaly powstaniem pigciu publikacji:

e Alejska M, Kurzyniska-Kokorniak A, Broda M, Kierzek R, Figlerowicz M (2001). Acta
Biochimica Polonica 48, 391-407.

How RNA viruses exchange their genetic material

Moj wklad w powstanie tej publikacji polegat na wykonaniu Rysunku 6, ktory dotyczy
rekombinacji niehomologicznej wspieranej przez odwrotnq transkryptaze HIV-1 oraz na
pomocy W przygotowaniu i zloZeniu calej pracy, oraz pozostalych rysunkoéw. Ponadto,
bratam udziat w edycji manuskryptu.

M0oj udziat procentowy szacuje na 20%.
e Kurzynska-Kokorniak A, Jaskélski M, Figlerowicz M (2002). Biotechnologia 1(56), 24-34.

Reverse transcriptase — an enzyme generating the genetic variability of human

immunodeficiency virus

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegal na zgromadzeniu danych literaturowych,
napisaniu wstepnej wersji catego manuskryptu oraz na przygotowaniu wszystkich rysunkow.

MOoj udziat procentowy szacuje na 50%.

o Kurzyriska-Kokorniak A, Urbanowicz A, Jackowiak P, Jankowska A, Malinowska N, Alejska
M, Figlerowicz M (2003). Annals of the Polish Chemical Society 2(1), 104-109.

Construction of the universal system for the in vitro studies of HIV-1 reverse transcriptase-

mediated RNA recombination

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegal na produkcji odwrotnej transkryptazy HIV-1
RT oraz na opracowaniu i stworzeniu uniwersalnego systemu do testowania aktywnosci HIV-
1 RT (aktywnosci polimerazowej, RNazowej oraz rekombinazowej). Ponadto, bytam
odpowiedzialna za przeprowadzenie doswiadczen, dotyczqcych badania aktywnosci HIV-1
RT, ktorych wyniki zostaly zaprezentowane na Rysunkach 1-4 oraz 6. Moj wkiad w powstanie
tej publikacji polegal rowniez na napisaniu wstepnej wersji catego manuskryptu oraz na
przygotowaniu rysunkow.

M0oj udziat procentowy szacuje na 50%.
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e Figlerowicz M, Alejska M, Kurzyriska-Kokorniak A, Figlerowicz M (2003). Medicinal
Research Reviews 23(4), 488-518.

Genetic variability-the key problem in prevention and therapy of RNA-based virus infections
Moj wktad w powstanie tej publikacji polegatl na zgromadzeniu czesci danych literaturowych
oraz na opracowaniu i przygotowaniu rysunkow, ktore dotyczyty procesu replikacji wirusow

RNA: Rys. 4, 7 oraz 9. Bratam rowniez udziat w edycji manuskryptu.

Moj udziat procentowy szacuje na 10%.

o Kurzyriska-Kokorniak A, Figlerowicz M, Jackowiak P, Figlerowicz M (2004). Na pograniczu
chemii i biologii, tom X:383-400, Red. H. Koroniak i J. Barciszewski.

HIV — pochodzenie, cykl replikacyjny, leczenie

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegal na zgromadzeniu danych literaturowych,
napisaniu wstepnej wersji catego manuskryptu oraz na przygotowaniu wszystkich rysunkow.

Moj udzial procentowy szacuje na 50%.

C. Dane bibliometryczne

Indeks Hirscha (WoS): 6

Laczna liczba cytowan (W0S): 118 (bez autocytowan: 99)
Laczny sumaryczny IF (Wo0S): 49.599

Sumaryczny Impact Factor (IF) zostat obliczony na podstawie danych z Web of Science
(WoS), zgodnie z rokiem opublikowania danej pozyciji.

D. Udzial w projektach naukowych

Kierownictwo projektéw naukowych

2011 - 2015 ,,Apta-miRs: novel strategy for controlling miRNA’s biogenesis and
functioning”
- projekt wspotfinansowany z funduszy Unii Europejskiej przez Fundacj¢ na
rzecz Nauki Polskiej w ramach programu POMOST (POMOST/2011-3/5);
miejsce wykonywania: Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
(kierownik projektu)
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2009 - 2012

» Krotkie czqsteczki RNA jako regulatory aktywnosci enzymatycznej ludzkiej
rybonukleazy Dicer”

- projekt finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego/Narodowe Centrum Nauki (ID: 43582); miejsce wykonywania:
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (kierownik projektu)

Wykonawca w projektach naukowych

2010 - 2015

2007 — 2010

2005 — 2007

2002 — 2004

“Opracowanie innowacyjnej technologii syntezy fragmentdw RNA oraz
konstrukcji mikromacierzy RNA” (ang. “Elaboration of innovative
technology for RNA synthesis and RNA microarray construction”)
- projekt wspotfinansowany z funduszy Unii Europejskiej (UDA-
POIG.01.03.01-30-045/09) — Narodowe Centrum Badan i Rozwoju; miejsce
wykonywania: Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
(wykonawca)

»Preparation and identification of new HIV reverse transcriptase inhibitors
targeted against HIV strains resistant to anti-HIV/AIDS drugs” (HIV
Reslnh)

- projekt wspotfinansowany z funduszy Unii Europejskiej w Szostym
Programie Ramowym Komisji  Europejskiej (FP6-037760); miejsce
wykonywania: Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
(wykonawca)

»Retrotransposon  Expression  Within  Ribosomal  Gene  Loci”
- project finansowany przez National Institutes of Health, Public Health
Services Grant (GM42790); miejsce wykonywania: Department of Biology,
University of Rochester, Rochester, NY, USA (wykonawca)

wBadania roli odwrotnej transkryptazy w generowaniu zmiennosci
genetycznej wirusa HIV”

- projekt finansowany przez Komitet Badan Naukowych; miejsce
wykonywania: Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (grant
promotorski)

E. Wyklady/ referaty na zaproszenie (w j. angielskim)

2015 ,, Regulation of miRNA biogenesis by short RNA molecules”; RNA Interference,
MicroRNAs & Single Cell Biology - 2015 Meeting; Boston, MA, USA
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2014 , Apta-miRs: novel strategy for controlling miRNA's biogenesis and functioning”;
Spring 2014 Genome Biology Group Meetings; University of Texas, Department of
Biology, Arlington, TX, USA

2013 ,,RNA as a regulator of human ribonuclease Dicer activity”; Towards a new RNA
World; 25th Anniversary IBCH PAN, Poznan, Polska

2012 , Regulation of human ribonuclease Dicer activity by short RNAs”; International
Symposium ESF-EMBO: “Antiviral RNAi: From Molecular Biology Towards
Applications”; Puttusk, Polska

2011 ,,Modulation of microRNA biogenesis by using short oligo-RNA molecules”,
XV Gliwickie Spotkania Naukowe, Gliwice, Polska

F. Dzialalnosé dydaktyczna

Promotor pomocniczy w przewodzie doktorskim

1. mgr Natalia Koralewska: , Krotkie czqsteczki kwasow nukleinowych jako regulatory
procesu uwalniania mikroRNA z ich prekursoréw ”; Instytut Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu (od 2010; otwarcie przewodu: 2013; planowany termin obrony: 2016)

Doktorantka finansowana w latach 2011-2014 z projektu POMOST Fundacji na rzecz
Nauki Polskiej (kierownik: A. Kurzynska-Kokorniak).

2. mgr inz. Maria Pokornowska: , Identyfikacja i charakterystyka domen ludzkiej
rybonukleazy Dicer zaangazowanych w oddziatywania z oligomerami RNA”; Instytut
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (od 2012; otwarcie przewodu: 2015, planowany
termin obrony: 2017)

3. mgr Weronika Hoffmann: ,4ktywnos¢ rekombinowanej rybonukleazy DICER
W kontekscie infekcji herpeswirusowej”’; Migdzyuczelniany Wydzial Biotechnologii UG-
GUMed, Gdansk (od 2012; otwarcie przewodu: 2016, planowany termin obrony: 2017)

4. mgr Marek Cezary Milewski: , Projektowanie dedykowanych bibliotek oligo-
nukleotydowych i ich wykorzystanie w badaniach funkcji RNA i DNA”; Instytut Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (od 2011; otwarcie przewodu: 2016, planowany termin
obrony: 2017)

Opickun naukowy doktorantéw

5. mgr Rafal Maksym (2010 — 2011) - Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
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6. mgr Zofia M Pietrusiewicz (2007 - 2010) - Instytut Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu

7. mgr Agata Tyczewska (2003 -2004) - Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu

Opickun naukowy tzw. ,postdokéw”

8. dr Varuni Jamburuthugoda (2006 —2007) - Department of Biology, University of
Rochester, Rochester, NY, USA

Opickun naukowy magistrantéw

Natalia Koralewska (2008-2010), Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu; Paulina
Jackowiak (2002-2004), Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu; Renata Czolgosz
(2001-2003), Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Promotor pracy iniynierskiei

inz. Maciej Betkowski (2011-2012): ,, Mechanizmy regulujqce powstawanie mikroRNA
U cztowieka”; Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydzial Rolnictwa i Bioinzynierii,
kierunek: Biotechnologia

Recenzent pracy inzynierskiej

inz. Dawid Owsian (2014): ,, Przygotowanie wektorow stuzqcych do produkcji roslinnych
rybonukleaz DCL1 i DCL2 w komdrkach owadzich”; Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu,
Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, kierunek: Biotechnologia

G. Staze w zagranicznych i krajowych osrodkach naukowych lub akademickich

e Department of Biology, University of Texas, Arlington, TX, USA —
wizyta naukowa u prof. S. M. Christensen’a w ramach realizacji projektu POMOST
Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (marzec 2014)

e Department of Biology, University of Rochester, Rochester, NY, USA —
staz podoktorski u prof. T. H. Eickbush’a, udziat w projekcie: ,, Retrotransposon
Expression Within Ribosomal Gene Loci”, project finansowany przez National
Institutes of Health, Public Health Services Grant (04.2005-02.2007)
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H. Otrzymane nagrody i wyr6znienia

» Wyrdznienie za osiagnigcia naukowe w latach 2014-2015 przez Komisje Rady Naukowej
ICHB PAN

e Wyrdznienie w postaci publikacji “Laboratorium pomysiév;z ", ACADEMIA (2011), Nr 4
(28):38-39 (cykl poswiecony kobietom w nauce)

¢ Wyrbznienie publikacji ,, Selection of RNA oligonucleotides that can modulate human
Dicer activity in vitro” (2011), Nucleic Acid Ther. 21(5), 333-46 (Tyczewska A*,
Kurzynska-Kokorniak A*, et al.), przez F. Steele’a, edytora Nucleic Acid Therapeutics -
Jedna z najciekawszych prac eksperymentalnych opublikowanych w Nucleic Acid Ther.,
w roku 2011

*NAR AWARD (2010) — nagroda za wybitng prezentacje posterowa: “Dicer inhibitors as
potential antiviral agents” przedstawiona na konferencji ESF-EMBO "Applications of
antiviral RNA interference (RNAi)", Sant Feliu de Guixols, Hiszpania

* Wyr6znienie pracy doktorskiej (2004) - praca doktorska nagrodzona wyréznieniem przez
Rad¢ Naukowa ICHB PAN

Szczegolowe informacje dotyczqce osiggnieé dydaktycznych, wspélpracy naukowej,
odbytych staiy i dzialalnosci popularyzujgcej nauke habilitantki znajdujq sig
w Zalgczniku nr 4.
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