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1. Imie i nazwisko: Edyta Kos$cianska

Miejsce pracy:

Zaktad Biomedycyny Molekularnej

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

ul. Z. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan
email: edytak@ibch.poznan.pl

tel.: 61 852 85 03, wew. 160

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca, roku i daty ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

2005 - Doktor nauk biologicznych w dyscyplinie biologia, specjalnos¢ biochemia, Wydziat
Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Stopien doktora nadany uchwata
Rady Wydziatu Biologii UAM z dnia 21 pazdziernika 2005r. Tytut rozprawy doktorskiej:
,, Charakterystyka procesu potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genow reporterowych
GFP i GUS u roslin”. Praca wykonana w ramach Studium Doktoranckiego na Wydziale
Biologii UAM. Promotor: Prof. dr hab. Jan Sadowski. Recenzenci: Prof. dr hab. Andrzej
Jerzmanowski, Prof. dr hab. Artur Jarmotowski.

1991 - Magister biologii, specjalno$¢ biologia molekularna, Wydziat Biologii, Uniwersytet
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Praca magisterska wykonana w Zaktadzie Biochemii
Biopolimeréw, w Instytucie Biologii Molekularnej i Biotechnologii. Temat: ,,Analiza
wybranych sekwencji RNA-3 wirusa nekrotycznej plamistosci drzew pestkowych PNRSV”.
Promotor: Dr Krzysztof Wypijewski. Recenzent: Prof. dr hab. Jacek Augustyniak.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

12/2007 — obecnie
Adiunkt, Zaktad Biomedycyny Molekularnej, Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan;
od 06/2014 do 06/2016 cztonek w Zespole Terapii Genetycznej

12/2006 — 11/2007
Asystent, Pracownia Genetyki Nowotwordéw, Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan

10/2005 - 11/2006
Post-doctoral scientist, Institute of Molecular Biology and Biotechnology FORTH, Heraklion
(Kreta, Grecja)

10/1999 — 06/2005
Doktorant, Studium Doktoranckie, Zaktad Biochemii Biopolimerow pozniej przeksztalcony
w Zaktad Biotechnologii, Wydziat Biologii UAM, Poznan

05/2003 — 12/2003 oraz 03/2004 — 08/2004
Doktorant, stypendium Marii Curie, 12-miesieczny pobyt naukowy w IMBB-FORTH
w Heraklionie (Kreta, Grecja), kontrakt nr HPMT-GH-00-00175-05/-08
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595 ze zm.).

Przedstawione do oceny osiggni¢gcie naukowe stanowi monotematyczny cykl szesciu
publikacji z lat 2011-2015, opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie
Journal Citation Reports, ktorych sumaryczny impact factor wynosi 30,99 (wg roku
publikacji), 5-letni IF = 31,57 a liczba punktow MNiSW (wg roku publikacji) = 220. Liczba
cytowan tych publikacji, wedtug bazy Web of Science Core Collection (do dnia ztozenia
whniosku), wynosi 362. W trzech publikacjach jestem pierwszym autorem, natomiast w dwoch
publikacjach wspotautorem korespondencyjnym.

a) Tytut osiggni¢cia naukowego:
Biogeneza i funkcja mikroRNA w dziedzicznych chorobach neurologicznych

b) Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego:

1. Starega-Roslan J, Krol J, Koscianska E, Kozlowski P, Szlachcic WJ, Sobczak K and
Krzyzosiak WJ*. Structural basis of microRNA length variety. Nucleic Acids Res. 2011
Jan 1;39(1):257-68.

IF 2011 = 8,026; punkty MNiSW = 40; liczba cytowan = 79

2. Koscianska E, Starega-Roslan J, Sznajder LJ, Olejniczak M, Galka-Marciniak P,
Krzyzosiak WJ*. Northern blotting analysis of microRNAs, their precursors and RNA
interference triggers. BMC Mol Biol. 2011 Apr 11;12:14.

IF 2011 = 2,857; punkty MNiSW = 30; liczba cytowan = 21

3. Koscianska E, Starega-Roslan J, Krzyzosiak WJ*. The role of Dicer protein partners in
the processing of microRNA precursors. PLoS ONE. 2011;6(12):e28548.
IF 2011 = 4,092; punkty MNiSW = 40; liczba cytowan =51

4. Witkos TM, Koscianska E, Krzyzosiak WJ*. Practical aspects of microRNA target
prediction. Curr Mol Med. 2011 Mar 1;11(2):93-1009.

IF 2011 = 4,476; punkty MNiSW = 40; liczba cytowan = 190

5. Kozlowska E, Krzyzosiak WJ* and Koscianska E*. Regulation of huntingtin gene
expression by miRNA-137, -214, -148a, and their respective isomiRs. Int. J. Mol. Sci.
2013, 14(8), 16999-17016.

IF 2013 = 2,339; punkty MNiSW = 30; liczba cytowan = 19
6. Koscianska E*, Witkos TM, Kozlowska E, Wojciechowska M, Krzyzosiak

WJ*. Cooperation meets competition in microRNA-mediated DMPK transcript regulation.
Nucleic Acids Res. 2015 Oct 30;43(19):9500-18. Epub 2015 Aug 24.
IF 2015 = 9,202; punkty MNiSW = 40; liczba cytowan = 2

(* autor korespondencyjny)
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¢) Omoéwienie celu naukowego ww. pracy i osiggnictych wynikéw wraz z omdéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Cel naukowy pracy:

Osiggniecie naukowe obejmuje cykl 6 publikacji, ktore powstaty podczas mojej pracy
w Zaktadzie Biomedycyny Molekularnej (wczesniej funkcjonujacym pod nazwa Pracownia
Genetyki Nowotworow), w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN, pod kierunkiem Prof. dr
hab. Wlodzimierza Krzyzosiaka. W pracach, ktore wskazuj¢ jako osiggnigcie naukowe
opublikowalam wyniki badan zwigzanych z detekcja 1 analizg ludzkich mikroRNA (miRNA).
Poczatkowo moja praca koncentrowata si¢ gldéwnie na biogenezie mMIRNA u czlowieka,
zwlaszcza na badaniu heterogennych wariantow dtugosci miRNA. Nastepnie skupitam si¢ na
funkcjonowaniu miRNA i ich roli w regulacji ekspresji wybranych genéw, ktérych mutacje
prowadza do chorob neurologicznych wywotanych ekspansja powtorzen trojnukleotydowych
(ang. trinucleotide repeat expansion diseases, TREDsS).

Moje badania, ktorych wyniki sktadajg si¢ na osiggnigcie naukowe, miaty dwa gtowne
cele: (1) Poznanie procesu biogenezy miRNA, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem czynnikow
wplywajacych na powstawanie miRNA 0 zréznicowanej dlugosci (heterogenne miRNA,
izomiRy), (2) ldentyfikacjc miRNA regulujacych ekspresj¢ genow sprawczych chordob
z grupy TREDs, a takze poznanie roli miRNA oraz niektorych mechanizméw ich dziatania
w dystrofii miotonicznej typu 1 (DM1) oraz chorobie Huntingtona (HD).

Omowienie uzyskanych wynikow:

MikroRNA (miRNA) to krotkie, ok. 22-nukleotydowe czasteczki RNA, ktore reguluja
ekspresje gendéw na poziomie potranskrypcyjnym, poprzez wpltyw na translacie mRNA lub
jego stabilnos¢ [1]. Biogeneza miRNA jest procesem dwuetapowym, rozpoczyna si¢ na
terenie jadra komorkowego a kofczy w cytoplazmie. Najwazniejsze sa dwie rybonukleazy,
Drosha i Dicer (RNaza Drosha generuje jeden koniec dojrzalego miRNA a drugi RNaza
Dicer). Pierwotne transkrypty pri-miRNA sg transkrybowane przy udziale polimerazy Il lub
Il a nastepnie cigte przez rybonukleaz¢ Drosha, dziatajacg z biatkiem DGCRS8 w kompleksie
zwanym Mikroprocesorem, w wyniku czego powstajg prekursory pre-miRNA. Prekursory te
sg transportowane do cytoplazmy przy udziale Eksportyny-5, ktorej kofaktorem jest biatko
Ran zalezne od GTP. Tam podlegaja dalszej obrobce przez rybonukleazg Dicer, dziatajaca
razem z biatkami TRBP 1 AGO2. W wyniku cigcia pre-miRNA powstaje dupleks sktadajacy
si¢ z aktywnej nici miRNA oraz nieaktywnej nici miRNA, ktoéra ulega degradacji. Aktywny
miRNA oraz biatko AGO2 sg nastgpnie wigczane do kompleksu RISC (ang. RNA-induced
silencing complex), ktory (w zaleznosci od stopnia komplementarnosci migdzy miRNA
amRNA) indukuje blokowanie translacji lub degradacj¢ mRNA. Mechanizm obnizania
ekspresji gendw przez miRNA polega na wigzaniu si¢ miRNA do sekwencji regulatorowych,
znajdujacych si¢ gtownie (chociaz nie tylko) w regionie 3’ UTR docelowych transkryptow [2-
4]. Najwazniejszym elementem w rozpoznawaniu docelowego mRNA jest tzw. region "seed"
czasteczki miRNA, czyli fragment obejmujacy nukleotydy od 2 do 8, liczac od konca 5’
czasteczki miRNA [5]. Parowanie w tym regionie jest wystarczajace do zajscia oddziatywania
MIRNA-mRNA, jednak parowanie innych nukleotydow jest réwniez wazne i moze by¢
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wymagane np. do wzmocnienia wigzania i1 funkcji miRNA w przypadku, kiedy
komplementarno$¢ w regionie ""seed" nie jest petna [6].

Biogeneza miRNA oraz r6zne mechanizmy ich dziatania zostaty szczegdtowo opisane
w wielu pracach przegladowych, np. [7-9], w tym w pracy naszego Zespotu, ktoérej jestem
wspotautorka [10] (praca wymieniona w zalgczniku 6, punkt II.A, pozycja nr 5). Jednakze 10
lat temu, kiedy rozpoczynalam badania nad miRNA (w roku 2007 dofagczylam do grupy
Profesora Krzyzosiaka zajmujacej si¢ biogeneza miRNA), wiele aspektéw dotyczacych ich
powstawania oraz funkcjonowania bylo nieznanych lub niejasnych. W badaniach
wykorzystujacych metody glebokiego sekwencjonowania (na potrzeby identyfikacji oraz
badania ekspresji miRNA) obserwowano, ze wigckszos¢ miRNA wystepuje w wielu
wariantach dlugosci [11-13]. Zjawisko to nazwano heterogennoscia dlugosci miRNA,
wystepowaniem kilku wariantow dtugos$ci tego samego miRNA - izomiRéw (ang. iSomiRs)
lub polimorfizmem koncow miRNA. Obserwacja ta nasungta kilka pytan, zarowno odnos$nie
powstawania heterogennych wariantéw miRNA, jak 1 ich funkcji. Ponadto, ciekawe
| konieczne okazato si¢ opracowanie szybkiej i wiarygodnej metody ich detekcji. Wyniki
trzech pierwszych prac, ktore wskazuje jako osiggniecie naukowe, odpowiadajg na pytania
zwigzane z biogenezg ludzkich miRNA i heterogenno$ciag miRNA (publikacje nr 1-3), ktore
majg ogromne znaczenie dla dalszych badan prowadzonych dalej w tym nurcie ale juz pod
katem funkcji miRNA w chorobach typu TREDSs, opisanych w trzech kolejnych pracach
wchodzacych w sktad mojego osiagnigcia (publikacje nr 4-6).

W publikacji zatytutowanej **Structural basis of microRNA length variety" (Nucleic
Acids Res. 2011, pozycja 1) badalismy strukturalne aspekty biogenezy miRNA.
Wykazalismy, ze struktura RNA odgrywa wazna role w ksztaltowaniu zroéznicowania
dlugosci miRNA a obecno$¢ ,,nadmiarowych” nukleotydow w jednym z ramion prekursora
pre-miRNA powoduje powstawanie dtuzszych produktow z tego ramienia. Przeprowadzone
szczegotowe analizy dziatania rybonukleazy Dicer na pre-miRNA pozwolity nam wskazac
elastycznos¢ struktury RNazy Dicer jako potencjalny czynnik, ktory moze ksztattowac
heterogennos¢ miRNA. Waznym wynikiem uzyskanym w tej pracy bylo okreslenie
specyficznosci dziatania endogennych RNaz Drosha i Dicer oraz wykazanie, ze nieprecyzyjne
ciecie przez obie RNazy ma wplyw na generowanie heterogennosci koncow miRNA. Analizy
specyficznosci cigcia Drosha i Dicer w liniach komorkowych zostaty przeprowadzone dzigki
zastosowaniu wysokorozdzielczej metody hybrydyzacji typu northern blot. Ulepszona przeze
mnie metoda hybrydyzacji umozliwita detekcje wariantow dtugosci miRNA oraz pre-miRNA
z jednonukleotydowa rozdzielczoscia 1 potwierdzita teze¢ o udziale obu nukleaz szlaku
biogenezy miRNA w generowaniu finalnej heterogenno$ci miRNA. Badanie heterogennosci
miRNA przeprowadziliSmy na duza skalg, w roznych liniach komorkowych, analizujac
zardwno endogenne miRNA, jak 1 miRNA generowane w wyniku nadekspresji z wektorow
plazmidowych. Zastosowany system nadekspresji miRNA wymagal wczes$niejszego
potwierdzenia, ze heterogennos¢ endogennych miRNA jest taka sama jak miRNA
generowanych z egzogennych prekursorow wprowadzonych na wektorach ekspresyjnych ale
umozliwil nam przeprowadzenie analiz w szerszym zakresie. Jednocze$nie, wyniki naszych
badan wykonanych na tak duzej puli prekursorow miRNA moga stanowi¢ praktyczne
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wskazowki do konstrukcji kaset ekspresyjnych wykorzystywanych w technologii interferencji
RNA (ang. RNA interference, RNAI).

Metodyczne aspekty detekcji miRNA i pre-miRNA metoda northern blot, ktora zostata
zoptymalizowana do badania ekspresji wariantow dhugosci niskoczasteczkowych RNA
réznigcych sie dlugoscig 0 jeden nukleotyd omoéwitam w kolejnej pracy, zatytulowanej
"Northern blotting analysis of microRNAs, their precursors and RNA interference
triggers™ (BMC Mol Biol. 2011, pozycja 2). W tej publikacji przedstawilismy mozliwoS$ci
wykorzystania metody northern w badaniach biogenezy miRNA (ta czg¢$¢ pracy jest
uzupetnieniem watku dotyczacego badania specyficznos$ci cigcia przez RNazy Drosha i Dicer
opublikowanego w publikacji dotyczacej strukturalnych aspektow biogenezy miRNA
(Nucleic Acids Res. 2011, pozycja 1)), a takze przy charakterystyce narzedzi technologii
RNAI. Przede wszystkim wykazaliSmy, ze stosujac hybrydyzacje krotkich RNA (w przedziale
~20-70 nt) mozemy uzyska¢ precyzyjng i wiarygodng informacj¢ dotyczaca dlugosci
poszczegolnych wariantow (izoform) siRNA (ang. short interfering RNA), miRNA oraz ich
prekursorow wystepujacych w komorkach. Jest to niezwykle wazna informacja, poniewaz
zarobwno miRNA o roéznej dlugosci/sekwencji, jak 1 wuwalniane z odpowiednio
zaprojektowanych kaset ekspresyjnych siRNA moga regulowaé¢ inne geny, natomiast
zaproponowana metoda detekcji tych czasteczek jest stosunkowo prosta i tania. Na uwage
zastuguje fakt, ze nasze wyniki analizy heterogennych, endogennych miRNA, uzyskane
zoptymalizowang metodg northern blot, sa spdjne z opublikowanymi wynikami gtebokiego
sekwencjonowania. Wszystkie przedstawione w tej pracy wyniki demonstruja uzyteczno$¢
opracowanego przeze mnie protokotu wysokorozdzielczej hybrydyzacji niskoczasteczkowych
RNA, natomiast sam protokot i techniczne aspekty detekcji heterogennych miRNA i pre-
miRNA oméwitam w pracy pt. "High-resolution northern blot for a reliable analysis of
microRNAs and their precursors”, ktora nie zostala wlaczona do osiggnigcia naukowego
(praca wymieniona w zataczniku 6, punkt II.A, pozycja nr 4).

W ludzkich komérkach RNaza Dicer nie dziala sama, a wspoétdziata w obrgbie RLC
(ang. RISC loading complex) z biatkami TRBP, PACT oraz AGO [14-19]. Rola tych bialek
w generowaniu dojrzatych miRNA nie jest jeszcze doktadnie poznana. W pracy pt. **The role
of Dicer protein partners in the processing of microRNA precursors™ (PLoS ONE 2011,
pozycja 3) podjelismy si¢ odpowiedzi na pytanie odno$nie wptywu partnerow biatkowych
Dicer na proces powstawania i heterogenno$s¢ miRNA. W celu oceny wplywu §rodowiska
komodrkowego na specyficzno$¢ ciecia pre-miRNA przez RNaze Dicer zastosowaliSmy dwa
podejscia: (1) wyciszenie ekspresji genéw kodujacych AGO2, TRBP, PACT w komorkach
HelLa z uzyciem specyficznych siRNA, a nastgpnie ocen¢ heterogennosci endogennych
I egzogennych miRNA oraz (2) transfekcje syntetycznych prekursoréw pre-miRNA do
komoérek HeLa. Do oceny wpltywu partneréw biatkowych Dicer na dziatanie RNazy
| generowanie heterogennych miRNA wykorzystaliSmy opracowang i opisang wczesniej
wysokorozdzielcza metode hybrydyzacji typu northern. Wyniki uzyskane dla egzogennych
mMIRNA byly zgodne z wynikami uzyskanymi dla endogennych miRNA i wykazaty, ze
wyciszenie ekspresji partnerow biatkowych Dicer istotnie wplywa na poziom zaréwno
dojrzatlego miRNA, jak i na poziom pre-miRNA w komoérkach. Wzory heterogennos$ci
miRNA nie byly jednak istotnie zmienione. Uzyskane wyniki wskazujg na udzial partnerow
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biatkowych Dicer w powstawaniu dojrzatych miRNA, natomiast ich wplyw na specyficzno$¢
cigcia Dicer wydaje si¢ by¢ niewielki.

Potencjat regulacyjny miRNA jest ogromny; do tej pory zidentyfikowano ponad 2,5
tys. dojrzatych miRNA (miRBase, Release 21) [20,21], ktore przypuszczalnie regulujg ponad
60% ludzkich genow [22,23]. Czasteczki miRNA petnig wazng role w wielu podstawowych
procesach biologicznych, a zmiany w poziomie ich ekspresji moga by¢ cecha
charakterystyczng wielu réznych chordb, w tym choréb neurologicznych. Role jakag miRNA
moga pelni¢ w grupie choréb znanych jako TREDs omowitam szczegdélowo w publikacji
przegladowej stanowigcej rozdzial ksigzki, zatytulowanej "MicroRNA deregulation in
trinucleotide repeat expansion disorders”, ktora nie zostala wiaczona do osiggnigcia
naukowego (praca wymieniona w zalgczniku 6, punkt II.D, pozycja nr 1). Duzy potencjat
regulacyjny miRNA zwigzany jest z mozliwoscig wyciszania ekspresji wielu roznych genéw
przez pojedyncza czasteczke miRNA (jedng sekwencje). Analizowana w naszym Zespole
heterogennos¢ MiRNA, wynikajaca w duzym stopniu z niespecyficznego ciecia przez RNazy
Drosha i Dicer (opisana w publikacjach 1-3), znacznie powigksza pule generowanych
czasteczek miRNA powodujac zwielokrotnienie ich potencjalu regulatorowego. Biorgc pod
uwage przedstawione powyzej fakty, moja uwaga skupita si¢ na identyfikacji miRNA,
zaréwno kanonicznych czasteczek miRNA, jak i1 ich wariantow dtugosci (izomiRoéw), ktére
mogtyby regulowa¢ ludzkie geny zwigzane z chorobami neurodegeneracyjnymi typu TREDs.
Badania oddziatywan miRNA z transkryptami genow zaangazowanych w patogeneze
niektorych chorob TREDs realizowatam w ramach pozyskanego przeze mnie grantu
., Walidacja oddzialywan mikroRNA z mRNA w kontekscie patogenezy i terapii niektorych
dziedzicznych chorob neurologicznych” (KBN N N301 523038). Wyniki tych badan zostaty
przedstawione m.in. w trzech kolejnych publikacjach sktadajacych si¢ na wskazane
osiggniecie naukowe (pozycje 4-6).

Whikliwa analiza danych literaturowych dotyczacych zagadnienia przewidywania
funkcjonalnych oddziatywan miRNA-mRNA zaowocowata powstaniem publikacji
przegladowej ""Practical aspects of microRNA target prediction”™ (Curr Mol Med. 2011,
pozycja 4). W tej pracy, oprocz analizy i dyskusji wynikow juz opublikowanych w tematyce
regulacji ekspresji genéw przez miRNA, przedstawiliSmy réwniez wyniki badan wlasnych
dotyczacych przewidywania miejsc wigzania miRNA do transkryptéw gendw
zaangazowanych w patogenezg chordb typu TREDs, a takze omowilismy praktyczne aspekty
przewidywania oddzialywan miRNA z mRNA. Bioinformatyczna identyfikacja miejsc
oddziatywania miRNA z mRNA polega na szukaniu czasteczek miRNA o jak najwigkszym
stopniu komplementarnosci w stosunku do 3’ UTR badanych mRNA. Ztozono$¢ oddzialywan
MIRNA-mRNA powoduje, ze algorytmy stuzace do przewidywania tych interakcji, oparte
jedynie na dopasowywaniu sekwencji miRNA i mRNA, sa mato skuteczne. Dlatego tez,
w komputerowej predykcji miejsc oddziatywania miRNA z mRNA musza by¢ brane pod
uwage rowniez inne parametry, takie jak np. porownywanie ortologicznych sekwencji 3’
UTR, kontekst UTR i energia swobodna komplekséw. W niniejszej pracy przeanalizowane
zostaly dostepne programy komputerowe stuzgce do przewidywania oddziatywan miRNA-
MRNA, a najlepsze z nich zostaly uzyte do wyszukania potencjalnych oddzialywan miRNA-
MRNA w badanej grupie choréb. Analiz¢ przeprowadzono dla 19 ,,genéw sprawczych”
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chorob typu TREDs, takich jak: ataksja rdzeniowo-mozdzkowa typu 1 (ATXN1), typu 2
(ATXN2), typu 3 (ATXN3), typu 6 (CACNA1A), typu 7 (ATXN7), typu 8 (ATXNS), typu 10
(ATXN10), typu 12 (PPP2R2B), typu 17 (TBP), choroba Huntingtona (HTT), choroba
fenotypowo podobna do HD (JPH3), dystrofia miotoniczna typu 1 (DMPK), dystrofia
miotoniczna typu 2 (CNBP), dystrofia oczno-gardtowa (PABPN1), zespot tamliwego
chromosomu X (FMR1), zespot FRAXE (AFF2), zalezny od chromosomu X rdzeniowo-
opuszkowy zanik rdzeniowy (AR), choroba Friedreicha (FXN) oraz zanik zebatoczerwienny
pallidoniskowzgoérzowy (ATN1). Tak wnikliwa analiza bioinformatyczna mozliwos$ci
wigzania si¢ miRNA z wybranymi transkryptami pozwolita na wytypowanie potencjalnie
waznych oddziatywan miRNA-mRNA (,,oddziatywan-kandydatow”) do dalszej weryfikacji
eksperymentalnej, ktora stata si¢ kolejnym etapem prowadzonych badan. Wyniki walidacji
oddziatywan miRNA z transkryptami HTT oraz DMPK, a takze ich dalszej charakterystyki
funkcjonalnej zostaty opublikowane w dwodch pracach sktadajacych sie¢ na osiagnigcie
naukowe, opisanych ponizej (pozycje 5 i 6).

Weryfikacje eksperymentalng wybranych oddziatywan miRNA-mRNA, waznych
w kontekscie choréb TREDs, przeprowadzitam wykorzystujac w duzej mierze system
reporterowy 1 do§wiadczenie zdobyte wczesniej przy publikacji o regulacji onkogendéw przez
mMIiRNA (praca wymieniona w zatgczniku 6, punkt I.A, pozycja nr 3). System reporterowy
jest standardowo wykorzystywany do badania regulacji ekspresji genow, w tym réwniez
oddziatywan miRNA z mRNA. Jest to wiarygodna metoda, ktéra umozliwia weryfikacje
pojedynczego oddziatywania czasteczki miRNA z docelowa sekwencja w mRNA. Ponad 5
tysiecy oddziatywan miRNA-mRNA, opisanych w bazie miRTarBase, ktora gromadzi dane
dotyczace regulacji genow przez miRNA, zostalo potwierdzonych wiasnie przy uzyciu
systemu reporterowego [24,25]. Przeprowadzenie eksperymentow wymagato skonstruowania
szeregu wektorow reporterowych zawierajacych rézne fragmenty 3° UTR badanych gendw.
Zostaly one zaprojektowane w taki sposob, aby oprécz zasadniczego pytania czy badane
miRNA reguluja dany transkrypt mozna byto uzyska¢ takze pewne informacje na temat
mechanizméw dzialania tych miRNA oraz ich roli w patogenezie badanych chorob.
Konstrukty reporterowe wprowadzane byly do komorek HEK293T i/lub HeLa. Wigkszo$¢
eksperymentow wykonywano w warunkach nadekspresji miRNA, po wprowadzeniu wektora
ekspresyjnego kodujacego odpowiedni miRNA Iub syntetycznego oligonukleotydu
(mimetyku miRNA). Wykorzystano plazmidy do nadekspresji miRNA dostgpne komercyjne
lub/i wektory przygotowane w laboratorium. Poziom badanych miRNA (a takze ich
heterogennos¢) sprawdzano opracowang metodg northern blot, natomiast stopien wyciszenia
regulowanego transkryptu i biatka metodami RT-PCR i western blotting.

W publikacji zatytutowanej "*Regulation of huntingtin gene expression by miRNA-
137, -214, -148a, and their respective isomiRs™ (Int. J. Mol. Sci. 2013, pozycja 5),
wykorzystujac wspomniany powyzej System reporterowy, pozytywnie zwalidowali$my
oddziatywanie miR-137, miR-214 i miR-148a z 3> UTR HTT, natomiast negatywnie
oddziatywanie miR-107 z 3> UTR HTT. Nadekspresja miR-214, miR-137 i miR-148a
w komorkach HEK293T skutkowala rowniez obniZeniem poziomu regulowanego transkryptu
oraz biatka. Nasza publikacja stanowi pierwsze doniesienie o regulacji genu HTT przez miR-
137 i miR-148a oraz potwierdzenie wczesniej obserwowanej funkcjonalnosci miR-214 [26].
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Co wazniejsze, w kontekscie badania roli miRNA w patogenezie choroby Huntingtona, w tej
pracy skupili§my si¢ na mozliwosci regulacji ekspresji huntingtyny przez heterogenne
warianty miRNA (izomiRy). W tkankach nerwowych pochodzacych od pacjentow z HD
obserwowano heterogenne sekwencje miRNA [11], natomiast nie pokazywano bezposrednich
dowodow na ich funkcjonalno$¢. Zmiana sekwencji na koncu 5° kanonicznego miRNA moze
mie¢ istotny wplyw na mozliwo$¢ regulacyjng danego miRNA, poniewaz region 5’
odpowiada za parowanie miRNA z docelowym mRNA (region "seed"). Wczesniej
sugerowano, ze niektore izomiRy moga regulowa¢ inne geny [13,27]. W zwigzku z tym,
w podjetych badaniach skupiliémy si¢ na izomiRach o zmienionym, w stosunku do sekwencji
kanonicznej, koncu 5°. Nasza analiza bioinformatyczna wykazata, ze jakiekolwiek
modyfikacje konca 5’ miR-137, -214 oraz -148a uniemozliwiajg wigzanie tych miRNA do 3’
UTR HTT i skuteczne wyciszanie ekspresji huntingtiny. Przeprowadzone badania
eksperymentalne wykazaty natomiast, ze zmiana polegajaca na wydluzeniu lub skroceniu
danego miRNA (dodanie lub obcigcie 1-2 nukleotydow na koncu 5° czasteczki) nie zawsze
powoduje zaburzenie oddziatywania tego miRNA z mRNA huntingtyny, np. w przypadku
izomiRéw 214, co $wiadczy o mozliwosci jednoczesnej regulacji danego "targetu" (genu)
zarowno przez kanoniczny miRNA jak i jego izomiRy. Wigzanie miR-214 do 3> UTR HTT
skutkuje silniejszym parowaniem na jego koncu 3’°, co moze thumaczy¢ dlaczego ten miRNA
nie traci zdolno$ci wigzania pomimo przesunigcia sekwencji "seed" i w konsekwencji
izomiRy 214 sa funkcjonalne. Co wigcej, obecnie postuluje si¢, ze specyficznos¢ wigzania
sekwencji docelowej przez AGO jest w duzej mierze zalezna od konca 3’ a nie konca 5’
czasteczki miRNA [28]. Ponadto, nasze badania dotyczace regulacji genu DMPK przez
mIiRNA (publikacja nr 6) rowniez potwierdzaja, ze koniec 3> miRNA stanowi wazny element
stabilizujacy/dopetniajacy oddziatywanie miRNA-mRNA.

Ostatnia publikacja wchodzaca w sklad osiagniecia naukowego, zatytutowana
""Cooperation meets competition in microRNA-mediated DMPK transcript regulation'
(Nucleic Acids Res. 2015, pozycja 6), jest pewnym zwienczeniem moich badan nad
regulacjg ekspresji genow przez MIRNA. Nie tylko kompleksowo ujmuje zagadnienie
regulacji ekspresji genu DMPK przez miRNA, ale rowniez odnosi si¢ do roli jakg miRNA
mogg odgrywaé w patogenezie dystrofii miotonicznej typu 1 (DMI1). W tej pracy
wykorzystatam swoje dotychczasowe doswiadczenie w zakresie przewidywania oraz
eksperymentalnego potwierdzania oddziatywan miRNA-mRNA, a takze wiedz¢ w zakresie
biogenezy i funkcjonowania czasteczek miRNA. Zaplanowane eksperymenty obejmowaty
caty wachlarz technik biologii molekularnej oraz techniki biologii komorki, ktore wykonatam
z pomocag Wspotautorow. Co ciekawe, w przypadku genu DMPK powtdrzenia CTG, ktorych
ekspansja powoduje DM, zlokalizowane sg w sekwencji 3° UTR a wiec w regionie wigzania
miRNA. Niniejsza publikacja miata wigc na celu doglebng analize regulacji ekspresji genu
DMPK przez miRNA, nie tylko przez miRNA wigzace si¢ do specyficznej sekwencji ale
rowniez miRNA wigzgce si¢ do regionu powtdrzen. Zasadniczo podjetam si¢ w niej
rozwigzania czterech probleméw badawczych, kolejno: (1) eksperymentalnego potwierdzenia,
ze ,typowe” miRNA reguluja ekspresj¢ DMPK, (2) sprawdzenia czy miRNA moga
wspotdziala¢ w wyciszaniu genu, (3) wykazania funkcjonalno$ci wigzania si¢ miRNA do
sekwencji powtorzonej, (4) zbadania czy wigzanie si¢ miRNA do zmutowanych transkryptow
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moze odgrywac role w patogenezie DM1. Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzic,
ze MiR-206 oraz miR-148a regulujg ekspresj¢ DMPK wigzac si¢ do transkryptu w sposob
typowy dla miRNA, w wyniku czego hamujg jego translacje nie powodujac degradacji.
Ponadto, miR-15b/16 zawierajacy powtorzenia CAG w regionie zrodtowym (regionie "seed")
moze efektywnie wigzac si¢ z obecnym w 3’ UTR ciggiem powtorzen CUG, przy czym ta
efektywno$¢ wzrasta wraz ze wzrostem liczby powtorzen. Na uwage zastuguje fakt, ze
wykazana regulacja ekspresji genu DMPK przez te trzy miRNA stanowi pierwsze doniesienie
o0 regulacji genu DMPK przez miRNA. Co wigcej, uktad potencjalnie funkcjonalnych miejsc
wigzania miRNA w 3° UTR DMPK umozliwit nam zbadanie niektérych aspektéw
mechanizmu dzialania miRNA, w tym mozliwos$ci interakcji pomigdzy blisko lezacymi
miejscami wigzania. Wykorzystujac konstrukty reporterowe zawierajagce miejsca wigzania
miR-206 i miR-148a rozdzielone wstawkami o réznej dtugosci wykazalismy, ze para miR-
206/148a moze wspotdziatac. Jest to tzw. zjawisko kooperatywnosci miRNA, ktore zostato
opisane réwniez dla innych miRNA [29-32]. W naszych badaniach, najsilniejsze wyciszenie
ekspresji DMPK obserwowalismy po transfekcji komorek konstruktem, w ktérym miejsca
wigzania dla pary miR-206/148a byly rozsunigte tylko nieznacznie, co §wiadczy 0 tym, ze
istnieje pewna optymalna odleglos¢ w jakiej powinny znajdowac si¢ miejsca wigzania dla
dwoéch miRNA. Ciekawym wynikiem jest réwniez potwierdzenie roli konca 3’ czasteczki
MIRNA (co wczesniej zaobserwowalismy w przypadku funkcjonalnych izomiRow 214),
ktory tutaj moze determinowac specyficzno$¢ miejsca docelowego dla miRNA nalezacych do
jednej rodziny — miejsce wigzania miR-206 w 3> UTR DMPK jest rowniez miejscem
wigzania miR-1. W przeprowadzonych badaniach wykazalismy, ze miR-1 nie reguluje lub
reguluje bardzo stabo (w sposéb statystycznie nieistotny) ekspresje DMPK a tym samym, ze
parowanie poza regionem "seed" (oddzialywanie 3’ kompensujace) ma duze znaczenie dla
aktywnosci tego MiIRNA. W aspekcie badan nad udzialem miRNA w patogenezie DM1
wykazalismy, ze wigzanie miR-15b/16 do powtoérzen CUG w 3> UTR DMPK jest uzaleznione
od dlugosci ciggu CUG. Ponadto, pokazaliSmy rowniez kolokalizacje miR-16
| cytoplazmatycznych inkluzji tworzacych si¢ w komodrkach w wyniku nadekspresji
egzogennego RNA z ciggiem powtdrzen CUG. Wyniki te sugeruja, ze zmutowane transkrypty
DMPK mogg stanowi¢ gabki dla miRNA, jes$li te miRNA maja komplementarna do
powtorzen sekwencje w regionie “seed”. Sekwestrowane MiRNA nie petnig swoich
normalnych funkcji, co prowadzi do ogélnego uposledzenia mechanizmoéw regulacji ekspres;i
genow przez miRNA.

Podsumowanie najwazniejszych wynikow przedstawionych w publikacjach skladajgcych sie
na osiggniecie naukowe:

» Zréznicowanie dlugosci miRNA (miRNA length diversity) zalezy w duzym stopniu od
struktury pre-miRNA

* Heterogenno$¢ ditugosci miRNA (miRNA length heterogeneity) jest wynikiem
nieprecyzyjnego ci¢cia przez RNaze Drosha i Dicer

* Partnerzy biatkowi RNazy Dicer wptywaja zarowno na ilos¢ miRNA jak i pre-miRNA
ale maja tylko niewielki wptyw na specyficzno$¢ cigcia Dicer
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» Technika wysokorozdzielczej hybrydyzacji typu northern blot moze stanowié¢ przydatne
narzedzie stosowane do (lub wspomagajace inne metody) detekcji i charakterystyki
mMiRNA (oraz innych matych RNA)

* Transkrypty genow zaangazowanych w patogeneze niektorych choréb neurologicznych
wywotywanych ekspansja powtorzen trojnukleotydowych (TREDS) moga podlegac
regulacji przez miRNA

* mMIiRNA reguluja ekspresj¢ huntingtyny, przy czym funkcjonalne moga by¢ tez niektore
izomiRy (heterogenno$¢ miRNA zwigksza potencjat regulacyjny miRNA)

* miRNA regulujg ekspresje transkryptu DMPK, wigza si¢ nie tylko do sekwencji
specyficznej ale rowniez do sekwencji z powtorzeniami CUG

* mIRNA mogg wspotdziata¢ w wyciszaniu ekspresji DMPK (wykazujg kooperatywnos¢
jesli znajdujg si¢ w pewnej, optymalnej odlegtosci)

» Sekwestracja miRNA bogatych w sekwencje CAG w regionie "seed" moze by¢
czynnikiem patogennym w DM1 - zmutowane transkrypty DMPK moga stanowi¢ gabki
dla miRNA, jesli te miRNA maja komplementarng do powtérzen CUG sekwencje CAG
w regionie "seed"

Przyszle plany badawcze:

Regulacja ekspresji genow przez miRNA jest juz stosunkowo dobrze poznana,
natomiast coraz wigksza uwage zwraca si¢ obecnie na pozostate niekodujagce RNA (ang. non-
coding RNA, ncRNA), np. dlugie IncRNA, koliste CircRNA czy pseudogeny. Istnieje
hipoteza, ze wszystkie endogenne czasteczki RNA, zaréwno kodujace biatko transkrypty
MRNA jak i ncRNA, komunikujg si¢ wzajemnie poprzez miejsca wigzania miRNA (ang.
competing endogenous RNA hypothesis, ceRNA hypothesis) [33]. Czasteczki te konkurujg ze
soba o zasoby miRNA 1 tworza ogromng sie¢ regulatorowa w komorce. Mechanizmy tej
regulacji sa jednak jeszcze stabo poznane.

W swoich obecnych i przysztych badaniach planuje skupi¢ si¢ na poglebieniu wiedzy
dotyczacej regulacji ekspresji genow, roli ncRNA oraz sieci powigzan funkcjonalnych
pomiedzy réznymi czasteczkami RNA. Celem tych badan jest potwierdzenie hipotezy ceRNA
dotyczacej] komunikacji pomiedzy roznymi typami RNA zawierajacymi powtorzenia
sekwencji. W ostatnim czasie wykazaliSmy, ze transkrypty HTT, ATXN3 i DMPK podlegaja
regulacji przez miRNA [34-37] a takze, ze miRNA zawierajace powtdrzenia CAG w regionie
"seed" moga wigzac si¢ do powtdérzen CUG obecnych w transkrypcie DMPK [35]. Wyniki te
sugeruja, ze zmutowane transkrypty DMPK mogg stanowi¢ gabki dla miRNA, jesli te miRNA
maja komplementarng do powtdrzen sekwencje w regionie “seed”. Wyniki innych badan
prowadzonych w naszym Zaktadzie pokazuja, Zze zmutowany transkrypt HTT moze by¢ celem
dla miRNA-podobnych siRNA, ktore celujg w powtdrzenia CAG [38]. Jest wiec bardzo
prawdopodobne, ze transkrypty genéw zmutowanych w chorobach typu TREDs oraz inne
transkrypty zawierajace powtorzenia sekwencji moga dziala¢ jak gabki, konkurowaé
0 MiRNA i uczestniczy¢ w komunikacji pomiedzy réznymi rodzajami RNA, zgodnie
Z postulowang hipoteza ceRNA. Hipoteza ceRNA ma wielu zwolennikéw ale rowniez wielu
przeciwnikow [39-42]. Argumentem przemawiajagcym przeciwko tej hipotezie jest fakt, ze
zmiana wywotana przez zwigzanie czgsci MIRNA w komorce moze nie mie¢ znaczenia
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biologicznego. Ekspansja powtorzen trojnukleotydowych, do ktorych potencjalnie mogtyby
by¢ wigzane czasteczki miRNA, znaczaco zwigksza mozliwos$¢ funkcjonowania RNA
z powtorzeniami jako gabka.

Majac na uwadze ww. przestanki, a przede wszystkim wyniki badan wilasnych
opublikowanych w pracy o regulacji genu DMPK (pozycja 6), chcialabym kontynuowaé
badania dotyczace identyfikacji funkcjonalnych oddzialywan pomiedzy miRNA i réznego
typu powtdrzeniami wystepujacymi zarowno w mRNA jak i ncRNA. Gléwnym celem
planowanych badan jest poznanie aktywnosci CeRNA w chorobach typu TREDs oraz
potencjalnie innych chorobach wywotanych ekspansja powtdérzen. Planuje przeanalizowaé
interakcje pomigdzy réznymi ceRNA w komoérkowych modelach wybranych chorob,
sprawdzi¢ zalezno$¢ takich interakcji od dlugosci i typu powtdrzonej sekwencji oraz
eksperymentalnie zweryfikowa¢ "targety" dla miRNA wigzacych si¢ do powtorzen.
Realizacja tego zadania miataby na celu doktadng charakterystyk¢ wybranych ceRNA oraz
analize¢ wzajemnej komunikacji miedzy badanymi RNA. Na razie moje badania
eksperymentalne sa na etapie planowania, natomiast w zakresie badan ceRNA w kontekscie
choréb TREDs udalo si¢ juz zebra¢ duzo wynikéw bioinformatycznych. Wykonana zostata
szczegotowa analiza in silico wszystkich potencjalnych ceRNA (mRNA, IncRNA, circRNA
I pseudogendéw) zawierajacych krotkie powtdrzenia sekwencji. Zidentyfikowane zostaty
rowniez miRNA, ktére potencjalnie moga si¢ wigzaé do wszystkich rodzajow
trojnukleotydowych powtorzen obecnych w genomie cztowieka oraz innych powtérzonych
motywow sekwencyjnych. Wyniki badan in silico staly si¢ podstawa do napisania publikacji
zatytutowanej "A Dialect of Stuttering Sequences in the Competing Endogenous RNA
Crosstalk", ktorej jestem wspotautorka (Witkos TM, Koscianska E, Fiszer A, Krzyzosiak WJ;
praca w przygotowaniu/recenzji).

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Moj dorobek naukowy nalezacy do pozostatych osiagnie¢, niezwigzanych
z publikacjami do przewodu habilitacyjnego, obejmuje 9 prac, w tym 6 prac
eksperymentalnych: (1) Koscianska et al., 2001, Acta Biochim Pol; (2) Koscianska et al.,
2005, Plant Mol Biol; (3) Koscianska et al., 2007, BMC Mol Biol; (4) Koscianska et al.,
2011, ScientificWorldJournal; (5) Figura et al., 2015, Int. J. Mol. Sci; (6) Bartz et al., 2015,
Livestock Science) i 3 prace przegladowe: (7) Starega-Roslan et al., 2011; Cell Mol Life
Sci; (8) Koscianska et al., 2014, rozdziat w ksiagzce; (9) Koscianska i Krzyzosiak, 2014,
Cerebellum & Ataxias). Wszystkie prace zostaly omoéwione w zatgczniku 6, w punktach IL.A
oraz II.D. Ich sumaryczny wspotczynnik wptywu IF (zgodny z rokiem opublikowania)
wynosi 20,17, liczba punktow MNiSW = 212, natomiast liczba cytowan (wg bazy Web of
Science Core Collection) = 176. W szesciu publikacjach jestem pierwszym autorem, w jednej
z nich autorem pierwszym i wspotautorem korespondencyjnym.

Zdecydowana wigkszo$¢ mojego dorobku naukowego obejmuje badania wyciszania
ekspresji genéw przez mate, niekodujace RNA. Glowny nurt mojej pracy naukowo-
badawczej prowadzonej do czasu uzyskania stopnia doktora dotyczyl badan zwigzanych
z interferencja RNA (RNAI), szczegélnie z charakterystyka siRNA u roslin. Z tego okresu
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pochodza dwie publikacje naukowe (wymienione w zalaczniku 6, punkt ILLA, poz. 1 1 2).
Prac¢ doktorska wykonatam w zespole Profesora Jana Sadowskiego, w Zaktadzie
Biotechnologii Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM (ale rozpoczynatam
jeszcze pod kierunkiem Profesora Jacka Augustyniaka w Zaktadzie Biochemii Polimerow).
Przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej byta charakterystyka potranskrypcyjnego procesu
wyciszania genow reporterowych GFP i GUS u roslin. Cze$¢ badan wykonatam w IMBB-
FORTH (Institute of Molecular Biology and Biotechnology, Foundation for Research and
Technology Hellas) w Grecji (Heraklion/Kreta) w ramach uzyskanego stypendium Marii
Curie, pod kierunkiem Profesora Martina Tablera. Najwazniejsza cz¢s¢ tych badan stanowita
analiza r6znej dtugosci siRNA u roslin, w ktdérej wykazatam powstawanie siRNA roznigcych
si¢ ilosciowo oraz jakosciowo, glownie w zaleznosci od rodzaju sekwencji docelowej
(transgen czy endogen) oraz rodzaju uzytego konstruktu wyciszajacego. Byta to wazna
obserwacja, poniewaz u ro$lin wystepuja dwa rodzaje czasteczek siRNA: krotsze (o dtugosci
21-22 nt) oraz dtuzsze (24-26 nt), pelnigce odmienng funkcje w procesie wyciszania [43].
Efektem mojej pracy jest publikacja "Analysis of RNA silencing in agroinfiltrated leaves of
Nicotiana benthamiana and Nicotiana tabacum™ (Plant Mol Biol. 2005, zatacznik 6, punkt
IlLA, poz. 2), ktorag uwazam za najwazniejsze osiggni¢cie z tego okresu. Praca w zespole
Profesora Martina Tablera, ktory wowczas byt uznanym autorytetem w zakresie badan RNA
i potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genéw, byta dla mnie cennym doswiadczeniem.
Nauczytam si¢ wielu technik eksperymentalnych (w tym metody northern blot, ktorg p6zniej
optymalizowatam do analizy heterogennosci miRNA) oraz znacznie poszerzylam swojg
wiedz¢ w dziedzinie RNAi. Praca w dobrym laboratorium pod okiem wy$mienitego
naukowca i jego grupy badawczej, a takze udzial w realizacji migdzynarodowych grantow
mialy ogromne znaczenie dla mojego rozwoju naukowego.

Prace doktorskg obronitam z wyrdznieniem w pazdzierniku 2005r. na UAM
w Poznaniu i uzyskatam stopien doktora nauk biologicznych. Zaraz po obronie doktoratu
odbylam 13-miesi¢czny staz podoktorski w IMBB-FORTH w Grecji, w zespole Doktora
Kritona Kalantidisa, w czasie ktorego kontynuowatam badania mechanizmu procesu
wyciszania gendéw u roslin (poprzez siRNA i miRNA), a takze zajmowatam si¢ analizg
regulacji ekspresji genow (glownie onkogenow) poprzez miRNA u cztowieka. Rezultatem
tych badan jest publikacja zatytutowana "Prediction and preliminary validation of oncogene
regulation by miRNAs" (BMC Mol Biol. 2007, zatacznik 6, punkt II.A, poz. 3), dzigki ktorej
zdobylam wiedze¢ 1 umiej¢tnosci w zakresie przewidywania i weryfikacji eksperymentalnej
oddzialywan miRNA z mRNA u cztowieka, co bardzo wykorzystatam w swojej dalszej pracy
naukowej, w tym w trzech pracach wskazanych jako moje osiggnig¢cie naukowe.

Najwazniejszy nurt moich badan po uzyskaniu stopnia doktora skupia si¢ wokot badan
zwigzanych z biogeneza ludzkich miRNA oraz ich rola w regulacji ekspresji genow
sprawczych chorob typu TREDs, co zostalo szczegdtowo przedstawione w opisie cyklu
publikacji sktadajacych si¢ na osiagnigcie naukowe. W nurcie tej samej tematyki powstaty
takze cztery inne prace, ktorych nie wlaczytam do osiagni¢cia naukowego (Wwymienione
w zataczniku 6). Pierwsza publikacja ("High-resolution northern blot for a reliable analysis
of microRNAs and their precursors™, ScientificWorldJournal 2011, zatacznik 6, punkt I1.A,
poz. 4) to protokdt zoptymalizowanej metody northern blot, ktorg wykorzystalismy do
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detekcji heterogennych, krotkich czgsteczek RNA. Pozostate trzy to prace przegladowe, jedna
dotyczy biogenezy miRNA i porusza watek heterogennosci miRNA oraz aspekty strukturalne
biogenezy miRNA ("The role of the precursor structure in the biogenesis of microRNA™, Cell
Mol Life Sci. 2011, zatacznik 6, punkt ILLA, poz. 5), natomiast dwie kolejne opisuja
i dyskutujg znaczenie miRNA w grupie chorob TREDs. W publikacji stanowigcej rozdziat
w ksigzce ("MicroRNA deregulation in trinucleotide repeat expansion disorders”, zatacznik
6, punkt 11.D, poz. 1) szczegdétowo przedstawitam literatur¢, w ktorej opisano zmiany
w profilach ekspresji miRNA w chorobach typu TREDs, a takze nowoczesne metody badania
ekspresji miRNA, podejécia terapeutyczne oraz zwigzek biogenezy miRNA z patogeneza
chorob TREDs. Druga publikacja przegladowa ("Current understanding of the role of
microRNAs in spinocerebellar ataxias”, Cerebellum & Ataxias 2014, zalgcznik 6, punkt I1.D,
poz. 2) dotyczy roli miRNA w grupie ataksji rdzeniowo-moézdzkowych ale zawiera
dodatkowo elementy badan wtasnych, przedstawiajacych wyniki analiz dotyczacych regulacji
transkryptu ataksyny-3 przez miR-181a i miR-9. Poza ww. pracami mam w swoim dorobku
rowniez prace dotyczaca roli miRNA u $wini ("Polymorphism of the porcine miR-30d is
associated with adipose tissue accumulation, its fatty acid profile and the ME1 gene
expression”, Livestock Science 2015, zalgcznik 6, punkt ILLA, poz. 7), bedaca owocem
wspolpracy z zespotem Profesora Marka Switonskiego w ramach realizacji grantu ,, Znaczenie
mikroRNA (miRNA) w kontroli ekspresji genow kandydujqgcych dla cech ottuszczenia swini”
(KBN N N311 029039). Ponadto, w ramach realizacji swojego grantu (KBN N N301 523038)
badatam deregulacjc miRNA w mysim modelu choroby Huntingtona. Tak wiec moje
doswiadczenie naukowo-badawcze w zakresie badan miRNA jest bogate i obejmuje analizy
tych czasteczek w roznych organizmach. Dodatkowo, pehitam funkcje promotora
pomocniczego w przewodzie doktorskim dotyczacym zwigzku miRNA z patobiologia
choroby Huntingtona 1 dystrofii miotonicznej typu 1, oraz bylam opiekunem naukowym kilku
prac magisterskich dotyczacych tematyki miRNA (co zostato opisane w zatgczniku nr 7).

Poza problematyka miRNA, drugim waznym obszarem moich zainteresowan jest
badanie toksycznosci RNA, a zwlaszcza rozrdznienie toksyczno$ci RNA od toksycznosci
biatka w chorobach poliglutaminowych (poliQ). Jestem wykonawca projektu badawczego,
uzyskanego w ramach konkursu MAESTRO 3 ,, Toksycznos¢ RNA w patogenezie chordob
poliglutaminowych” (NCN 2012/06/A/NZ1/00094), ktorego kierownikiem jest Profesor
Wrtodzimierz Krzyzosiak. W ramach realizacji tego projektu biore udzial w poszukiwaniu
nowych markerow toksycznosci RNA, a przede wszystkim w tworzeniu modeli
komoérkowych SCA3, w ktorych ekspresji ulega¢ beda oba czynniki toksyczne, tj. transkrypt
i biatko lub tylko jeden z nich. Do tworzenia takich modeli sg wykorzystywane konstrukty
plazmidowe kodujace transkrypty ulegajace lub nie ulegajagce translacji, ktore zawieraja
roznej dtugosci powtorzenia CAG lub CAA. Rezultatem moich badan w tym temacie jest na
razie jedna publikacja naukowa, ktorej jestem wspotautorka. Jest to publikacja metodyczna,
przedstawiajgca wyniki badan uzyskanych w czasie generowania konstruktow plazmidowych
z dhugimi ciggami powtorzen (Figura et al., "In Vitro Expansion of CAG, CAA, and Mixed
CAG/CAA Repeats", Int J Mol Sci. 2015; zatacznik 6, punkt II.A, poz. 6). Ponadto, jednym
z probleméw badawczych podejmowanych w projekcie Maestro jest analiza zmian miRNomu
wywotanych obecnos$cig toksycznego RNA lub/i biatka w chorobach wywotanych ekspansja
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powtdrzen trojnukleotydowych. W realizacji tego zadania wykorzystuj¢ wigc Swoje
doswiadczenie w zakresie badan miRNA. Oprocz planowanego profilowania ekspresji
miRNA w nowych modelach komorkowych, w ramach realizacji projektu prowadzone sg
rébwniez badania dotyczace wigzania si¢ miRNA do powtdrzen trojnukleotydowych oraz
potencjalnej sekwestracji tych miRNA przez toksyczne transkrypty RNA.

6. Podsumowanie dorobku naukowego

Pelna informacja dotyczaca wszystkich opublikowanych prac naukowych znajduje si¢
W zalgczniku nr 6, natomiast informacja o osiggnigciach dydaktycznych, wspotpracy
naukowej i popularyzacji nauki w zatgczniku nr 7.
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