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1. Dane osobowe
1.1. Imie i nazwisko

MARIOLA DUTKIEWICZ (nazwisko rodowe: Tgdrowska)

1.2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

J Stopien doktora nauk chemicznych w zakresie biochemii
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan, 2005

Tytut rozprawy doktorskiej: ,Badanie struktury fragmentéw niekodujgcych RNA
wirusa zapalenia watroby typu C”

. Tytut magistra biologii, specjalnos¢ biologia molekularna
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Poznan, 1999

2. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

styczen 2008 — obecnie adiunkt/starszy specjalista biolog (od czerwca 2015)
Zaktad Biochemii RNA
kierownik: Prof. Jerzy Ciesiotka,
Instytut Chemii Bioorganicznej, Polskiej Akademii Nauk;

styczen — grudzien 2007 staz podoktorski
Zespot Medycyny Molekularnej, kierownik - Prof. Jens Kurreck
Instytut Chemii | Biochemii, Wolnego Uniwersytetu Berlinskiego

kwiecien 2005 — styczen 2007 starszy asystent
Pracownia Chemii i Biochemii RNA;
kierownik: Prof. Jerzy Ciesiotka,
Instytut Chemii Bioorganicznej, Polskiej Akademii Nauk;

3. Podsumowanie dorobku naukowego:

Liczba wszystkich publikacji: 18 (bez artykutow konferencyjnych), w tym 11 oryginalnych prac
tworczych (wszystkie z listy JCR) oraz 7 prac przeglgdowych (w tym 2 z listy JCR).
Sumaryczny IF publikacji, zgodnie z rokiem opublikowania (JCR): 42.735
taczna punktacja MNiSW: 401
Liczba publikacji wchodzgcych w sktad habilitacji: 6
Udziat w projektach badawczych: 7
a) Kierownik projektéw: 2 (“wtasny”KBN i POMOST_Powroty FNP)
b) Wykonawca grantu promotorskiego KBN: 1
c) Wykonawca grantu “wtasnego”/OPUS: 4
Udziat w konferencjach krajowych i miedzynarodowych: 15
Opublikowane artykuty konferencyjne: 8
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Liczba cytowan wg bazy Web of Science Core Collection: 184
Indeks Hirscha wg bazy Web of Science: 6

4. Wskazanie osiggniecia naukowego
a)  Tytut osiggniecia naukowego:

BADANIE STRUKTURY ORAZ ATAKOWANIE WIRUSOWEGO RNA
ZA POMOCA NARZEDZI OLIGONUKLEOTYDOWYCH

b) Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

Wymienione ponizej prace sg podstawg wniosku habilitacyjnego i stanowig zamkniety,
monotematyczny cykl. W skfad osiggniecia naukowego wchodzg 4 prace oryginalne,
opublikowane na liscie JCR oraz 2 prace przeglagdowe: jedna z listy JCR, druga z bazy BIOSIS.

H-l. Swiatkowska A., Dutkiewicz M., Ciesiotka J.* (2007) Structural features of target RNA
molecules greatly modulate the cleavage efficiency of trans-acting delta ribozymes.
Biochemistry 46, 5523-5533. 1IF;007=3.368, IFsy..=2.828, liczba cytowan: 6, punktacja
MNiSW = 25

H-Il. Dutkiewicz M., Grunert H.-P., Zeichhardt H., Lena S.W., Wengel J., Kurreck J.* (2008)
Design of LNA-modified siRNAs against the highly structured 5'UTR of coxsackievirus B3.
FEBS Letters 582, 3061-3066. IF2005=3.264, IFs,ear=3.478, liczba cytowan: 19, punktacja
MNiSW = 30

H-IIl. Dutkiewicz M.*, Swiatkowska A., Ojdowska A., Smodlska B., Dymarek-Babs T., Jasifiska A.,
Ciesiotka J. (2012) Molecular mechanisms of genome expression of coxsackievirus B3
that belongs to enteroviruses. BioTechnologia 93(4), 414-423 — praca przeglagdowa, liczba
cytowan: 2, punktacja MNiSW = 13

H-IV. Dutkiewicz M.*, Ojdowska A., Gorska A., Swiatkowska A. and Ciesiotka J. (2014) The
structural and phylogenetic profile of the 3’ terminus of coxsackievirus B3 negative
strand. Virus Research 188: 81-89. IF014=2.324, IFsye2=2.611, liczba cytowan: 3,
punktacja MNiSW = 25

H-V. Dutkiewicz M.*, Ojdowska A., Kuczynski J., Lindig V., Zeichhardt H., Kurreck J. and
Ciesiotka J. (2015) Targeting Highly Structured RNA by Cooperative Action of siRNAs and
Helper Antisense Oligomers in Living Cells. PLoS ONE 10: e0136395. IF5015=3.057,
IFsyear=3.535, liczba cytowan: 1, punktacja MNiSW = 40



Zatacznik nr 2. Autoreferat Mariola Dutkiewicz

H-VI. Dutkiewicz M.*, Stachowiak A., Swiatkowska A., Ciesiotka J. (2016) Structure and
function of RNA elements present in enteroviral genomes. Acta Biochimica Polonica
63(4), 623-630 — praca przegladowa, IF;015=1.187, IFs5yea=1.534 punktacja MNiSW = 15

* - autor korespondencyjny

taczny 5-letni IF, przedstawionego powyzej jednotematycznego cyklu publikacji wynosi=
13.986

taczna liczba cytowan= 29 wg Web of Science Core Collection

taczna punktacja MNiISW przedstawionego powyzej jednotematycznego cyklu publikacji
wynosi = 148

Opis wtasnego udziatu w powstaniu wymienionych publikacji znajduje sie w zatgczniku nr 3
do wniosku habilitacyjnego.

Oswiadczenia wspotautorow dotyczgce ich wktadu w powstanie poszczegdlnych publikacji
oraz kopie powyzszych publikacji umieszczono w zatgczniku nr 4 do wniosku
habilitacyjnego.

c) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikdw wraz z omoéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

WPROWADZENIE

Biologia byta mojg ulubiong dziedzing nauki od najwczesniejszych lat. W szkole podstawowej i
liceum bratam udziat w olimpiadach biologicznych, dochodzac do etapu finatowego Ogdlnopolskiej
Olimpiady Biologicznej w Warszawie, jako uczennica trzeciej klasy liceum. Poznajac tajniki biologii,
genetyki i biochemii, na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza zdecydowatam sie specjalizowaé¢ w
niezwykle pociagajgcej dziedzinie — biologii molekularnej. Juz na trzecim roku studiéw zgtositam sie na
wolontariat do éwczesnego Zaktadu Genetyki Cztowieka PAN, gdzie dofgczytam do Zespotu Mutagenezy
prof. Krzysztofa Szyftera. Tematem pracy magisterskiej byt ,Genotoksyczny wptyw dymu tytoniowego na
limfocyty osobnikow dorostych i ptodow szczurédw”. Metoda badawcza wykorzystywata test
»ykometkowy”, ukazujacy fragmentacje DNA szczurzych limfocytow, ktére byty eksponowane na dym
tytoniowy. Oproécz prac zwigzanych z tematem pracy magisterskiej bratam udziat w badaniach nad

genotoksycznoscig srodkéw uzywanych podczas znieczulen w szpitalach - anastetykdéw takich jak halotan,
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isofluran i sevofluran. Tutaj rowniez zastosowaliémy test ,kometkowy” jako metoda badawcza do
okreslenia stopnia zdegradowania DNA limfocytéw eksponowanych na anastetyki. Komunikat
konferencyjny opisujagcy wyniki uzyskane in vitro, zaprezentowany ustnie i opublikowany w formie
abstraktu zyskat cztery cytowania zanim ukazata sie petna publikacja.

Studia doktoranckie rozpoczetam w roku 1999 w Laboratorium Chemii i Biochemii RNA, Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN, pod kierunkiem prof. Jerzego Ciesiotki, ktéry jest znanym specjalistg
zajmujgcym sie miedzy innymi rybozymami delta wiroidu HDV (hepatitis delta virus/viroid). Bytam
pierwszg osobg w zaktadzie, ktdéra rozpoczeta badania nad nowym obiektem, jakim byt wirus zapalenia
watroby typu C (HCV). Badania, ktdre zostaty opisane w mojej dysertacji skupiaty sie przede wszystkim na
analizie struktury drugorzedowej RNA regiondéw niekodujgcych wirusa HCV, tzw. UTRs (untranslated
regions). Przedmiotem badan byty uzyskane na drodze biochemicznej (PCR, transkrypcja in vitro)
fragmenty wirusowego RNA oraz ich izolowane motywy i domeny strukturalne. Regiony 5'UTR, 3’UTR
oraz fragmenty RNA o komplementarnej do nich sekwencji zostaty réwniez scharakteryzowane przeze
mnie pod katem dostepnosci do hybrydyzacji oligonukleotydéw. Badania strukturalne prowadzono za
pomocy modyfikacji chemicznej z zastosowaniem DMS, DEPC i w obecnosci dwuwartosciowych jonéw
otowiu. Analiza komputerowa oraz porédwnanie wynikdw uzyskanych dla izolowanych motywoéw i
czgsteczek petnej dtugosci pozwalaty rdwniez na ustalenie autonomicznosci poszczegdlnych elementéw
struktury. Po obronie pracy doktorskiej, ktéra zostata przyjeta z wyrdznieniem, zgtositam wniosek o
przyznanie stypendium naukowego fundacji DAAD (Deutscher Akademischer Austauschdienst/Niemiecka
Centrala Wymiany Akademickiej) w ramach programu , Nowoczesne zastosowania biotechnologii” na
wyjazd na staz podoktorski na Wolny Uniwersytet Berlinski. M6j projekt zaktadat skuteczne
zaatakowanie wirusa CVB3 przy pomocy samodzielnie zaprojektowanych siRNA, wymierzonych w wysoce
zachowawczy region 5'UTR jego genomu RNA.,

Tymczasem, wzietam udziat w projekcie skupionym wokét innych narzedzi oligonukleotydowych,
wykorzystywanych do degradacji RNA - rybozymow delta. Projekt ten dotyczyt zaleznosci efektywnosci
dziatania rybozymu delta typu antygenomowego od kontekstu strukturalnego rozpoznawanej sekwencji.
Zaproponowatam, aby jednym z atakowanych przez rybozym obiektdw RNA byt izolowany region X z
regionu niekodujacego 3’ genomu wirusa HCV, wczesniej scharakteryzowany przeze mnie w pracy
doktorskiej. Dawato mi to mozliwos¢ wejscia w tematyke wykorzystania narzedzi oligonukleotydowych
do degradacji RNA. Okazato sie, ze zaréwno struktura atakowanej sekwencji jak i kontekst strukturalny,

otoczenie w jakim sie znajduje majg znaczacy wptyw na efektywnosc¢ dziatania rybozymu delta (H-1).
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Otrzymawszy pozytywna decyzje w sprawie stypendium DAAD, wyjechatam na roczny staz
podoktorski do Berlina. W grupie prof. Volkera Erdmanna, jako cztonek zespotu Medycyny Molekularnej,
realizowatam swdj plan badawczy pod kierunkiem prof. Jensa Kurreck’a. Zespét ten wybratam na miejsce
mojego stazu podoktorskiego ze wzgledu na podobng tematyke (wirusy RNA, narzedzia
oligonukleotydowe), a jednoczesnie szerszy wachlarz technik (kultury komodrkowe, testy wirusowe,
wykorzystanie siRNA). Zamierzatam nauczy¢ sie zarowno wykorzystywania zjawiska RNAi do degradacji
wirusowego RNA, jak rdéwniez prowadzi¢ hodowle komodrkowe i wirusowe oraz monitorowad
rozprzestrzenianie sie wirusow w komaorkach ludzkich. Podjelismy prébe zaatakowania narzedziami typu
siRNA niemal niedostepnego regionu niekodujgcego 5 wirusa Coxsackie B3 (CVB3). Kilkuetapowa
procedura optymalizacji projektowania siRNA i ich modyfikowanych wariantdéw - siLNA przeciwko temu
celowi zakonczyta sie powodzeniem, czyli wskazaniem jednego narzedzia siLNA efektywnie wyciszajacego
replikacje wirusa w komarkach ludzkich zakazonych wirusem (H-Il). Pozostat jednakze niedosyt z powodu
uzyskania tylko jednego, cho¢ swietnie dziatajacego, narzedzia. Podczas stazu podoktorskiego bratam
rowniez udziat w innych projektach, z ktérych jeden zakonczyt sie waznym odkryciem, ze struktura typu
G-kwadrupleks obecna w regionie 5'UTR transkryptu ludzkiego biatka zic-1 moze powodowaé inhibicje
jego translacji.

Po powrocie do Polski postanowitam kontynuowaé prace nad wirusem CVB3, wprowadzajac go
jako nowy obiekt badan do Zaktadu Biochemii RNA, IChB PAN. Ponownie, ale tym razem z jeszcze
lepszym rezultatem postanowitam pokonaé niedostepnosé regionu 5’UTR wirusa CVB3 wobec narzedzi
typu siRNA. Napisatam projekt grantu, ktéry otrzymat bardzo dobre recenzje i uzyskat finansowanie KBN.
Owocem pracy nad tym projektem byty dwie prace doswiadczalne (H-1V; H-V) i dwie prace przegladowe
(w tym H-IIl) oraz praca magisterska (1).

Udato sie opracowac strategie atakowania konserwatywnych, lecz wysoko uporzadkowanych
regiondw RNA i przez to stabo dostepnych do hybrydyzacji. Strategia ta zaktadata miedzy innymi:
szczegbtowe scharakteryzowanie regionu pod katem struktury drugorzedowej, dostepnosci do
hybrydyzacji jak i wystepowania odpowiednich sekwencji docelowych dla podejscia siRNA. Poprzez
szereg testow wypracowalismy sposdb indukowania dostepnosci dla siRNA w cze$ciowo dwuniciowych
motywach strukturalnych, za pomocg pomocniczych oligomeréw modyfikowanych chemicznie (H-V). W
tym samym czasie bratam réwniez udziat w innych badaniach prowadzonych w naszym zaktadzie, nad
realizacjg projektéw o tematyce zwigzanej z izoformami biatka p53, a doktadniej wokdt struktury

drugorzedowej wariantéw sekwencyjnych regionu 5’UTR mRNA p53 i jej wptywu na inicjacje translacji.
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Ostatni projekt, ktérego finansowanie pozyskatam z Fundacji na rzecz Nauki Polskiej dotyczyt
badania struktury catego genomu CVB3 i identyfikowania nowych elementéw strukturalnych RNA,
zwtaszcza w czesci kodujacej. W ramach projektu powstaty miedzy innymi praca przeglagdowa
charakteryzujagca dotgd poznane elementy RNA w genomach enterowirusdéw i petnione przez nich
funkcje (H-VI) i dwie prace magisterskie (2, 3). Do tej pory zidentyfikowaliémy kilkanascie
konserwatywnych, pod wzgledem zachowania struktury, elementéw drugorzedowych RNA w obrebie
dwudziestu réznych izolatéw wirusa CVB3. Kilka sposréd nich ma szanse wystepowaé takze u innych
enterowirusow. Trwajg prace badawcze, ktére uzupetnig zawartos¢ przygotowywanej publikacji oraz
trzeciej pracy magisterskiej. Mam nadzieje, ze wkrétce ruszg prace takze nad przypisaniem funkcji do
zaproponowanych elementdéw strukturalnych RNA. W tym celu przygotowuje witasnie kolejny wniosek
grantowy aby kontynuowac prace nad tym obiecujgcym zagadnieniem.

CELE | OBIEKTY BADAN

Przedmiotem niniejszej rozprawy habilitacyjnej jest badanie struktury drugorzedowej
fragmentéw RNA wirusa CVB3 oraz atakowanie wirusowego RNA za pomocg narzedzi
oligonukleotydowych. Obiektami tych badan s3 fragmenty RNA wiruséw, ktérych genom stanowi
pojedyncza czgsteczka RNA, o dodatniej polarnosci, takich jak HCV oraz CVB3.

W nastepujgcym rozdziale streszczone zostang wchodzace w sktad osiggniecia naukowego dwie
prace przeglgdowe. Jedna z nich opisuje organizacje genomu, mechanizmy ekspresji i cykl zyciowy wirusa
CVB3, poréwnujac go do innych enterowiruséw (H-Ill). Druga praca dotyczy struktury i funkcji licznych
elementéw strukturalnych RNA obecnych w genomach enterowiruséw (H-VI). Nastepnie, omodwione
zostang oryginalne prace badawcze wchodzace w skfad osiggniecia naukowego, dotyczace zaréwno
zwigzku pomiedzy strukturg RNA a podatnoscig na dziatanie narzedzi oligonukleotydowych (H-I), jak
réowniez badania struktury drugorzedowej wirusowych fragmentéw RNA (H-IV i czeSciowo H-V). Badania
te miaty na celu jak najlepsze scharakteryzowanie witasciwosci strukturalnych fragmentéw RNA,
mogacych mieé wptyw na efektywnos¢ dziatania narzedzi oligonukleotydowych, takich jak rybozymy,
oligomery typu antysens, czy siRNA. Kolejny rozdziat przedstawia wykorzystanie zdobytej wiedzy i
doswiadczenia do zaatakowania mocno ustrukturyzowanego regionu 5’UTR wirusa CVB3 narzedziami
typu siRNA oraz oligomerami typu antysens (H-1l oraz H-V). Najefektywniejsze z tych narzedzi stanowié
moga proto-terapeutyki przeciwko wirusowi CVB3, a opracowana strategia ukierunkowanej degradacji
wysoko uporzadkowanych regiondw RNA moze by¢ przydatna zaréowno w genomice funkcjonalnej jak i w

przypadku atakowania innych wiruséw RNA.
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W omawianych artykutach cytowane jest obszernie pismiennictwo Zrédtowe, wobec czego
ponizej przytaczam jedynie niektére pozycje literaturowe. Podobnie, zrezygnowano z szerokiego
cytowania prac innych autoréw majgcych zwigzek z prowadzonymi badaniami, gdyz sg one cytowane w
artykutach wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego.

CHARAKTERYSTYKA STRUKTURY RNA ORAZ WYBRANYCH MECHANIZMOW EKSPRESJI WIRUSA
COXSACKIE B3 JAKO PRZEDSTAWICIELA ENTEROVIRUSOW (H-Ill oraz H-VI).

Wirus Coxsackie B3 (CVB3) jest jednym z gtdwnych patogendw serca (4). Nalezy do obszernej
rodziny Picornaviridae, rodzaju enterowirus, razem z wirusem polio, rhinowirusami i innymi wirusami
Coxsackie. Wirusy te charakteryzyja sie matym, nieoptaszczonym kapsydem o ksztatcie ikozaedralnym. W
ich wnetrzu znajduje sie pojedyncza czgsteczka RNA, o polarnosci dodatniej, w przypadku CVB3 o
dtugosci okoto 7400 nt (5). Genom koduje pojedynczg ramke odczytu dla wirusowej poliproteiny. Jest

ona oflankowana z obu stron przez regiony niekodujgce — UTRs (untranslated regions) (Rycina 1).
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Rycina 1. Schemat genomu enterovirusow ze wskazaniem elementéw strukturalnych RNA oraz regionow
kodujgcych biatka. Schemat zawiera struktury RNA wspdlne zaréwno dla wszystkich enterowirusow, jak i te
charakterystyczne dla poszczegdlnych przedstawicieli.

5’UTR jest bardzo dtugi, stanowi ponad 10% dtugosci catego genomu i zawiera wysoko uporzadkowane
struktury RNA sterujgce translacjg i replikacja: element IRES oraz motyw liscia koniczyny. Dzieki
obecnosci elementu IRES translacja zachodzi niezaleznie od kapu i wirus moze wytgczyé komoérkowa
translacje kap-zalezng bez szkody dla wtasnego metabolizmu. Strukture IRES stanowi kilka domen typu
ramie-petla, z licznymi petlami wewnetrznymi (domena Il, IV, V i VI) oraz rozgatezieniami (domena 1V)

(6). Dzieki swej strukturze przestrzennej IRES rekrutuje niektére czynniki translacyjne i matg
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podjednostke rybosomalng. Natomiast motyw liscia koniczyny (domena I) jest niezbedny niemal na
kazdym etapie replikacji, poczawszy od przetgczenia translacji na replikacje, urydylylacji startera
replikacyjnego, poprzez inicjacje syntezy nici minus, a potem wsparcie inicjacji syntezy potomnych nici
plus (7). Swa funkcje zawdziecza oddziatywaniom z dwoma biatkami: PBCP (poly(C)-binding protein) oraz
z prekursorem polimerazy wirusowej - 3CD. Drugi z regionéw niekodujgcych, 3'UTR zawiera strukture
pseudowezta, biorgcego réwniez udziat w regulacji replikacji.

Podobnie do procesu translacji, proces replikacji zachodzi w cytoplazmie, ale wewnatrz struktur
btoniastych zwanych tratwami lipidowymi Iub pecherzykami replikacyjnymi. Region kodujacy
poliproteine podzielony jest umownie na trzy czesci: P1, P2 i P3. Region P1 koduje cztery rézne biatka
ptaszcza, z kolei regiony P2 i P3 kodujg biatka niestrukturalne, jak proteazy 2C i 3C, polimeraze 3D,
peptyd VPg i inne. Poliproteina przechodzi serie autokatalitycznych trawien doprowadzajac do
uwolnienia poszczegdlnych biatek i ich prekursoréw, np. 2BC, 3AB lub 3CD, ktére czesto takze posiadaja
odrebne funkcje w cyklu zyciowym wirusa. Nagromadzenie biatek niestrukturalnych, doprowadza do
zakonczenia procesu translacji i uruchomienia na tej samej czasteczce RNA procesu replikacji.

Wspomniany wczesniej etap urydylylacji startera replikacyjnego zachodzi na matrycy ogona
poly(A), terminujgcego genom na koncu 3’ oraz na matrycy elementu strukturalnego cre. Zostat on
zidentyfikowany wewnatrz sekwencji kodujacej proteaze 2C i scharakteryzowany strukturalnie jako dtuga
spinka z kilkunastonukleotydowg petla apikalng, bogatg w reszty A (8). Przez dtugi czas, element cre byt
jedyng strukturg RNA znaleziong wewnatrz czesci kodujgcej genomu. Pozostata cze$é ramki odczytu
uznawana byta za pozbawiong stabilnych struktur drugorzedowych RNA. Tymczasem niedawno
zidentyfikowano kolejne elementy strukturalne RNA o okreslonej funkcji, w genomach enterowiruséw.
Jedym z nich jest element iRNasel, znaleziony wewnatrz sekwencji kodujgcej proteaze 3C w grupie
enterowiruséow C, do ktérych nalezy wirus polio i niektore wirusy Coxsackie A. Jest to rozgateziona
struktura z oddziatywaniami trzeciorzedowymi, ktéra wigzgc sie do monomeru RNazy L skutecznie
inhibuje jej dimeryzacje i co za tym idzie aktywnos$¢ rybonukleazowg (9). Wirus Coxsackie B3, jako
przedstawiciel enterowiruséw grupy B nie posiada tego elementy strukturalnego, nie wykazuje réwniez
odpornosci na rybonukleaze L.

Pare lat temu, w sekwencji kodujgcej polimeraze 3D wirusa polio, zaproponowano kolejne dwa
elementy strukturalne, wazne dla wydajnej replikacji (10, 11). Analiza poréwnawcza sekwencji oraz
przewidywanie komputerowe wskazuja na potencjalng obecnosé¢ przynajmniej jednego z motywodw,
spinki E10 u wszystkich enterowiruséw, w tym u wirusa CVB3. Jak dotad, nie zostato to potwierdzone

eksperymentalnie. Jest catkiem prawdopodobne, ze istnieje wiecej zakodowanych struktur RNA
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wewnatrz otwartej ramki odczytu, ktére mogg mieé istotne znaczenie dla cyklu zyciowego wirusa CVB3 i
innych enterowirusow. Zidentyfikowanie ich pogtebitoby wiedze na temat mechanizméw ekspres;ji tych
wiruséw, co z kolei moze poprawi¢ mozliwosci ich kontrolowania w komorce, na przyktad poprzez
zaburzenie struktury (misfolding) okreslonych elementéw RNA, lub odwrotnie, przez ich nasladowanie.

Lepsze poznanie wirusa CVB3 ma znaczenie rowniez z perspektywy terapii genowej, gdyz jako
patogen serca, wirus CVB3 stat sie ostatnio waznym kandydatem jako przenosnik gendw i szczepionek do
miesnia sercowego (12, 13). Bedzie to wymagato jeszcze wielu badan ukierunkowanych na inhibicje jego
patogennosci bez utraty witasciwosci wektorowych. Do tego celu niezbedna bedzie jak najlepsza
znajomos¢ struktur i mechanizmoéw cyklu zyciowego wirusa CVB3, a takze wiedza dotyczaca interakcji
pomiedzy elementami wirusowymi i komdrkowymi.

Patogennos¢ wirusa CVB3 nie ogranicza sie tylko do chordb serca, choé jest on jedng z gtéwnych
przyczyn transplantacji serca w grupie mtodych dorostych. Powoduje on réwniez choroby trzustki i
innych narzaddéw, a takze zakazenia ogdlnoustrojowe, szczegélnie wsrdd najmtodszych dzieci w krajach
Trzeciego Swiata. Leczenie polega na kuracji interferonem, nie istnieje bowiem zaden specyficzny lek
zatwierdzony do zwalczania wirusa CVB3. Trwajg prace nad opracowaniem matoczgsteczkowych
inhibitoréw wirusowych proteaz, badZ polimerazy, a takie nad zastosowaniem pozabtonowej,
rozpuszczalnej formy receptora komdrkowego CAR, ktéry jest rozpoznawany przez wirus i mogtby go
wychwytywac. Wiele nadziei wigzano réwniez z zastosowaniem narzedzi oligonukleotydowych, takich
jak: narzedzia typu siRNA, oligomery typu antysens, rybozymy i inne, o podobnym sposobie dziatania,
czyli takie, ktére specyficznie rozpoznajgc sekwencje genomu wirusa doprowadzatyby do jego
selektywnej dysfunkcji lub degradaciji.

WPLYW STRUKTURY RNA NA DOSTEPNOSC SEKWENCJI DOCELOWEIJ | EFEKTYWNOSC NARZEDZI
OLIGONUKLEOTYDOWYCH (H-I)
Juz od kilku dziesiecioleci trwajg prace nad wykorzystaniem narzedzi oligonukleotydowych do

degradacji RNA. Okazato sie, ze obok wielu innych czynnikéw, warunkiem ich efektywnego dziatania jest
dostepnos¢ namierzonej sekwencji do hybrydyzacji komplementarnych oligonukleotyddéw. Dostepnos¢, z
kolei, wigze sie Scisle ze strukturg RNA i cho¢ nie jest jedynym, to okazuje sie niezwykle waznym
czynnikiem wptywajacym na efektywnosé¢ narzedzi oligonukleotydowych.

Celem pracy eksperymentalnej, cytowanej jako H-l osiggniecia naukowego, byto ustalenie, czy
struktura sekwencji docelowej dla rybozymu delta dziatajgcego in-trans wptywa na efektywnosé
degradacji RNA i w jakim stopniu. W tym celu skonstruowano szereg czasteczek modelowych RNA.
Sekwencja rozpoznawana i cieta przez rybozym wystepowata w zrdinicowanym kontekscie

strukturalnym w kazdej z modelowych czasteczek, a wiec: w petli struktury typu ramie-petla, w

9



Zatacznik nr 2. Autoreferat Mariola Dutkiewicz

przylegtym do regionu sparowanego regionie jednoniciowym po stronie 3’, lub 5, itp. Przeprowadzono
szereg reakcji ciecia rybozymem delta, obliczajgc parametry kinetyczne tych reakcji, takie jak szybkos¢,
stata Ky, efektywnos$é koncowa mierzona iloscig przecietego substratu w catym czasie reakcji itp.
Uzyskano wyniki, ktére wskazywaty na niezwykle znaczacy wptyw struktury RNA na efektywno$é ciecia
rybozymem delta. Przede wszystkim dostepnos¢ do hybrydyzacji rybozymu w miejscu rozpoznania
sekwencji docelowej miata znaczenie, ale rowniez jego gietkos¢ ograniczana np. przez bliskos¢ regionu
dwuniciowego lub przez umiejscowienie sekwencji w petli. Wynikato to z faktu, ze po przytaczaniu
substratu, rybozym przechodzi zmiany konformacyjne, ktére wymagaja przestrzennej elastycznosci
substratu RNA. Efekt ten wczesniej niedoceniany, nie byt uwzgledniany przez innych badaczy.

Do podobnych wnioskéw doprowadzity doswiadczenia wykorzystujgce warianty rybozymu delta,
zaprojektowane tak, aby byty zdolne do rozpoznania innej niz natywna, okreslonej sekwencji docelowe;j.
Zastosowano je do degradacji naturalnie wystepujgcych czgsteczek RNA o znanej strukturze

drugorzedowej. Jednym z nich byt tRNA™®

, a drugim region X wirusa zapalenia watroby typu C — RNA
X(+). Obydwa substraty RNA zostaty przez nas uprzednio scharakteryzowane pod katem dostepnosci do
hybrydyzacji wykorzystujagc semi-ramdomiczne biblioteki 6-meréw DNA i aktywnos¢ RNazy H. W
pierwszym etapie zastosowano biblioteke kombinatoryczng rybozymu delta do mapowania podatnosci
na ciecie czasteczki RNA X(+). Na podstawie uzyskanych wynikéw zaprojektowano specyficznie dziatajgce
rybozymy: R35 i R46. Przecinaty one docelowg czgsteczke RNA w oczekiwanych miejscach, jednak
stopien koncowego przereagowania wynosit zaledwie 1%. Czgsteczka RNA X(+) wystepuje w postaci
czterech motywoéw typu spinka do wtoséw (14). Ciecia generowane przez rybozymy R35 i R46 pojawiaja
sie w obrebie spinki SL2a i SL2b, ktére mogg oddziatywac ze sobg tworzac strukture pseudowezta (14).
Zgodnie z przewidywaniem, w czgsteczkach RNA odpowiadajacych izolowanym motywom strukturalnym
regionu X(+) zaobserwowano zwiekszenie efektywnosci generowanych cieé¢, odpowiednio do okoto 8-
12%. W przypadku czgsteczki SL1/SL2a, rybozym R46 przytgczat sie do regionu, ktéry tworzy strukture
typu spinka do wtoséw, ale o niewielkiej trwatosci termodynamicznej, dlatego mozna byto oczekiwac
wiekszej efektywnosci jego dziatania (12%). Wydaje sie, ze bezposrednia obecnos¢ regionu
dwuniciowego przylegajacego do miejsca zwigzania rybozymu wptywa na efektywnos$é ciecia. Pomimo,
ze fragmenty RNA odpowiadajgce izolowanym motywom regionu X(+) przecinane byty tylko w kilkunastu
procentach, to w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi dla czgsteczki X(+) o petnej dtugosci, otrzymujemy
istotny wzrost efektywnosci dziatania rybozymodw.

Phe

W czasteczce drozdzowego tRNA™ zaobserwowalismy trzy ciecia generowane za pomoca

biblioteki rybozymu delta. Dwa ciecia pojawity sie w petli D i jedno w petli antykodonu. Dostepnosc petli
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D do hybrydyzacji potwierdzajg wyniki Mir i Southern'a (15) uzyskane przy zastosowaniu mikromacierzy
6- i 12-merdw DNA. Ponadto, dostepne okazaty sie rowniez: ramie akceptorowe, petla dodatkowa oraz
petla TWC. Pordwnanie rozktadu miejsc dostepnych do hybrydyzacji krétkich oligonukleotyddéw z
rozktadem cie¢ generowanych za pomoca biblioteki rybozymu delta, pokazuje wyraznie, ze dostepnosc
do hybrydyzacji nie jest jedyng konieczng cechg, jaka musi wykazywac substrat RNA, aby uzyska¢ jego
efektywng degradacje za pomoca rybozymu.

Whniosek z badan nad rybozymem delta, ze zaréwno struktura rozpoznawanej sekwencji jak i
kontekst strukturalny, otoczenie w jakim sie znajduje majg znaczacy wptyw na efektywnos¢ jego
dziatania, moze dotyczy¢ takze innych rybozymdw, jak np. hammerhead, a takze innych narzedzi
oligonukleotydowych.

BADANIA STRUKTURY DRUGORZEDOWEJ RNA WIRUSA CVB3 (H-1V oraz H-V)

Istotnym obszarem moich badan opisanych w pozycjach H-IV. i H-V. osiggniecia naukowego byta
charakterystyka struktury drugorzedowej RNA fragmentéw genomu wirusa CVB3, jak rdéwniez
komplementarnej do niego nici minus, powstajgcej w procesie replikacji. Idea badan strukturalnych
wyptywa z udowodnionej juz niejednokrotnie roli struktury RNA nie tylko dla petnionej funkcji, ale
rowniez dla podatnosci na dziatanie narzedzi typu oligonukleotydowego, jak: rybozymy, oligomery typu
antysens, siRNA.

Jednym z pierwszych obiektéw moich zainteresowan byt region niekodujacy 5’UTR, ktéry zawiera
wazne dla cyklu zyciowego elementy strukturalne sterujgce translacjg oraz replikacja. W opublikowanym
w literaturze modelu strukturalnym tego regionu zaproponowano oddziatywania dalekiego zasiegu
pomiedzy oddalonymi od siebie domenami | i V (6). Poniewaz planowalismy wykorzystanie regionu 5’UTR
CVB3 jako modelowego przyktadu ciasno upakowanej czgsteczki RNA, postanowilismy jako pierwsi
przeprowadzi¢ badanie jego struktury in vivo oraz dla poréwnania réwniez in vitro. Zaproponowatam
zastosowanie do tego celu odczynnika chemicznego DMS (siarczan dimetylu), ktory posiada zdolnosc
przenikania przez btony komérkowe i modyfikuje pozycje A, C, oraz G w miejscach jednoniciowych.
Badanie in vivo polegato na zawieszeniu zywych, zakazonych wirusem CVB3 komdrek Hela WIS w
roztworze DMS przez okresSlony czas i zatrzymaniu reakcji. Nastepnie izolowano totalny RNA i
przeprowadzano odwrotng transkrypcje. Zastosowanie starteréw specyficznych dla wirusa oraz
poréwnanie powstajgcych produktéw z liniami sekwencjonowania pozwolito to na identyfikacje miejsc
metylacji A i C w badanym regionie. Rdwnolegle przeprowadzilismy badania in vitro fragmentu 5'UTR
otrzymanego na drodze syntezy biochemicznej (transkrypcja in vitro). Otrzymane wyniki, zaréwno z

mapowania in vitro jak i in vivo byty z sobg zgodne oraz w wiekszosci potwierdzity zaproponowany model
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struktury regionu 5’UTR. Poniewaz uzyskalismy sygnaty metylacji w regionie proponowanych
oddziatywan dalekiego zasiegu, sugerujemy ze jezeli one w ogdle zachodzg, to sg stabe lub wymagaja
wspétudziatu nieznanych czynnikéw. Zgodnie z oczekiwaniem, w miejscach poznanych oddziatywan z
biatkami, np. z PCBP (poly(C)binding protein) w obrebie domeny |, nie obserwowalismy modyfikacji
chemicznej w warunkach in vivo, w przeciwienstwie do warunkdw in vitro.

Innym obiektem naszych badan strukturalnych byt region terminalny 3’ nici minus wirusa CVB3,
ktdérego struktura nie byta jak dotad badana eksperymentalnie. Ni¢ minus powstaje w pierwszym etapie
replikacji na matrycy nici genomowej — plus. Przypuszcza sie, ze pozostaje w formie dwuniciowego
heterodupleksu z nicig plus do momentu rozpoczecia kolejnego etapu replikacji — syntezy genomdw
potomnych. Wéweczas konieczne jest rozplecenie terminalnego odcinka heterodupleksu w celu zwigzania
kompleksu replikacyjnego, a doktadniej mdwiac az do szesciu kolejnych kompleksdéw inicjujgcych
replikacje (7). Powstajgce na uwolnionej nici minus struktury drugo- i trzecio-rzedowe RNA mogg
utatwiac oddziatywanie z niektérymi biatkowymi komponentami komplekséw oraz zapobiegaé powtdrnej
re-hybrydyzacji komplementarnych nici, przynajmniej w odcinku terminalnym 3’.

Zatem, zaproponowalismy model strukturalny terminalnego odcinka 3’ nici minus CVB3, o
dtugosci okoto 750-nukleotyddw. W tym celu zaprojektowalismy trzy czgsteczki RNA réznej dtugosci: 750,
1250, 1750 nt, reprezentujgce terminalng sekwencje 3’ wirusowej nici minus. W ten sposdéb region, ktéry
zamierzalismy zbada¢ znajdowat sie w trzech réznych kontekstach strukturalnych. Mapowanie struktury
przeprowadzilismy metoda modyfikacji chemicznej odczynnikiem DMS oraz metoda cie¢ RNA
indukowanych w obecnosci jondw otowiu. Charakterystyka tak dtugiego regionu wymagata zastosowania
kilku specyficznych starteréw w reakcjach odwrotnej transkrypcji. Poprzez poréwnanie wynikéw
uzyskanych niezaleznie dla kazdej z czgsteczek: 750, 1250 i 1750 nt, ustalilismy Ze region terminalny o
dtugosci 750 nt zwija sie w sposéb autonomiczny i najprawdopodobniej nie oddziatuje z regionami
bardziej oddalonymi w kierunku 5’ nici minus. Uzyskane dane eksperymentalne postuzyly za wiezy
strukturalne w programie przewidujgcym strukture RNA. Analizowali$my wszystkie mozliwe konformacje
w obrebie 10% najnizszej energii swobodnej, za pomocy programu RNAstructure. W ten sposéb
zaproponowalismy pierwszy model strukturalny dla terminalnych 750 nt nici minus, z wyrdznieniem
najbardziej zdeterminowanych w jego obrebie domen strukturalnych: Domeny I, II’ i lII’, obejmujgcych
razem pierwsze 443 nt z konca 3’. Cze$¢ tych wynikow zostato opisanych w pracy magisterskiej (1).

Dodatkowo, poszczegdlne domeny I'-III’ zostaty przeanalizowane w kontekscie filogenetycznym.
W tym celu sprawdzili§my, czy pomimo pewnej zmiennosci sekwencyjnej w obrebie 20 réznych izolatow

wirusa CVB3 jest mozliwe zawigzanie przez kazdy z nich struktur podobnych do domen I’-lll’. Okazato sie,

12



Zatacznik nr 2. Autoreferat Mariola Dutkiewicz

ze w przypadku najbardziej kraricowej 88-nt domeny I’, kazda z przeanalizowanych sekwencji umozliwia
uformowanie sie takiej samej badZ bardzo podobnej struktury typu li$¢ koniczyny. Dla tej domeny I’
przeprowadzono réwniez modelowanie struktury trzeciorzedowej z wykorzystaniem programu RNA
Composer i zaproponowano miejsca oddziatywania z dwoma biatkami, przez analogie do wirusa polio.
Poznanie struktury tego regionu nici minus, ktéra ma prawdopodobnie istotne znaczenie dla
efektywnosci inicjacji syntezy genomdw potomnych ufatwi szczegétowe badanie tego procesu w
kontekscie oddziatywan ze sktadnikami kompleksu replikacyjnego oraz potencjalnych inhibitoréw tego
etapu replikacji.

ATAKOWANIE WIRUSA CVB3 ZA POMOCA NARZEDZI OLIGONUKLEOTYDOWYCH (H- Il oraz H- V)

Jednym ze sposobdéw na specyficzne zwalczanie wirusow w zakazonym organizmie jest
wykorzystanie narzedzi oligonukleotydowych do indukowania degradacji wirusowego RNA. Ich ogromng
zaletg jest mozliwos¢ precyzyjnego wyboru miejsca ataku, jakim jest kilkunastonukleotydowa sekwencja
docelowa, ktéra jednakie musi spetni¢ szereg warunkdéw, aby umozliwi¢ efektywng degradacje lub
inhibicje wirusa. W przypadku podejscia wykorzystujgcego mechanizmy interferencji RNA, takie jak mikro
RNA (miRNA) lub krétkie interferujgce RNA (siRNA) przeprowadzono wiele badan majacych na celu
rozpoznanie cech, jakie powinny wykazywac efektywnie dziatajgce narzedzia oligonukleotydowe i
rozpoznawana przez nie sekwencja RNA (16-18). Ustalono szereg zasad dotyczacych projektowania
efektywnych narzedzi typu siRNA wskazujgc ograniczenia dowolnosci sktadu nukleotydowego wybranych
pozycji sekwencji docelowej, a takze na wptyw ich struktury warunkujgcej dostepnosé¢ do hybrydyzacji
komplementarnych oligonukleotydéw. Do innych czynnikdw nalezy réwniez brak stabilnej struktury
drugorzedowej, w obrebie nici wiodacej siRNA.

W przypadku atakowania dynamicznie zmieniajgcych sie wirusdw RNA narzedziami
oligonukleotydowymi, kluczowym warunkiem okazata sie réwniez zachowawczo$¢ atakowanego regionu.
Wybdr wysoce zachowawczej sekwencji zapobiega bowiem szybkiej ucieczce wirusa w mutacje
punktowe i zniesienie inhibitorowego efektu zastosowanego narzedzia. W przypadku siRNA moze
wystarczy¢ pojedyncza mutacja punktowa, aby znacznie obnizy¢ lub wytgczy¢ aktywnosé takiego
narzedzia. Mozna unikngé ucieczki wirusa atakujgc najbardziej konserwatywne regiony jego RNA oraz
stosujac kilka narzedzi oligonukleotydowych jednoczesnie. Niestety, zwykle okazuje sie, ze najbardziej
konserwatywne regiony wykazujg wysoki stopie uporzagdkowania strukturalnego, czesto ze wzgledu na
petnione funkcje, ktére zalezg od okreslonej struktury RNA. Fakt ten nie sprzyja dostepnosci docelowego
regionu do hybrydyzacji komplementarnych oligonukleotydowych. Przyktadem sg prace gdzie atakowano

rézne regiony wirusa CVB3, uzyskujac dobre wyniki w kodujgcych partiach genomu, natomiast ponoszac
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kompletng porazke w przypadku najbardziej konserwatywnego w genomie wirusa regionu 5'UTR (20,
21). Autorzy zaprojektowali kilka narzedzi siRNA w tym regionie kierujgc sie tylko i wytgcznie cechami
sekwencji pierwszorzedowej, bez uwzglednienia wtasciwosci strukturalnych regionu 5'UTR, ktére w
tamtym czasie nie byty jeszcze w petni poznane.

Postanowitam wdwczas przeprowadzi¢ szczegétowa charakterystyke tego regionu i sprébowac
zaprojektowac dziatajgce siRNA skierowane w miejsca dostepne do hybrydyzacji wewnatrz 5’UTR wirusa
CVB3. Proponowana strategia zakfadata kilkuetapowy proces projektowania i optymalizacji najlepiej
dziatajacych narzedzi. W pierwszym kroku wybrano 22 sekwencje docelowe kierujac sie woéwczas
niedawno opublikowanym modelem struktury drugorzedowej 5’UTR (6) oraz znanymi wymaganiami
sekwencyjnymi dla siRNA (16, 17). Poniewaz dtugos¢ sekwencji rozpoznawanej przez kompleks RISC
wynosi 19 nt, trudno byto wskaza¢ tak dtugie odcinki lezgce w regionach jednoniciowych i trzeba byto
zaryzykowa¢ wybér odcinkéw czesciowo sparowanych. Drugim krokiem byto przetestowanie wybranych
miejsc 5’"UTR na dostepnos¢ do hybrydyzacji komplementarnych oligonukleotyddw, wykorzystujac 19-
mery DNA i aktywnos$¢ RNazy H, enzymu ktéry trawi heterodupleksy RNA-DNA. Z dwudziestu dwdch
testowanych miejsc tylko pie¢ indukowato degradacje RNA z zadowalajgcg efektywnoscia, 70-100%,
wskazujgc na ich dobrg dostepnos¢ do hybrydyzacji.

Na podstawie tych wynikdw zaprojektowano dupleksy siRNA nakierowane na 5
wyselekcjonowanych miejsc i przetestowano je w uktadzie reporterowym. Przygotowany konstrukt DNA
ulegat ekspresji w komédrkach Hela w postaci hybrydowego RNA, bedgcego potgczeniem sekwencji 5’UTR
wirusa CVB3 oraz transkryptu genu zielonej fluorescencji GFP. Stopien ekspresji monitorowano za
pomocg mikroskopu obserwujgc fluorescencje biatka GFP oraz za pomocg techniki Western blot.
Przeprowadzono szereg testow z zastosowaniem réznych stezen duplekséw siRNA, ale dopiero przy
stezeniu 100 nM efektywno$¢ narzedzi przekraczata 70%. Postanowilismy poprawic¢ efektywnos¢ siRNA
wprowadzajgc modyfikacje LNA do dwdch duplekséw. Jednoczesnie przetestowalismy trzy
antysensowne 16-mery, gapmery LNA skierowane w te same miejsca na czgsteczce docelowej, uzyskujgc
zadowalajgce wyniki dla jednego z nich (LNA_4-4).

Kolejnym etapem projektowania najbardziej efektywnych narzedzi oligonukleotydowych byt test
w komorkach zakazonych wirusem CVB3. Przed zakazeniem komorki Hela-WIS transfekowano
wybranymi siRNA i siLNA o stezeniach 20 i 100nM, oraz gapmerami LNA o stezeniach 1-500 nM
Nastepnie przeprowadzano dwa niezalezne testy: Pierwszy — XTT assay, polegat na kolorymetrycznym
pomiarze reakcji oddajacej stopien przezycia komédrek po transfekcji naszymi narzedziami i zakazeniu

wirusem, a drugi ,test tysinkowy” pokazywat zdolno$¢é do replikacji wirusa w uprzednio transfekowanych
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komérkach. Okazato sie, ze gapmer LNA przy stezeniu 50 nM byt w stanie zachowa¢ do okoto 50%
zakazonych komorek przy zyciu, a po zwiekszeniu jego stezenia wykazywat efekty toksyczne. Szczesliwie
okazato sie, ze jeden z przetestowanych siLNA wykazywat antywirusowg aktywnos¢ w zakazonych
komérkach chronigc je przed skutkami infekcji z 92% efektywnoscig — liczong testem XTT i niemal 70%
efektywnoscig wykazang testem ,tysinkowym”. W ten sposdb zaprojektowane i przetestowane siLNA,
hybrydyzujgce cze$ciowo do jednoniciowego tfgcznika miedzy domenami V/VI, a czes$ciowo do
dwuniciowego ramienia domeny VI regionu 5'UTR wirusa CVB3 stato sie obiecujagcym prototypem leku
przeciwko temu wirusowi. Wyszli§my od 22 potencjalnie odpowiednich miejsc ataku, z ktérych tylko
jedno okazato sie stabym punktem wirusa. Niestety, jedno takie miejsce mogtoby zosta¢ zmutowane
przez wirusa po krétkim czasie presji selekcyjnej i uciec spod inhibujgcego dziatania naszego narzedzia
typu siRNA.

Dlatego postanowitam zrewolucjonizowa¢ strategie atakowania wysoko uporzadkowanych
regiondw RNA, ktére wymykajg sie narzedziom oligonukleotydowym ze wzgledu na swa niedostepnosc
do hybrydyzacji, stosujgc oligomery pomocnicze. Wybér 2’-O-metylowanych 16-merdw zasugerowany
byt ich wzmocniong stabilnoscig w komdrce, zwiekszonym powinowactwem do RNA, a dzieki temu takze
potencjalng zdolnoscig tolerowania pojedynczych niesparowan powstatych w wyniku ewentualnych
mutacji wirusa. Z drugiej strony planowaliémy poprawi¢ sposdéb poszukiwania odpowiednich miejsc
podatnych na atak siRNA, aby majac ich wiecej do wyboru, mdc zastosowac przeciwko wirusowi swoisty
koktajl, ktéry zapobiegatby ucieczce wirusa za pomoca jednej lub dwdch mutacji punktowych.

Analize dostepnosci do hybrydyzacji komplementarnych oligonukleotydéw przeprowadzono
dwiema metodami. Pierwsza z nich wykorzystywata biblioteki kombinatoryczne 6-meréw DNA oraz
aktywno$¢é RNazy H. Druga metoda polegata na wykorzystaniu oligomeréw DNA zawierajacych 8 i 12
randomicznych pozycji nukleotydowych w potaczeniu z odwrotng transkrypcjg i facuchowga reakcja
polimerazy (RT-ROL) (22). Dzieki tym podejsciom zidentyfikowano szereg miejsc dostepnych do
hybrydyzacji oligonukleotydow w badanym RNA, odpowiadajgacym regionowi 5’UTR wirusa CVB3.
Korzystajgc z otrzymanej mapy dostepnosci do hybrydyzacji badanych regionéw wirusowego RNA
zaprojektowano zestaw 16-meréw DNA komplementarnych do miejsc dostepnych. Przeprowadzono
testy na wigzanie 16-meréw DNA do docelowych sekwencji RNA, wykorzystujgc aktywnos¢ RNazy H. W
taki sposdéb zidentyfikowali§my miejsca najbardziej dostepne do hybrydyzacji komplementarnych
oligonukleotydéw 16-merowych.

Jednoczesnie przeanalizowano region 5’UTR CVB3 pod wzgledem obecnosci charakterystycznych

sekwencji odpowiednich do zwigzania najbardziej efektywnych narzedzi typu siRNA, biorgc pod uwage
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reguty projektowania efektywnych siRNA (16, 17) Jak sie spodziewalismy, wiekszos¢ z nich
umiejscowiona byta w regionach zmapowanych przez nas jako czesciowo lub zupetnie niedostepnych.
Zauwazylismy, co ciekawe, ze kilka z wyselekcjonowanych miejsc dla siRNA byto usytuowanych wewnatrz
czesciowo dwuniciowych odcinkéw domen, naprzeciwko miejsc zmapowanych jako dostepne do
hybrydyzacji. Postanowiliémy zatem wykorzysta¢ ten fakt i zastosowaé podejscie ukierunkowanego
zmieniania lokalnej struktury RNA poprzez hybrydyzacje pomocniczych oligonukleotydéw. Aby
sprawdzié, czy zwigzanie oligonukleotyddw pomocniczych spowodowato udostepnienie wybranych
sekwencji dla siRNA po drugiej stronie dwuniciowego elementu atakowanej domeny, przeprowadzilismy
test z wykorzystaniem RNazy H oraz kilku par oligonukleotydéw. Kazda para zawierata 19-mer DNA o
zdefiniowanej sekwencji, odzwierciedlajgcej planowane siRNA oraz modyfikowany 16-mer DNA (2’-O-
metylo-), taki ktéry w dupleksie z RNA nie jest rozpoznawany przez RNaze H. W reakcjach kontrolnych
stosowano jeden z oligomeréw, jak rdéwniez pary specyficznych 19-meréw z kontrolnymi,
niespecyficznymi 2’-O-metylo-16-merami. Zaobserwowano produkty przeciecia docelowego RNA przez
RNaze H, tylko w tych przypadkach, gdzie zaszto zwigzanie 19-meru DNA do nowo udostepnionego
miejsca w atakowanym RNA. Okazato sie, ze najbardziej efektywne pary oligonukleotyddéw sa
umiejscowione po przeciwnych stronach cze$ciowo-dwuniciowych elementdéw strukturalnych. Byty to
pary: DNA_165 i helper me_5, DNA_213 i helper me_8, oraz DNA_420 i helper me_9.

Na podstawie tych wynikdw pozyskano odpowiednie narzedzia siRNA majace atakowaé 5'UTR w
miejscach nowo udostepnianych do hybrydyzacji pod wptywem jednoczesnego wigzania oligomerdéw
pomocniczych. W celu przetestowania zaprojektowanych narzedzi oligonukleotydowych w komadrkach
ludzkich skonstruowano nowe wektory plazmidowe zawierajgce sekwencje 5'UTR CVB-3 w
bezposrednim sasiedztwie genu reporterowego biatka zielonej fluorescencji — hrGFP. Przeprowadzono
testy reporterowe w komodrkach Hela badajac stopien ekspresji biatka hrGFP przy udziale techniki
Western blot jak réwniez intensywnos$¢ jego fluorescencji za pomocg czytnika ptytek. Otrzymane
wartosci odzwierciedlaty efektywnos$é narzedzi siRNA w obecnosci i pod nieobecnos¢ oligomerdéw
pomocniczych. Dla kazdej z testowanych par zaobserwowano wzmocniony efekt wyciszania ekspresji
hrGFP wynikajacy z aktywnosci oligomerdw helperowych, w zakresie steze: 0,1-2 nM siRNA i 50 nM 2’-

O-metylowanych 16-merdéw.
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Rycina 2. Wyciszenie ekspresji konstruktu reporterowego hrGFP-5’UTRcvb3 za pomocq siRNA w obecnosci i pod
nieobecnos¢ oligomeréw pomocniczych. (A) Model struktury drugorzedowej region 5’UTR wirusa CVB3 wg (6).
Wyniki badania struktury in vivo sq przedstawione na modelu za pomocq kotek: czarne kétka — silna modyfikacja A
lub C przez DMS, puste kdtka - staba modyfikacja. Grube szare linie wskazujq miejsce docelowe dla oligomeréw
pomocniczych 2’-0O-metylowanego 16-meru (jasnoszare), oraz dla siRNA (ciemnoszre). (B) Reprezentatywne skany
Western blot pokazujq obnizenie ekspresji konstruktu hrGFP-5'UTRcvb3 w komdrkach Hela. Komdrki byty wspot-
transfekowane kombinacjami: 50nM oligomeréw pomocniczych (nazwa kursywq) oraz 0.1 lub 0.25 nM siRNA,
(nazwa zwyktq czcionkq), odpowiednio: si162—siRNA_162, si213—siRNA_213, si420—siRNA_420, jak pokazano na
rycinie;, GAPDH—kontrola natozenia; hrGFP—biatko reporterowe. (C) Wykresy obrazujgce wzgledng intensywnos¢
fluorescencji zmierzonq przez czytnik ptytek, wykazywanqg przez komorki HelLa wspot-transfekowane zestawami
oligomerow oraz fuzyjnym konstruktem reporterowym hrGFP-5’UTRcvb3. Sktadniki zastosowanych zestawow
oligomerow zaznaczono na rycinie pod stupkami wykresow.
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Wedtug pomiaru intensywnosci fluorescencji, najlepszym narzedziem okazat sie siRNA_165, ktéry
razem z pomocniczym oligomerem me_5 wyciszat ekspresje genu reporterowego do poziomu ok. 10%
kontroli (czyli z 90% efektywnoscig). Natomiast najwyrazniejszy spadek intensywnosci fluorescencji, az o
okoto 40%, odnotowano w przypadku zastosowania helpera me_8 wspdtpracujacego z siRNA_213
(Rycina 2). Zaobserwowano takze korelacje umiejscowienia par narzedzi oligonukleotydowych w obrebie
danego elementu strukturalnego 5'UTR z poziomem zaréwno korncowego efektu wyciszenia jak i
wzglednego wzmocnienia wyciszenia. | tak: te narzedzia, ktére hybrydyzowaty do najmniej stabilnego
elementu struktury — w domenie I, wykazaty najsilniejszg redukcje ekspresji biatka reporterowego,
natomiast najstabszg redukcje wykazaty te, wigzace sie do najbardziej stabilnego elementu — trzonu
domeny IV.

Najwyrazniejszg pomoc w inhibicji ekspresji hrGFP zaobserwowano w przypadku pary oligomeréw
hybrydyzujgcych w obrebie domeny Ill, niemal naprzeciwko siebie, w przeciwienstwie do pary, ktérej
miejsca hybrydyzacji pokrywaty sie w niewielkim stopniu. Wyniki te s3 zgodne z naszymi
przewidywaniami, gdyz po raz kolejny potwierdzita sie pryncypalna rola struktury RNA dla efektywnosci
dziatania narzedzi oligonukleotydowych. Dodatkowo potwierdzita sie nasza hipoteza, ze oligomer
pomocniczy, poprzez hybrydyzacje do elementu dwuniciowego, zmienia jego strukture i poprawia
dostepnos¢ komplementarnej strony trzonu do hybrydyzacji zinnym narzedziem oligonukleotydowym.

Podsumowujgc, opracowalismy strategie atakowania mocno ustrukturyzowanych regionéw RNA
za pomocg starannie dobranych siRNA oraz pomocniczych oligomerdw - modyfikowanych 2’-O-metylo-
16-merdw, ktére hybrydyzujgc po jednej stronie dwuniciowego trzonu elementu RNA czynig go bardziej
dostepnym do zwigzania kompleksu RISC, po drugiej stronie, i w ten sposdéb przyczyniajg sie do
degradacji docelowego RNA. Wyniki te mogag byé przydatne przy projektowaniu narzedzi
oligonukleotydowych przeciwko innym wysoce uporzgdkowanym regionom/czasteczkom RNA np. w
zastosowaniach genomiki funkcjonalnej lub podczas atakowania innych wiruséw. Dodatkowo, moga
zosta¢  wykorzystane do skomponowania  kilkusktadnikowego leku na bazie narzedzi

oligonukleotydowych, przeciwko wirusowi CVB3.

AKTUALNE BADANIA | PERSPEKTYWY

Ostatnio, zajmowatam sie realizacjg projektu finansowanego przez Fundacje na rzecz Nauki
Polskiej pt: ,,Genome-wide RNA secondary structure mapping of coxsackievirus B3”, jako jego kierownik.
Projekt ma na celu poszukiwanie i charakterystyke struktury nowych elementéw strukturalnych RNA
wirusa CVB3 rozmieszczonych w réznych miejscach jego genomu. Poszukiwalismy dotgd nieodkrytych,

stabilnych termodynamicznie i zachowawczych filogenetycznie elementdéw strukturalnych RNA. W
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ramach projektu powstaty miedzy innymi: praca przeglgdowa charakteryzujgca dotad poznane elementy
RNA w genomach enterowiruséw ich funkcje (H-VI) oraz dwie prace magisterskie (2, 3). W toku trwaja
prace nad charakterystyka struktury najbardziej terminalnego od strony 3’, regionu kodujgcego
poliproteine, gdzie w przypadku innych enterowiruséw znaleziono niedawno nowe elementy
strukturalne RNA. Wyniki tych badaid beda przedmiotem kolejnej pracy magisterskiej, jak réwniez
planowanej publikacji. Do tej pory zidentyfikowaliémy kilkanascie konserwatywnych, pod wzgledem
zachowania struktury, elementéw drugorzedowych RNA w obrebie dwudziestu réznych izolatéw wirusa
CVB3 oraz kilka wspdlnych dla réinych enterowiruséw. Taka zachowawczos$¢ struktury, pomimo
pewnego stopnia zrdznicowania sekwencji nukleotydowej, wskazuje na mozliwo$¢ petnienia przez te
motywy waznej funkcji w cyklu zyciowym CVB3 i innych enterowiruséw. Aby potwierdzié¢ te hipoteze i
przypisa¢ funkcje do zaproponowanych elementdédw strukturalnych RNA, przygotowywany jest kolejny
projekt — wniosek grantowy na realizacje wyzwania, ktérego zamierzam sie podjgé w niedalekiej

przysztosci.
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5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo — badawczych.
5.1 Lista dodatkowych publikacji
A) Publikacje naukowe w czasopismach znajdujqcych sie w bazie Journal Citation Reports (JRC) :

I.  Swiatkowska A., Zydowicz P., Gorska A., Suchacka J., Dutkiewicz M., Ciesiolka J.* (2015)
The Role of Structural Elements of the 5'-Terminal Region of p53 mRNA in Translation
under Stress Conditions Assayed by the Antisense Oligonucleotide Approach. PLoS ONE
10, e0141676; IF2015=3.057, IFsyear=3.535, liczba cytowan: 1, punktacja MNiSW = 40

II. Gorska A., Swiatkowska A., Dutkiewicz M., Ciesiolka J.* (2013) Modulation of p53
Expression Using Antisense Oligonucleotides Complementary to the 5'-Terminal Region
of p53 mRNA In Vitro and in the Living Cells. PLoS ONE 8, e78863; IFy13=3.534,
IFsyear=3.535 liczba cytowan: 7, punktacja MNiSW = 40

lll.  Gorska A., Blaszczyk L., Dutkiewicz M., Ciesiolka J.* (2013) Length variants of the 5'
untranslated region of p53 MmRNA and their impact on the efficiency of translation
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initiation of p53 and its N-truncated isoform ANp53. RNA Biology 10: 1726-1740.
IF2013=5.377, IFsyear=4.755, liczba cytowan: 3, punktacja MNiSW = 35

Pozycje I. - lll. przedstawiajg wyniki badan skupionych na strukturze i funkcji wariantéw
sekwencyjnych regionu niekodujgcego 5° mRNA p53. Uczestniczytam w nich jako wspodt-
wykonawca grantéw prof. Jerzego Ciesiotki.

W jednej z publikacji (lll.) scharakteryzowalismy strukture drugorzedowg wariantow
regionu terminalnego 5° mRNA p53, bedacych rezultatem dwoéch réznych miejsc startu
transkrypcji oraz kodondéw inicjujacych synteze biatka p53 oraz izoformy A40p53 oraz
okreslilismy wptyw réznych wariantéw sekwencyjnych regionu terminalnego 5 mRNA p53 na
inicjacje procesu translacji in vitro w komorkach Hela i MCF-7.

W kolejnej pracy (Il.) zastosowano oligonukleotydy antysensowe skierowane przeciwko
regionowi terminalnemu 5" mRNA p53 do inhibicji translacji biatka p53 i izoformy A40p53 w
warunkach in vitro oraz w komérkach MCF-7. Zbadano mechanizm inhibicji i zaproponowano,
ze jeden z badanych oligomerow mogtby by¢ zastosowany jako czynnik wspomagajgcy w
radioterapii nowotwordw.

WykazalisSmy takze, ze struktura regionu terminalnego 5° mRNA p53, obejmujaca
element IRES stanowi istotny element regulatorowy w translacji biatka p53 i izoformy A40p53
w warunkach stresu (l.).

IV.  Arora A., Dutkiewicz M., Scaria V., Hariharan M., Maiti S., Kurreck J.* (2008) Inhibition of
translation in living eukaryotic cells by an RNA G-quadruplex motif. RNA, 14, 1290-1296.
F1000Biology, IF2005=5.018, IFs5,ear=4.302, liczba cytowan: 114, punktacja MNiSW = 35

Praca ta powstata podczas stazu podoktorskiego w zespole prof. Jensa Kurreck’a w
Berlinie. Wzietam udziat w badaniach nad wptywem obecnosci struktury G-kwadrupleksu w
regionie niekodujgcym 5’ transkryptu komorkowego zic-1 na efektywnos¢ jego translaciji.

Nasze badania potwierdzity obecnos¢ takiej struktury wewnatrz fragmentu mRNA zic-1
oraz wykazaly po raz pierwszy, ze G-kwadrupleks moze inhibowac¢ proces translacji
transkryptu, wewnatrz ktérego wystepuje.

V.  Dutkiewicz M., Swiatkowska A., Figlerowicz M., Ciesiotka J.* (2008) Structural domains
of the 3’-terminal sequence of the HCV replicative strand. Biochemistry 47, 12197—-
12207. IF3008=3.379, IFs5year=2.828, liczba cytowan: 9, punktacja MNiSW = 25

VI.  Dutkiewicz M., Ciesiotka J.* (2005) Structural characterization of the highly conserved
98-base sequence at the 3' end of HCV RNA genome and the complementary sequence
located at the 5’ end of the replicative viral strand, Nucleic Acids Research 33, 693-703.
IF2005=7.552, IFs5year=8.647, liczba cytowan: 15, punktacja MNiSW = 40
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Pozycje: V. i VI. opisujg duzy fragment badan bedacy tresciag mojej rozprawy doktorskiej
pt. ,Badanie struktury fragmentéw niekodujgcych RNA wirusa zapalenia watroby typu C”.
Przedstawiamy w nich charakterystyke struktury drugorzedowe] niekodujgcych fragmentow
genomu wirusa HCV: 3’ -terminalnego, 98-nukleotydowego odcinka nici plus, fragmentu o
komplementarnej sekwencji, wystepujgcego na koricu 5’ nici minus wirusa oraz obszernego
fragmentu terminalnego 3’ nici minus, ktéry jak wykazaliSmy, przyjmuje strukture
domenowg. Za pomocg technik badania struktury RNA in vitro w obecnosci jondw otowiu,
reagentow chemicznych jak DMS | DEPC oraz rybonukleaz T1 i S1 proponujemy mozliwosc
utworzenia struktury typu pseudowezta na koncu 3’ nici plus, w obrebie tzw. regionu “X”.

VIl.  Ciesiotka J.*, Wrzesinski J., tegiewicz M., Smalska B., Dutkiewicz M. (2001) Ribozymes of
the hepatitis delta virus: Recent findings on their structure, mechanism of catalysis and
possible applications. Acta Biochimica Polonica 48 (2) 409-418. praca przeglagdowa,
IF2001=0.832, IFsyear=1.534, liczba cytowan: 4, punktacja MNiSW =15

Jest to praca przeglgdowa, opisujgca ostatnie doniesienia dotyczgce struktury i mechanizmu
dziatania rybozymow delta z wiroidu HDV oraz ich mozliwe wykorzystanie.

B) Monogrdfie, publikacje naukowe w czasopismach miedzynarodowych lub krajowych innych
niz znajdujgce sie w bazie JRC

I.  Kowalczykiewicz D., Dutkiewicz M., Ciesiotka J.* (2012) Isoforms of the p53 protein — the
mechanism of their genesis and biological function. Na Pograniczu Chemii i Biologii XXVI,
51-74. praca przegladowa

II.  Bfaszczyk L., Dutkiewicz M., Ciesiotka J.* (2007) Proces translacji zachodzacy niezaleznie
od obecnosci kapu na koncu 5’ eukariotycznych mRNA. Postepy Biochemii 53, 400-412.
praca przeglgdowa, punktacja MNiSW =5

. Dutkiewicz M., Swigtkowska A., Ciesiotka J.* (2006) Struktura i funkcja regionéw
niekodujgcych RNA wirusa zapalenia watroby typu C. Postepy Biochemii 52, 62-71. praca
przeglagdowa, punktacja MNiSW =5

IV. Dutkiewicz M., Ciesiotka J.* (2002) Strategia ukierunkowanej degradacji RNA oraz
wybrane przyktady jej wykorzystania w terapii przeciwwirusowej. Biotechnologia 1, 57-
70. praca przeglagdowa, punktacja MNiSW =13

V. Florek E.*, Tadrowska M. (Dutkiewicz), Kokocha A., Szyfter K.* (2000) DNA lesions in
blood lymphocytes of rat exposed to tobacco smoke studied by commet assay.

Implications for reproduction. Acta Poloniae Toxicologica (pdzniejsze Acta Toxicologica)
8 (2) 255-261. punktacja MNiSW= 0, MNiSWq10= 6
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Wyniki badan, ktorych czes¢ byta przedmiotem mojej pracy magisterskiej opublikowano
w polskim czasopismie (V). Wykazalismy w nich, ze ekspozycja szczuréw na dym
tytoniowy ma znaczgcy, szkodliwy wptyw na ich rozrodczos¢, oraz koreluje z poziomem
uszkodzen DNA limfocytow krwi obwodowej zaobserwowanych | zmierzonych metodg
kometkows.

5.2 Udziat w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

W latach 1998-2016 wzietam aktywny udziat w 15 miedzynarodowych i krajowych
konferencjach naukowych, na ktéorych wygtositam 7 komunikatow ustnych. Szczegdty
dotyczace tych konferencji oraz wygtoszonych komunikatéw znajdujg sie w zatgczniku nr 3.
Sumarycznie, jestem wspdtautorem 40 komunikatow konferencyjnych, z ktérych 8 zostato
opublikowanych w formie abstraktu w czasopismach z listy JCR lub w ich suplementach.

Wykaz (40) komunikatow konferencyjnych:

* M. Dutkiewicz ,Searching for new structural RNA elements in the genome of coxsackievirus B3”
konferencja , Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy Konsorcjum Poznariskie: RNA RUSH”, (komunikat
ustny), Poznan/Obrzycko 2016

* M. Dutkiewicz ,,Secondary structure of coxsackievirus B3 - RNA genome and its targeting with siRNA
and helper antisense oligonucleotides” (komunikat ustny), konferencja partnerska Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN oraz Instytutu Pasteura w Paryzu, Paryz 2016

* A. Stachowiak, M. Dutkiewicz ,Secondary structure of coxsackievirus B3 RNA genome and its
targeting with siRNA and helper antisense oligonucleotides” (komunikat ustny), konferencja , Krajowy
Naukowy Osrodek Wiodgcy Konsorcjum Poznanskie: RNA GO” Poznan/Obrzycko 2015

* A. Swiatkowska, P. Zydowicz, A. Gorska, J. Suchacka, M. Dutkiewicz, J. Ciesiotka ,The Role of
Structural Elements of the 5'-Terminal Region of p53 mRNA in Translation under Stress Conditions
Assayed by the Antisense Oligonucleotide Approach”. 20th Annual Meeting of the RNA Society,
Madison, USA 2015

* M. Dutkiewicz, Agata Ojdowska, Jakub Kuczyniski, Vanessa Lindig, Heinz Zeichhardt, Jens Kurreck and
Jerzy Ciesiotka , Targeting Highly Structured RNA of Coxsackievirus B3 by siRNAs and Helper Antisense
Oligomers”. EMBO Young Scientists' Forum, Warszawa 2014

¢ M. Dutkiewicz ,Badanie struktury RNA wirusa Coxsackie B3 oraz opracowanie strategii atakowania
wirusowego RNA za pomocg narzedzi oligonukleotydowych” (komunikat ustny), konferencja
»Krajowy Naukowy Osrodek Wiodgacy Konsorcjum Poznaniskie: RNA START”, Poznan/Obrzycko 2014

* M. Dutkiewicz ,Targeting the highly structured RNA regions of coxsackievirus B3 with
oligonucleotide-based tools” (komunikat ustny). Konferencja jubileuszowa IChB PAN , Towards a new
RNA world”, Poznan 2013
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M. Dutkiewicz, A. Ojdowska and J. Ciesiotka “Hybridization of complementary oligonucleotides in the
5’UTR of the coxsackievirus B3 genomic RNA and in the 3’ terminal region of its replicative strand”.
Polish-German Biochemical Societies Joint Meeting, Acta Biochimica Polonica — vol. 59, (2012)
Suplement 3, p. 89, Poznan 2012

M. Dutkiewicz, A. Ojdowska and J. Ciesiotka “Mapping of sites accessible to hybridization of
complementary oligonucleotides in the terminal regions of the viral genomic and replicative RNA
strands of coxsackievirus B3”. Acta Biochimica Polonica — vol. 58 (2011) Supplement 2, p. 28; |l Polish
Congress of Biochemisty and Cell Biology, Krakéow 2011

M. Dutkiewicz, H.-P. Grunert, H. Zeichhardt, S.W. Lena, J. Ciesiolka, J. Wengel, J. Kurreck, “The
5’ untranslated region (5’ UTR) of coxsackievirus B3 as an object of structural investigation and as a
target for oligonucleotide-based tools”, ESF Research Conference on Antiviral Applications of RNA
Interference, Sant Feliu de Guixols 2010

M. Dutkiewicz, A. Ojdowska and J. Ciesiolka, “Structural features of the 3’ terminal region of
coxsackievirus B3 replicative strand”, EURASNET Interdisciplinary Focus Meeting in Poznan "Frontiers
in Structural Bioinformatics of RNAs and RNPs", Poznan 2010

D. Rothe, D. Werk, H. Fechner, W. Poller, M. Dutkiewicz, H. Zeichhardt, H.-P. Grunert, V. A. Erdmann,
J. Kurreck, “RNA interference approaches to inhibit cardiotropic viruses”, RNAi Meeting ,Gene
Regulation by small RNAs“, J RNAi Gene Silencing. (2010) May, 6(1): p. 372; Oxford 2010

M. Dutkiewicz, D. Werk, D. Rothe, H.-P. Grunert, S.W. Lena, J. Wengel, V.A. Erdmann, J. Kurreck, H.
Zeichhardt:. “Inhibition of coxsackievirus B3 by modified small interfering RNAs targeting the 5’
untranslated region”, The 19th Annual Meeting of GfV, Society for Virology, Leipzig 2009

D. Rothe, D. Werk, S. Schubert, V. Lindig, S. Pinkert, H. Fechner, W. Poller, M. Dutkiewicz, H.
Zeichhardt, H.-P. Grunert, V.A. Erdmann, J. Kurreck “RNA interference approaches to inhibit
cardiotropic viruses”, Annual Meeting on Medicinal Chemistry of SRC & KVCV, Briissel 2009

M. Dutkiewicz, A. Swigtkowska, M. Figlerowicz, J. Ciesiotka, “Structural characterization of the 3'-
terminal sequence of the HCV minus strand RNA”. 13th Annual Meeting of the RNA Society”, Berlin
2008

A. Swiagtkowska, M. Dutkiewicz, M. Pieczynski, J. Ciesiotka, “Targeting the IRES element of HCV RNA
with delta ribozymes and antisense oligonucleotides.” 13th Annual Meeting of the RNA Society”,
Berlin 2008

D. Rothe, D. Werk, M. Dutkiewicz, S. Schubert, H-P. Grunert, H. Zeichhardt, V.A Erdmann., H. Fechner,
J. Kurreck; “Inhibition of picornaviruses by means of RNA interference”. Round Table of Nucleosides,
Nucleotides and Nucleic Acids, Nucleic Acids Symposium Series (2008) No. 52 63—64, Kyoto 2008

M. Dutkiewicz, J. Ciesiotka, J. Kurreck; “Mapping of accessible sites of oligonucleotide hybridization
on 5’ Untranslated Region (5'UTR) of Hepatitis C — and Coxsackievirus B3 as preliminary step before
siRNA design and application”. 3" Annual Meeting of Oligonucleotide Therapeutics Society, Berlin
2007

A. Swiatkowska, A. Gorska, M. Pieczyriski, M. Dutkiewicz, J. Ciesiotka. , Element IRES wirusa HCV jako
cel ataku dla potencjalnych inhibitoréw procesu translacji wirusowego RNA.” Il Krajowy Kongres
Biotechnologii, Poznan 2007

M. Dutkiewicz, A. Swigtkowska, J. Ciesiotka; "Structural characterization of the 3’ terminal region of
the hepatitis C viral replicative strand, complementary to the IRES element"; 1* BioScience Partnering
Event: Berlin-Brandenburg trifft Poznan”, Poznan 2006
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A. Swigtkowska, M. Dutkiewicz, J. Ciesiotka; ,Structural features of target RNA molecules modulate
the cleavage efficiency of trans-acting delta ribozymes”; Central European Scientists Meeting
EMBO/HHMI, Dubrownik 2006

M. Dutkiewicz, A. Swiagtkowska, J. Ciesiotka, "Structural characterization of the 5’ untranslated region
of the HCV RNA genome and the complementary sequence of the replicative viral strand." (komunikat
ustny) XL Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Acta Biochimica Polonica, vol. 52, (2005),
31,0P2.2, Lublin 2005

J. Ciesiotka, M. Dutkiewicz, M. tegiewicz, A. Swigtkowska, A. Wichtacz, J. WrzesiAski, ,Ribozymes:
recent views on their biological functions and possible applications.” (referat na zaproszenie,
wygtoszony przez J. C.) 40" Meeting of the Polish Biochemical Society, Acta Biochimica Polonica, vol.
52, (2005) 5.31, L2.4, Lublin 2005

A. Swiatkowska, A. Wichtacz, M. Dutkiewicz, J. Wrzesiriski, B. Smdlska and J. Ciesiotka , The ability of
delta ribozyme to cleave highly structured RNA molecules”, International Symposium on Phosphorus
Chemistry Directed Towards Biology — 25 Years Later, £tédZ 2005

A. Swigtkowska, A. Wichtacz, M. Dutkiewicz, J. Wrzesiriski i J. Ciesiotka, "The use of trans-acting delta
ribozymes in the strategy of directed degradation of RNA targets." FEBS Congress, Eur J Biochem, 271;
(2004) Supplement I, p.57, Warszawa 2004

M. Dutkiewicz, J. Ciesiotka, “Structure investigation of the 3’ terminus of the hepatitis C virus
genomic RNA”. 8th Annual Meeting of the RNA Society, Wieden 2003

A. Swiagtkowska, M. Dutkiewicz, J. Ciesiotka, "Badanie struktury RNA regionu niekodujacego 3’ wirusa
zapalenia watroby typu C." XXXVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Wroctaw 2002

M. Dutkiewicz, J. Ciesiotka, ,Badanie struktury regionu X wirusa HCV oraz oligomeréw RNA
odpowiadajgcych motywom jego struktury drugorzedowej” (komunikat ustny); XXXVII Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, Torun 2001

M. Dutkiewicz, J. Ciesiotka, , Structural probing of the highly conserved 3’ end sequence of the HCV
RNA genome”, Six™ International Symposium on Positive Strand RNA Viruses, Paryz 2001

J. Ciesiotka, M. tegiewicz, J. Wrzesinski, B. Smdlska, M. Dutkiewicz, "Catalytic cleavage of antigenomic
delta ribozymes in the presence of various divalent metal ions." Symposium on RNA Biology IV. RNA:
Target and Tool, Chapel Hill 2001

M. Dutkiewicz, J. Ciesiotka; ,Analiza strukturalna regionu niekodujacego 3’ (3’UTR) wirusa HCV”,
XXXVI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Poznan 2000

E. Florek, M. Tadrowska, A. Kokocha, K. Szyfter, , Lesion de I’ADN des lymphocytes ches le rat expose
a la fumee du tabac. Effet de I'exposition sur la reproduction”. VIIIl Congres Annuel de la Societe
Francaise de Toxicolgie Analitique, Limoges 2000

P. Jatoszynski, M. Tadrowska, M. Kujawski, M. Wasowicz, R. Szulc, K. Szyfter; “Genotoxicity of
inhalation anesthetics (halotane, isoflurane and sevoflurane) in human lymphocytes studied in vivo
and in vitro.” Comet assay workshop, Neoplasma 46 (1999) Supplement 20-22; Smolenice 1999

K. Szyfter, E. Florek, M. Tadrowska, A. Kokocha. ,Zastosowanie techniki "comet assay" do badania
genotoksycznosci dymu tytoniowego”. VII Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego.
Miedzyzdroje 1999

E. Florek, M. Tadrowska, K. Szyfter. ,, Tobacco smoke-induced DNA strand breaks in rat estimated by
comet assay”. Chemical Safety for the 21st Century. Toxicol Lett 1998: Vol. 95 suppl. 1, p. 186.
Abstracts of the International Congress of Toxicology - ICT VIII, Paris 1998
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« M. Tadrowska, K. Szyfter, E. Florek, A. Kokocha, R. Szulc, K. Szyfter; ,Uszkodzenia DNA u szczuréw
eksponowanych na dym tytoniowy okreslane technikg elektroforezy pojedynczych komérek (comet

assay)” (komunikat ustny); V Ogélnopolska Konferencja Naukowa pt. ,Interakcje w Zatruciach”,
Poznani/Kiekrz 1998

o P. Jatoszyniski, M. Kujawski, M. Tadrowska, R. Szulc, K. Szyfter; “Genotoksycznos¢ anestetykow
wziewnych (halotanu, izofluranu i sewofluranu) oszacowana w systemie in vitro.” |1 Ogéinopolska
Konferencja pt: ,Stanowisko pracy anastezjologa: Problemy bezpieczerstwa i ekologii”, Poznari 1998
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