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4. OMOWIENIE OSIAGNIEC, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.)

4.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Regulacja ekspresji genéow na poziomie RNA w mozgu i patologiach oSrodkowego ukladu
nerwowego

4.2. PUBLIKACIJE (P) WCHODZACE W SKELAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
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RNA do mikromacierzy RNA oraz bibliotek RNA-seq, meta-analiza danych literaturowych,
zestawienie wynikow wlasnych z danymi literaturowymi, analiza i interpretacja uzyskanych
danych, przygotowanie rysunkow i tabel do manuskryptu, napisanie w catosci pierwszej wersji
manuskryptu, rewizja manuskryptu, redakcja ostatecznej wersji manuskryptu (przy udziale
pozostalych wspolautorow).
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Loss of a mammalian circular RNA locus causes miRNA deregulation and affects brain function.
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22;357(6357). DOI: 10.1126/science.aam8526

IF 2016 =37.205; MNiSW 2016 = 50; MNiSW 2021 = 200; Cyt=881
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eksperymentow: CRISPR/Cas9 (zaprojektowanie, klonowanie, przygotowanie, przetestowanie
konstruktow), zaprojektowanie genetycznie zmutowanej linii myszy Cdrlas KO, opracowanie i
wdrozenie procedury genotypowania, namnozenie kolonii zmutowanych myszy, zaplanowanie
fenotypowania, analizy transkryptomiczne (wszystkie total RNA-seq, poly(A)-selected RNA-seq,
small RNA RNA-seq, wykonanie bibliotek, sekwencjonowanie i wspoludzial w analizie wynikow,
interpretacja wynikow), nadzor nad analizami elektrofizjologicznymi, przeprowadzenie wszystkich
reakcji walidacyjnych qRT-PCR i TagMan assay, przygotowanie analiz walidacyjnych smRNA
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FISH oraz Nanostring, przeprowadzenie czesci eksperymentow behawioralnych, koordynacja
wszystkich eksperymentow behawioralnych, koordynowanie wspolprac naukowych, analiza i
interpretacja wszystkich uzyskanych danych, napisanie czeSci pierwszej wersji manuskryptu
(wyniki i dyskusja), wykonanie draftu rysunkow do manuskryptu, koordynacja i/lub wykonanie
ostatecznych rysunkow do manuskryptu, redakcja i poprawa ostatecznej wersji manuskryptu (przy
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redagowaniu manuskryptu (przy udziale pozostatych wspotautorow).

P4
miR-218 affects the ECM composition and cell biomechanical properties of glioblastoma cells.

Grabowska M*, Kuczynski K*, Piwecka M, Rabiasz A, Zemta J, Glodowicz P, Wawrzyniak D,
Lekka M, Rolle K#. Journal of Cellular and Molecular Medicine 2022, 26(14):3913-3930. DOI:
10.1111/jcmm.17428

IF 2021 = 5.295; MNiSW 2021 = 100; Cyt=4

Moja kontrybucja: wspotudzial w formulowaniu problemu badawczego i koncepcji pracy,
zaplanowanie i wykonanie eksperymentow z zastosowaniem suplementacji miRNA, opracowanie i
wybor metodyki badawczej w czesci dotyczqcej pracy z kulturami komorek glejaka, analiza i
interpretacja uzyskanych danych, udzial w redagowaniu rysunkow do manuskryptu, redagowanie
ostatecznej wersji manuskryptu (przy udziale pozostatych wspotautorow).

PS
Single-cell and spatial transcriptomics: deciphering brain complexity in health and disease.

Piwecka M, Rajewsky N, Rybak-Wolf A#. Nature Reviews Neurology 2023, 19(6):346-362. DOI:
10.1038/s41582-023-00809-y

IF 2021 =44.711; MNiSW 2021 = 200; Cyt =45

Moja kontrybucja: sformulowanie tematyki i zakresu pracy przeglgdowej, studium literaturowe
obejmujgce >200 oryginalnych prac badawczych, wykonanie rysunkow do manuskryptu (Fig. I-
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4), wiodgcy udzial w napisaniu pierwszej i kolejnych wersji manuskryptu, redagowanie i poprawa
ostatecznej wersji manuskryptu (przy udziale pozostalych wspolautorow).

Nazwisko habilitantki jest wytluszczone;

*autor korespondencyjny;

“autorzy, ktorzy w rownym stopniu przyczynili sie do powstania pracy,
Cyt — liczba cytowan.

n.d. — brak danych.

Dane naukometryczne dotyczace osiggniecia habilitacyjnego podano wg bazy Web of Science Core
Collection, z dnia 16/08/2024.

Sumaryczny Impact Factor z roku poprzedzajacego ukazanie si¢ publikacji = 92.578
Laczna liczba punktow MNiSW z roku poprzedzajacego ukazanie si¢ publikacji = 390
Laczna liczba punktéw MNiSW zgodnie z najnowsza lista opublikowana 05.01.2024 = 640
Laczna liczba cytowan = 1035

Oswiadczenia potwierdzajace wktad habilitantki w powstanie prac zamieszczono w Zalaczniku
nr 5. Kopie powyzszych publikacji zamieszczono w Zalaczniku nr 6.

4.3. OMOWIENIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Omowione ponizej badania sktadajace si¢ na moje osiggnigcie naukowe zatytutowane ,,Regulacja
ekspresji genow na poziomie RNA w mozgu i patologiach osrodkowego ukladu nerwowego”,
realizowatam w latach 2013-2023 w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN (ICHB PAN) w
Poznaniu oraz w Max Delbriick Center for Molecular Medicine (MDC) w Berlinie. Moje
osiagniecie naukowe stanowi zbidr pigciu wieloautorskich publikacji, z ktorych trzy przedstawiaja
wyniki oryginalnych badan, jedna jest rozdzialem ksiazki, w ktorej opublikowano protokoét
badawczy poparty wynikami wlasnymi, a jedna jest rozlegtym studium literaturowym i praca
przegladowa. Jestem pierwsza autorka trzech sposréd tych prac. Wyboér publikacji do osiaggnigcia
naukowego podyktowany zostat wptywem tych prac na rozwoj dziedziny i sSrodowiska naukowego,
a takze na moj osobisty rozwoj naukowy.

Pliki zawierajace rzeczone publikacje w formacie PDF zostaty dotaczone do elektronicznej wersji
wniosku.

A. WPROWADZENIE
Regulacja ekspresji genow w komdrkach uktadu nerwowego

Osrodkowy uktad nerwowy ssakow sktada si¢ z kilku tysigcy typow i podtypow komorek, ktdre
muszg harmonijnie rozwija¢ si¢ i wspotpracowac tak, aby stworzy¢ funkcjonalne obwody
neuronowe. M6zg musi rowniez zachowa¢ wysoki stopien elastycznosci (tzw. neuroplastycznosc),
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ktéry umozliwia organizmowi dostosowywanie si¢ do srodowiska i jest podstawowym czynnikiem
wptywajacym na funkcjonowanie adaptacyjne. Taka plastycznos¢ jest osiggana poprzez wdrozenie
programow ekspresji i regulacji gendw, wysoce wyspecjalizowanych w komoérkach nerwowych.
Historycznie wigkszos$¢ badan nad RNA koncentrowata si¢ na otwartych ramkach odczytu (ORF)
w mRNA ze wzgledu na ich wlasciwos¢ tj. kodowanie bialek. Obecnie jednak uznaje si¢, ze
niekodujace, niepodlegajace translacji regiony na koncach 5'1 3' mRNA UTR (ang. untranslated
regions) odgrywaja znaczacg role regulacyjna, m.in. w lokalizacji transkryptu, jego stabilnosci i
regulacji translacji poprzez elementy cis, ktore rekrutujg biatka wigzace RNA oraz niekodujgce
RNA.

Neurony stanowig jedna z najbardziej zréznicowanych podklas posrod wszystkich typow komadrek
[Zeng, 2022]. Wyjatkowa roznorodnos¢ tych komdrek wraz z ich ztozonoscig strukturalng i
unikalng fizjologia, w potaczeniu z ich dlugim okresem zycia obejmujacym cale zycie organizmu,
prawdopodobnie lezy u podstaw wyjatkowych strategii regulacyjnych neuronow. W ciagu
ostatnich 10—15 lat z coraz wigksza czestotliwoscia publikowane sg wyniki dowodzace, ze komorki
nerwowe posiadaja i wykorzystuja wielopoziomowe strategie regulacyjne, ktére kieruja
przetwarzaniem i translacja izoform mRNA specyficznych dla neurondw. Wiele neuronalnych
mRNA wskutek alternatywnego sktadania genow (ang. alternative splicing) podlega alternatywnej
selekcji eksonow i wytworzeniu roznych izoform mRNA, m.in. w odpowiedzi na stymulacje
neuronalng. Alternatywny splicing (AS) jest szczegolnie silny i rozpowszechniony w ukladzie
nerwowym, co ma odzwierciedlenie w najwiekszej liczbie eksonow wzbogaconych w tkance
nerwowej w porownaniu do innych tkanek i organdw. Kluczowa rola AS zostala opisana w
rozwoju neurondw oraz w tworzeniu i funkcjonowaniu sieci neuronowych [Yeo et al., 2004;
Barbosa-Morais et al. 2012; Raj & Blencowe, 2015; Vuong et al., 2016; Weyn-Vanhentenryck et
al., 2018]. Programy AS i catego splicingu neuronalnego sg koordynowane przez dziatanie biatek
wigzacych RNA (ang. RNA binding proteins, RBPs), w tym tych swoiscie eksprymowanych lub
wzbogaconych w komdrkach nerwowych (np. z rodzin Rbfox, Nova, Ptbp, Mbnl). Pojedyncze
RBP modulujg setki decyzji dotyczacych splicingu w catym genomie [Raj & Blencowe, 2015]. AS
i wybory eksondéw ulegajacych AS w mozgu maja bardzo duze znaczenie. Zaburzenia tych
procesOw w neuronach prowadza do zmian neurologicznych, co zostato rozpoznane m.in. w
spektrum autyzmu, rdzeniowym zaniku miesni, stwardnieniu zanikowym bocznym, ataksjach,
demencji, chorobie Huntingtona, chorobach psychicznych (np. schizofrenii) i niepetnosprawnosci
intelektualnej [Licatalosi DD & Darnell, 2006; Nik & Browman, 2019; Nussbacher et al., 2019].
Warto wspomnie¢, iz wiele sposrdd zaburzen splicingu w chorobach neurologicznych, zwlaszcza
neurodegeneracyjnych, jest bezposrednio powigzane z mutacjami w genach kodujacych
specyficzne RBP lub innymi patologicznymi zdarzeniami w funkcjonowaniu RBP w okreslonych
podtypach neurondw, np. z agregacja RBP, ich zmieniona lokalizacja komorkows, czy tez
sekwestracja przez nieprawidlowe RNA [Nussbacher et al., 2019]. Zaktocenie funkcji
pojedynczego biatka wigzacego RNA moze mie¢ wptyw na zmieniony program splicingu dla wielu
gendw i transkryptow, setek a nawet tysiecy z nich, co coraz czesciej rozpoznawane jest jako
zjawisko typowe dla chorob neurologicznych.
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W odniesieniu do alternatywnego splicingu w komérkach uktadu nerwowego nalezy réwniez
wspomnie¢ o tzw. splicingu wstecznym (ang. backsplicing, BS). W konsekwencji BS powstaja
koliste RNA (cyrkularne, ang. circular RNAs, circRNA). circRNA stanowig forme nietypowych
izoform splicingowych, ktére wystepuja szczegdlnie obficie w neuronach i uktadzie nerwowym w
poréwnaniu do innych typow komorek i tkanek [Westholm et al., 2014; Rybak-Wolf et al., 2015,
You et al., 2015]. Chociaz circRNA najczesciej sa generowane z genow kodujacych biatka i
powstaja w wyniku cyrkularyzacji kilku eksonoéw, to bardzo rzadko zawieraja otwartag ramke
odczytu i zaliczane sg do niekodujacych RNA. Bardziej szczegdtowa charakterystyka tej grupy
transkryptow zawarta jest w kolejnej sekcji ,, Wprowadzenia” dot. niekodujacych RNA.

Konce 3’ transkryptow kodujacych biatka ulegajg alternatywnemu cigciu i alternatywne;j
poliadenylacji (ang. alternative poliadenylation, APA), przy czym wiekszos¢ genow posiada wiele
funkcjonalnych miejsc poliadenylacji. Badania genomiczne i transkryptomiczne, w tym analizy
pojedynczych komorek, dowodza, ze neurony cechuja si¢ zdecydowanie najdluzszymi
sekwencjami 3' UTR sposrod wszystkich typow komorek [Miura et al., 2012; Smibert et al.,
2012; Agarwal et al., 2021]. Co wiecej, wsrod réznych typdw i podtypéw neurondw obserwuje sig
zrdznicowane wzory rozmieszczenia przestrzennego mRNA w réznych obszarach neuronalnych w
zaleznosci of izoformy APA i w odpowiedzi na aktywnos$¢ neuronu [Tusheyv et al., 2018]. Izoformy
mRNA z dluzszymi APA cechujg si¢ wieksza stabilnoscig i dluzszymi czasami pottrwania w
komorce i takie wilasnie bardziej stabilne mRNA sg transportowane do wypustek nerwowych
[Tushev et al., 2018].

Neurony, komoérki o dlugich wypustkach i spolaryzowanej strukturze, muszg posiadac
mechanizmy umozliwiajace kontrolg syntezy biatka w réznych, czasem dalekich od ciata komorki,
przedziatach komoérkowych. Co wazne, mechanizmy te musza by¢ niezwykle efektywne i
skoordynowane czasowo, dajac neuronom mozliwosé reakcji na bodzce. Waznymi mechanizmami
regulujacymi powstawanie sub-komodrkowego proteomu w neuronach sa: (1) sortowanie mRNA
do odpowiednich przedzialow komorkowych i (2) lokalna translacja bialek. Wykazano, ze
rézne grupy mRNA sa obecne w dendrytach i aksonach komoérek nerwowych [Cajigas et al., 2012].
Ponadto, wysitki majace na celu scharakteryzowanie transportu mRNA w neuronach wykazaty, ze
depolaryzacja blony komoérkowej prowadzi do wzrostu ilosci mRNA w dendrytach np. mRNA
kodujacych kinaze biatkowa Il alfa zalezna od wapnia/kalmoduliny (aCaMKII), BDNF lub B-
aktyne [Yoon et al., 2016]. Lokalna translacja w neuronach jest obecnie intensywnie badanym i
dobrze rozpoznawanym zjawiskiem [Holt et al., 2019]. Badania ta stymulujg kolejne pokolenia
badaczy do identyfikowania czynnikow zwiagzanych z lokalng translacja w innych typach komoérek
o ztozonej morfologii, m.in. w komodrkach glejowych. Lokalna translacja w astrogleju,
oligodenedrocytach i mikrogleju jest procesem regulujacym podstawowe funkcje tych komorek,
np. efektywng fagocytoze przez obwodowe wypustki mikrogleju [Vasek et al., 2023]. Innym
interesujacym zjawiskiem, ktdre zostato niedawno opisane w odniesieniu do komoérek nerwowych,
jest alternatywna translacja, proces, ktory zalezy od zréznicowanego wykorzystania miejsc
inicjacji translacji w obrebie pojedynczego transkryptu. Podobnie jak alternatywny splicing,
alternatywna translacja wptywa na dywersyfikacje proteomu i umozliwia uzyskanie wiekszej
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ztozonosci biologicznej z tego samego zestawu gendw. W laboratorium Dougherty'ego wykazano,
ze wybor miejsca inicjacji translacji na mRNA moze by¢ zalezny od aktywnosci neuronow
[Sapkota et al., 2019].

Wyzej wymienione przyklady nie wyczerpuja listy proceséw regulacyjnych, ktore dzialaja na
poziomie RNA i roznicuja programy ekspresji gendéw w komdrkach nerwowych. Inne wazne
warstwy regulacyjne obejmuja edycje RNA, tj. post-transkrypcyjne modyfikacje adenozyny do
inozyny, ktdre sa coraz czesciej rozpoznawane, jako specyficzne dla typu komoérki w odniesieniu
do réznych populacji neuronéw i gleju [Cuddleston et al., 2022], inne modyfikacje RNA, np. N6-
metyloadenozyna (m6A) najczesciej spotykana w mRNA [Mathoux et al., 2021], oraz wplyw
regulacyjnych niekodujacych RNA. Regulacyjne niekodujace RNA, podobnie jak mRNA
kodujace biatka, rowniez podlegaja post-transkrypcyjnemu przetwarzaniu, modyfikacjom i
lokalizujg si¢ w przedziatach sub-komdrkowych, np. dendrytach, co wptywa na ich aktywnos¢ i
swoistos¢.

Niekodujgce RNA w komdrkach ukladu nerwowego

Wiedza na temat niekodujacych RNA (ang. non-coding RNAs, ncRNAs) rozwija si¢
bardzo dynamicznie w ostatnich 20 latach. W komoérkach eukariotycznych, do kanonicznych,
niekodujacych RNA, takich jak: rybosomalne RNA (rRNA), transferowe RNA (tRNA), mate
jadrowe RNA (snRNA), jaderkowe RNA (snoRNA), dotaczono nowe klasy matych niekodujacych
RNA (ang. small non-coding RNAs), dtugich niekodujacych RNA, kolistych RNA, enhancerowych
RNA (ang. enhancer-derived RNAs, eRNA), dlugg liste antysensowych RNA, Y RNA, i inne.
Aktualne szacunki wskazuja, ze ponad 8§0% genomu cztowieka ulega transkrypcji, co dowodzi, ze
liczba ncRNA znacznie przewyzsza liczbe gendw kodujacych biatka, ktore pochodza z mniej niz
5% naszego genomu. Specyficzne dla mo6zgu regulacyjne ncRNA dodaja kolejny poziom
zlozonosci regulacyjnej i ,,dostrajaja” programy ekspresji genéw w komorkach nerwowych.

MikroRNA (miRNA) to niekodujace RNA o dlugosci 22-23 nukleotyddéw, ktore kieruja
potranskrypcyjna represja docelowych mRNA w réznych liniach eukariotycznych. miRNA s3
negatywnymi modulatorami ekspresji gendw, ktore sa zaangazowane w wiele procesow
biologicznych. Odkrycie miRNA w 1993 roku [Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993] i
nastepujacy po nich postep w zrozumieniu biologii matych RNA (ang. small RNAs) na nowo
zdefiniowaly krajobraz biologiczny, znaczaco zmieniajgc utrwalone dogmaty dotyczace regulacji
ekspresji gendéw. Od odkrycia mikroRNA uptywa wilasnie 30 lat, z czego ostanie 20 bylo
poswigcone w duzej mierze na zgl¢bianie ich biogenezy, mechanizméw dzialania, w tym
wspotdziatajacych rekrutowanych biatek i catych komplekséw biatkowych, w ktérych miRNA
dzialaja, i wreszcie na proby okreslenia docelowych ,targetowych” mRNA i profilowania
regulatorowych miRNA w réznych organizmach i tkankach.

W kroélestwie zwierzat istnieja dwa glowne mechanizmy regulacyjne represji transkryptu
docelowego przez miRNA [Bartel, 2018], tj. (1) represja translacyjna i (2) indukcja destabilizacji
mRNA przez deadenylacje, dekapping i pozniejszy rozpad mRNA (Ryc. 1A). Rzadziej miRNA
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mediuje przecigcie docelowego transkryptu poprzez hydrolize endonukleolitycza, ktdéra w tym
przypadku jest katalizowana przez zwigzane z miRNA biatko Arganaute 2, Ago2 (Rys. 1A).
miRNA tworza zlozone sieci interakeji, w ktérych wiele r6znych miRNA moze wigza¢ si¢ z
3’UTR i powodowac represje jednego transkryptu (Rys. 1B), a z drugiej strony jedno miRNA moze
bra¢ udzial w regulacji wielu réwnych mRNA (Rys. 1C). Wigzanie miRNA z blisko
rozmieszczonymi miejscami docelowymi w 3’UTR mRNA moze powodowaé kooperacyjng i
silniejsza represje docelowego mRNA [Gebert & MacRae, 2019]. Wiekszos¢ dojrzatych miRNA
jest zlokalizowana i dziata w cytoplazmie, cho¢ zbadano, ze niektére miRNA bywaja
zlokalizowane gtéwnie w jadrze. Funkcja (badz funkcje) jadrowych miRNA jest nadal
przedmiotem debaty i w chwili obecnej pozostaje dos¢ niejasna. Niektore sposrod miRNA sg
wydzielane z komorek do przestrzeni pozakomorkowej np. w egzosomach (Rys. 1A), sa to na
przyktad tzw. krazace miRNA (ang. circulating RNA), ktore znajduja si¢ w osoczu i surowicy.
Odkrycie egzosomalnych miRNA doprowadzito do wysunigcia hipotez, ze moga one bra¢ udziat
w sygnalizacji migdzykomorkowej 1 stuzy¢, jako biomarkery w przypadku niektérych chordb
cztowieka.

miRNA grupuje si¢ w rodziny na podstawie podobienstwa ich sekwencji seed, tj. nukleotydow 2—
8 liczac od konca 5' miRNA. To sekwencja seed jest przede wszystkim odpowiedzialna za wigzanie
miRNA do mRNA. W komorkach zwierzecych miRNA dziatajg poprzez wiazanie si¢ do regionow
3' UTR w obr¢bie mRNA, a ta interakcja, wspomagana przez biatka Argonaut (AGO) i TNRC6,
posredniczy w rozpadzie mRNA i represji translacji docelowych mRNA. miRNA zatadowane do
AGO sg podstawowymi sktadnikami kompleksu wyciszajacego RISC (ang. RNA-induced silencing
complex). Szlak biogenezy miRNA zostal dos¢ dobrze zbadany w wielu organizmach
modelowych. miRNA sa transkrybowane z gendw miRNA gtéwnie przez polimeraz¢ RNA II, a
jednostki transkrypcyjne, zwane pierwotnymi transkryptami miRNA (pri-miRNA), moga sktada¢
si¢ z pojedynczego miRNA lub klastra czgsto powigzanych (z jednej rodziny), a czasami
niespokrewnionych miRNA (tj. miRNA z réznych rodzin). miRNA moga by¢ rowniez generowane
z intronéw lub IncRNA [Bartel, 2018].

miRNA cechuja si¢ tkankowo-specyficznymi wzorcami ekspresji i coraz czesciej dowiadujemy
sig, ze ich ekspresja jest swoista dla typu komorki [Juzenas et al, 2017; Nowakowski et al., 2018;
de Rie et al., 2017]. Zaburzenie procesu dojrzewania miRNA lub nawet pojedynczego locus
miRNA w pojedynczym typie komoérek moze skutkowaé powaznymi konsekwencjami
fizjologicznymi 1 defektami rozwojowymi [Bartel, 2018]. Doskonatym przyktadem jest
mikroRNA-7 (miR-7), ktéry jest najwyzej eksprymowanym mikroRNA w przysadce mozgowej
ssakow [Zacharjasz et al., 2024]. Genetyczna ablacja jednego z trzech /oci dla miR-7 u myszy
skutkowata silnym fenotypem, tj. niedoczynnoscia przysadki mozgowej, ktéra skutkowata
niedoczynnoscig gonad i nieplodnoscia zarowno u samiczek, jak i samcow zmutowanych myszy
[Ahmed i in.; 2017]. Dalsze analizy zmutowanych myszy z delecja mir-7a2 (ang. knockout, KO)
wskazaty na absolutnie kluczowa role miR-7 dla funkcji komoérek gonadotropowych i
laktotropowych w produkcji hormonéw w przysadce mézgowej [Ahmed et al., 2017; LaPierre et
al., 2021]. Bardziej ogolnie, badanie utraty funkcji miR-7a2 jest przyktadem obrazujagcym
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ogromng role pojedynczego transkryptu miRNA w regulacji funkceji fizjologicznych, w tym
przypadku zwigzanych z ptodnoscia.

Oprocz komorek przysadki mézgowej, miR-7 ulega silnej ekspresji w komorkach B trzustki, gdzie
jest zaangazowany w regulacje mRNA kodujacych biatka, ktore sa zwiazane z wydzielaniem
insuliny [Latreille et al., 2014]. Innym miejscem, gdzie miR-7 wystepuje na wysokim poziomie
jest podwzgérze, szczegdlnie jadro tukowate (ARC, ang. arcuate nucleus) i jadro przykomorowe
(PVN, ang. paraventricular nucleus), gdzie miR-7 zostal powigzany z regulacja genow w
obwodach melanokortyny [LaPierre et al., 2022]. miR-7 jest rowniez szeroko eksprymowany w
innych niz podwzgorze obszarach mozgu (cho¢ w mniejszych ilosciach). W mdzgu myszy miR-7
jest wykrywalny juz we wczesnych stadiach rozwojowych, w okolicy 12.5. dnia embrionalnego
(E12.5) [Pollock et al., 2014], a jego ekspresja zostata powigzana, miedzy innymi, z represja
mRNA Pax6 w neuronach dopaminergicznych w przodomézgowiu [de Chevigny et al., 2012].
Wykazano, ze biogeneza miR-7a jest r6zna w zaleznosci od tego, czy zachodzi w neuronach, czy
w komorkach nie-neuronalnych [Choudhury et al., 2014]. Dwa bialka wigzace RNA, ktore sa
zaangazowane w powstanie dojrzatego miR-7 to homolog Musashi 2 (MSI2) i biatko HuR
[Choudhury et al., 2014]. W mozgu ssakow dojrzaly miR-7 jest $cisle kontrolowany post-
transkrypcyjnie, a ta wlasciwos¢ wydaje si¢ by¢ wazna w prawidlowym funkcjonowaniu
neuronéw pobudzajacych, o czym opowiem w kolejnych etapach niniejszej dysertacji, podczas
dyskusji wynikéw wiasnych.

Weczesne badania nad ekspresja miRNA w trakcie rozwoju mézgu ssakdéw sugerowaty, ze funkcje
miRNA mogg by¢ wazne dla specyfikacji komdrek nerwowych i rozwoju kolcow dendrytycznych
[Smirnowa et al., 2005; Schratt et al., 2006]. Ogromne znaczenie miRNA we wczesnym rozwoju
moézgu, prawidtowej neurogenezie, dojrzewaniu i przezyciu neurondw postnatalnych zostato
wykazane w modelach warunkowego usniecia tzw. mutacji typu warunkowego knockout, cKO
(ang. conditional knockout) genu kodujacego Dicer, ktory jest jednym z gtéwnych czynnikow
biogenezy miRNA. Wiele z tych cKO Dicer w liniach komorek (ang. cell lineage) specyficznych
dla mézgu w modelach mysich, np. pod kontrolg promotoréw Wntl-Cre, Nex-Cre lub CaMKII-a-
Cre, okazato si¢ smiertelnych w stadiach embrionalnych lub wczesnych postnatalnych z gleboko
zdeformowanymi moézgami [Radhakrishnan & Alwin Prem Anand, 2016]. Réwniez ablacja
genetyczna Joci kodujacych miRNA specyficzne dla mézgu skutkowata powaznymi fenotypami
neurologicznymi, ktorym czesto towarzyszyta przedwczesna $mieré. Np. zmutowane myszy z
delecja microRNA-9-2 1 microRNA-9-3 wykazywaly powazne zahamowanie wzrostu, miaty
mniejsze potkule mdézgowe i opuszki wechowe, zdeformowane komory boczne mozgu i umieraty
w ciggu tygodnia po urodzeniu [Shibata et al., 2011]. Aktualnie uznaje si¢, ze miR-9 jest
niezbednym, modzgowo-specyficznym miRNA, waznym dla prawidlowego rozwoju
kresomdzgowia (tac. telencephalon) 1 zaangazowanym w Kkontrolowanie proliferacji i
réznicowania progenitoréw neuronalnych [Radhakrishnan & Alwin Prem Anand, 2016].
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Rycina 1.

Przetwarzanie, dojrzewanie i funkcje regulacyjne kanonicznych miRNA w komérkach zwierzecych (schemat i
opis zaczerpnigto z pracy P6).

A. Biogeneza i funkcja kanonicznego miRNA. Geny miRNA sa transkrybowane do pierwotnych transkryptéw miRNA
(pri-miRNA) i przechodza wieloetapowg biogeneze. W pierwszej kolejnosci pri-miRNA jest przetwarzane do
prekursorowego miRNA (pre-miRNA) w jadrze komérkowym. Eksportyna 5 (XPOS5) rozpoznaje pre-miRNA i
transportuje je do cytoplazmy. W cytoplazmie pre-miRNA jest dalej przetwarzane do dojrzatych miRNA i tadowane
do kompleksu wyciszajacego RISC. Gléwna funkcja regulacyjng miRNA tadowanego do kompleksu wyciszajacego
jest wiagzanie si¢ z docelowym mRNA, zwykle w obrebie 3’UTR mRNA, i wywotywanie represji tego transkryptu.
Najczestszymi typami represji mRNA w komoérkach zwierzecych, w ktorych posredniczy miRNA, sa rozpad mRNA i
represja translacji. Ciecie docelowego transkryptu kierowane przez miRNA (linia przerywana na schemacie) jest
rzadkie w komérkach zwierzecych. Niektore dojrzate miRNA sa transportowane z powrotem do jadra przez importyne
8 (IPO8), gdzie Agol odgrywa dominujaca role w rekrutacji miRNA. Niektére miRNA sa uwalniane z komorek w
mikropecherzykach i w matych pecherzykach pozakomorkowych, w tym egzosomach. Proponuje sig, ze te uwolnione
z komoérek miRNA moga stanowi¢ nowy sposob komunikacji migdzykomdrkowej. B. Jedno mRNA moze by¢ wigzane
i regulowane przez wiele réznych miRNA. C. Jedno miRNA moze wiaza¢ i regulowaé wiele réznych mRNA.
Wigzanie miRNA z blisko rozmieszczonymi miejscami docelowymi na mRNA przyczynia sie do kooperacyjnej i
bardziej znaczacej (tj. silniejszej) represji docelowego mRNA.
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Innymi matymi ncRNA zidentyfikowanymi w neuronach sa piRNA, RNA oddziatujace z biatkami
Piwi (ang. Piwi-interacting RNA). Sa one nieco dluzsze od miRNA (okoto 30 nukleotydow) i
znajduja si¢ gtownie jadrach komorkowych, a ich najlepiej poznana funkcja zwigzana jest z
wyciszaniem transpozonéw w komorkach germinalnych. Badania funkcjonalne w bezkrggowcach
pokazaly, ze piRNA moga by¢ zaangazowane w procesy rozwoju neuronow i neuroplastycznosci
[Rajasethupathy et al., 2012; Kim et al.,, 2018], natomiast biologiczne znaczenie piRNA w
komérkach somatycznych kregowcdw, w tym w dojrzatych neuronach, pozostaje kontrowersyjne
[Tosar et al., 2018].

Koliste RNA

Koliste RNA (ang. circular RNA, circRNA) zostaly po raz pierwszy zidentyfikowane w potowie
lat 70-tych ubieglego stulecia. Wtedy odkryto, ze wiroidy, patogeny roslin, sa zakaznymi
kolistymi, jednoniciowymi czasteczkami RNA [Sanger et al., 1976]. W kolejnych dwudziestu
latach od czasu tej obserwacji pojawiaty si¢ doniesienia o wykryciu endogennych kolistych RNA
w cytoplazmie komorek eukariotycznych, np. w HeLa [Hsu et al., 1979], jednak $rodowisko
naukowe postrzegato je, jako niezrozumiate kuriozum lub artefakt blednego splicingu [Cocquerelle
et al.,, 1993]. Dopiero w latach 2012-2013 dzigki zastosowaniu technik wysokoprzepustowego
sekwencjonowania RNA (RNA-seq), w szczegolnosci sekwencjonowania catkowitego RNA (total
RNA sequencing) z zastosowaniem RNazy R, oraz nowych algorytmow bioinformatycznych
dedykowanych do identyfikacji innych niz liniowe transkrypty, stato si¢ jasne, ze koliste RNA to
fenomen dos¢ powszechny w biologii. Zidentyfikowano tysigce circRNA u eukariontow, w tym u
grzybow, protistow, roslin, bezkregowcow, ryb i ssakow. Dodatkowo, analizy RNA-seq pokazaty,
ze profile ekspresji circRNA sg komorkowo-, tkankowo-specyficzne i specyficzne dla stadium
rozwojowego [Memczak et al., 2013; Salzman 2012]. Stalo si¢ tez jasne, ze circRNA sg duzo
bardziej stabilne niz klasyczne liniowe RNA [Jeck et al., 2013; Enuka et al., 2016].

Wiekszos¢ circRNA, podobnie jak mRNA, ulega transkrypcji z gendow kodujacych biatka.
Wiekszos¢ circRNA zawiera jeden lub kilka kowalencyjnie zamknigtych eksonéw i powstaje w
procesie juz wspominanego backsplicingu (splicingu wstecznego). Tak oto, z jednego genu
kodujacego biatko — obok jednej dominujacej lub kilku izoform mRNA, generowane sa koliste
RNA, réwniez w jednej dominujacej lub kilku réznych izoformach. Koliste RNA nie maja koncow,
nie posiadaja czapeczki, ani ogona poli(A), jednak mimo to wigkszo$¢ z nich jest eksportowana do
cytoplazmy. Wewnetrzna retencja introndw moze prowadzi¢ do produkcji circRNA, ktore
zawieraja sekwencje pochodzace zardwno z eksonéw, jak i intronoéw, sg to tzw. circRNA ekson-
intron [Li et al., 2015]. Znane sa rowniez koliste RNA pochodzace wytacznie z intronow,
powstajace z lariatow (struktur lassa), ktére nie ulegaja catkowitej degradacji, a jedynie sa
pozbawiane konca 3’°, sg to tzw. koliste intronowe RNA (ang. circular intronic RNA, ciRNA)
[Zhang et al., 2013]. CircRNA ekson-intron 1 ciRNA s3a zazwyczaj akumulowane w jadrze
komoérkowym, podczas gdy zdecydowana wigkszos¢ eksonowych circRNA lokalizuje do
cytoplazmy. Proces eksportu circRNA z jadra komérkowego do cytoplazmy jest tylko czesciowo
poznany.
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Na poczatku 2015 roku opublikowano dwie przetomowe prace na temat circRNA w ukladzie
nerwowym [Rybak-Wolfi in., 2015; You i in., 2015]. Obie pozycje byty inspirujace i stanowity
bardzo dobry punkt odniesienia, ktory pomdgt rozwina¢ moje pomysty i hipotezy w badaniach nad
circRNA (jak opisano ponizej w sekcji ,,OMOWIENIE WYNIKOW?). Te dwa niezalezne studia
wykazaty, ze circRNA sg eksprymowane znacznie wyzej w mdzgu niz w innych narzadach i
tkankach u ludzi i gryzoni. Wyjatkowo duza liczba réznych czasteczek circRNA w mézgu zostata
potwierdzona przez inne badania i sekwencjonowania circRNA przeprowadzone w tych samych
gatunkach lub z prob pobranych od innych ssakéw i w poréwnaniu do wielu réznych tkanek, np. u
makaka [Ji i in., 2019]. Ponadto wykazano, ze profile circRNA sg zroznicowane w zaleznosci od
obszaru mozgu. Wykazano, ze circRNA ulegaja dynamicznej ekspresji w osrodkowym uktadzie
nerwowym, czesto niezaleznie od dynamiki transkryptu liniowego, tj. wykazuja wzorce wzrostu
lub spadku ekspresji podczas roznych stadiow dojrzewania mézgu oraz podczas rdéznicowania
neurondéw in vitro, a takze dojrzewania pierwotnych kultur neuronalnych. Rybak-Wolf i wsp.
odkryli setki circRNA, ktdre sg eksprymowane kilkakrotnie silniej niz ich liniowa izoforma i
odkryli, ze stosunek ekspresji circRNA do liniowego transkryptu jest najwyzszy w mozdzku.
Autorzy tej pracy spekulowali, ze obserwowane wzbogacenie ekspresji circRNA w moézdzku moze
by¢ zwigzane z wysoka ekspresja circRNA w neuronach, poniewaz mézdzek ma wieksza gestosé
komérek nerwowych w poréwnaniu z innymi obszarami moézgu. Te i pozniejsze badania [np.
Gokool et al., 2020] wykazaty rowniez, ze circRNA s3 gtownymi izoformami transkryptow
pochodzacych z wielu genéw neuronalnych w ludzkim mézgu. Co ciekawe, zauwazono, ze wsrod
loci, ktore sa transkrybowane do circRNA w moézgu jest wzbogacenie gendw kodujacych biatka
zwigzane z synapsami, a najwyzszy szczyt globalnego wzrostu ekspresji circRNA w mézgu myszy
przypada w okolicy 10-tego dnia po urodzeniu, tj. wtedy kiedy intensyfikuje si¢ synaptogeneneza
[You et al., 2015]. Ponadto wyryto, ze istnieje grupa kilkuset transkryptow circRNA, ktdre sa
wysoce skoncentrowane w synaptosomach, a niektore sposrod circRNA zmieniaja lokalizacje sub-
komodrkowa pod wptywem depolaryzacji neuronow [Rybak-Wolf et al., 2015; You et al., 2015].
Wszystkie powyzsze fakty wskazuja na to, ze circRNA moga odgrywac istotne funkcje w
neuronach, jednak ta funkcja lub te funkcje przez wiele lat pozostawaty nieuchwytne. Dzieje si¢
tak czegsciowo dlatego, ze badania nad circRNA sg wcigz dos¢ mtoda dziedzing. Innym waznym
zastrzezeniem jest to, ze badania nad circRNA sg skomplikowane, gtownie ze wzgledu na fakt, ze
wiekszos¢ eksonowych circRNA w duzej mierze pokrywa si¢ sekwencja z mRNA. Jedynym
unikalnym fragmentem sekwencyjnym, ktdry moze jednoznacznie postuzy¢ do identyfikacji
circRNA i do jego odrdznienia od eksondw w mRNA, jest tzw. potaczenie ekson-ekson typu
backsplice (ang. backsplice junction; rdwniez: potaczenie gtowa-ogon, ang. head-to-tail junction).
Z zwiazku z powyzszym, badania nad circRNA czg¢sto wymagaja adaptacji dobrze znanych
protokotéw w biologii molekularnej w sposéb ,,skrojony” specjalnie do wykrywania, identyfikacji
i analiz circRNA. Te nowe podejscia metodologiczne pojawiajg si¢ dopiero w ostatnich latach i
nadal sa optymalizowane.

Nalezy zauwazy¢, ze istnieje niewiele badan nad circRNA w komorkach glejowych. W ostatnim
czasie circRNA zidentyfikowano, jako komdrkowo-specyficzne w odniesieniu do populacji
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astrocytow, mikrogleju i oligodendrocytow pochodzacych z ludzkiego mézgu, a konkretnie z kory
ptata skroniowego pobranej od pacjentow cierpigcych na padaczke [Curry-Hyde i in., 2020].

W dalszym ciggu nasza wiedza na temat matych i dlugich ncRNA, w tym circRNA, w komdrkach
nerwowych 1 glejowych jest bardzo niekompletna i oczekuje na bardziej szczegdtowa
charakterystyke mechanistyczna i funkcjonalna.

B. CELE BADAN

Glownym celem moich badan bylo i jest zrozumienie, jak funkcjonujg niekodujace RNA, jakie
pelnig role molekularne i jak wplywaja na procesy regulacji ekspresji genow w komorkach
osrodkowego ukladu nerwowego w zdrowiu i w chorobie.

Wsrod celéw szezegolowych przestawionego osiggniecia naukowego wyrdzniam:

(1) Identyfikacje miRNA deregulowanych w glejakach zlosliwych, najbardziej
wyniszczajacych nowotworach moézgu cztowieka,

(2) Okreslenie zwigzku obnizonego poziomu miR-218 w glejakach ztosliwych z procesem
nowotworzenia,

(3) Zrozumienie funkcji molekularnych kolistych RNA (circRNA) w mdzgu ssakow, na
przyktadzie wzbogaconego w uktadzie nerwowym, wysoko eksprymowanego transkryptu
circRNA Cdrlas 1 zastosowaniem modelu mysiego,

(4) Okreslenie znaczenia oddzialywania miRNA miR-7 z niekodujacym transkryptem
circRNA Cdrlas dla funkcjonowania mézgu,

(5) Zrozumienie heterogennosci transkryptomoéw w pojedynczych komodrkach w uktadzie
nerwowym w kontekscie zdrowia i choroby osrodkowego uktadu nerwowego (OUN)
cztowieka i w modelowych organizmach ssaczych.

U zrédta wyzej wymienionych celéow badawczych byly hipotezy badawcze wysunigte na podstawie
wcezesniejszych badan wihasnych oraz analiz literaturowych. Gtéwne hipotezy badawcze zostang
przestawione w kolejnej czgsci autoreferatu, jako wstep do omawianych wynikow.

Realizacja celow gtownego i szczegdtowych odbywata sie poprzez badania niekodujacych RNA,
zardwno na poziomie catego transkryptomu, jak i bardziej szczegdélowych analiz pojedynczych,
wybranych czasteczek RNA w liniach komdrkowych (pierwotnych i standardowych,
uniesmiertelnionych), tkankach od pacjentéw oraz w modelu mysim. W swojej pracy stosowatam
szeroki zakres metod i technik biologii molekularnej, biologii komorki oraz biologii systemowej,
by jak najpetniej odkry¢ nieodkryte.
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C. OMOWIENIE WYNIKOW

mikroRNA w nowotworach glejowych — od profilowania ekspresji miRNA do identyfikacji i
walidacji potencjalnych celow terapeutycznych

Wraz z rozwojem metod wysokoprzepustowego profilowania miRNA, kolejno - mikromacierzy
miRNA i glebokiego sekwencjonowania malych RNA (ang. small RNA sequencing), narastata
liczba prac o katalogach miRNA w rdéznych typach tkanek zdrowych i stanach patologicznych, w
réznych organizmach i w roznych stadiach rozwojowych. Unikalne sygnatury miRNA w
chorobach dziedzicznych, metabolicznych, zakaznych i nowotworowych przydaty nowego
wymiaru badaniom nad ich patogeneza i wskazaty na potencjat miRNA, jako biomarkeréw standw
chorobowych oraz potencjalnie — celéw molekularnych w terapiach. W odniesieniu do badan nad
nowotworami cztowieka zauwazono, ze pewna grupa miRNA ulega wysokiej, anormalnej
ekspresji w biopsjach i wycinkach wielu rakow, i ze wzrost ekspresji tych miRNA wplywaja na
promowanie odpornosci komorek nowotworowych na apoptoze oraz wzmaga ich proliferacje i
zwigksza inwazyjnos¢ poprzez represje gendéw supresorowych. Takie mikroRNA, zaczeto
okresla¢, jako ,,onkogenne miRNA™ lub ,,oncomiR-y”. Termin ,,oncomiR” zostal wymyslony i po
raz pierwszy uzyty przez laboratorium Scotta M. Hammonda w pracy, w ktdrej opisali oni
nadekspresje i silny efekt onkogenny klastra miR-17~92, ktory ulega amplifikacji w chtoniakach z
limfocytow B [He i in., 2005]. Ta pionierska praca pokazata, ze miRNA moga modulowaé
powstawanie guzow i dziata¢ jako onkogeny, implikujac przy tym klaster miR-17-92, jako
potencjalny ludzki oncomiR. Z drugiej strony, w wielu nowotworach zaobserwowano obnizone
poziomy lub zahamowanie ekspresji pewnych miRNA, ktére w homeostatycznych warunkach
uczestnicza w represji mRNA kodujacych onkogeny. Tag podgrupe miRNA nazwano
,supresorowymi miRNA”.

Wraz z postepem badan nad miRNA, te krdtkie regulatorowe RNA zaczely jawic sie jako
interesujace cele terapeutyczne w nowotworach. Zaktadano, ze zahamowanie jednego
onkogennego miRNA lub ograniczenie jego transkrypcji moze doprowadzi¢ do represji i
ograniczenia translacji wielu (kilkudziesigciu lub nawet kilkuset) ,,niepozadanych” mRNA tj.
targetow miRNA, ktore przyczyniaja si¢ do wzrostu i inwazji komoérek nowotworowych. Pierwsza
praca, w ktdrej badano rolg miRNA w glejaku wielopostaciowym (tac. glioblastoma mutiforme,
GBM), najbardziej agresywnym sposrod nowotworéw moézgu cztowieka, byla publikacja z
laboratorium Kenneth’a S. Kosik’a na temat miR-21 w komoérkach glioblastomy [Chen et al.,
2005]. Praca ta pokazywala wyraznie podwyzszone poziomy miR-21 w tkankach glejaka
wielopostaciowego, w hodowlach komdrkowych GBM wyprowadzonych od pacjentéw oraz w
szeSciu  komercyjnie  dostgpnych liniach komorkowych glejaka w  pordwnaniu z
nienowotworowymi tkankami mézgu ptodu i osoby dorostej oraz w poréwnaniu z hodowlami
komorek glejowych. W roku 2005 zostata rowniez opublikowana pierwsza praca, w ktorej
raportowano wyniki profilowania wysokoprzepustowego miRNA (mikromacierze) w grupie
dziewieciu pierwotnych GBM [Ciafre et al., 2005]. Praca ta pokazywata, ze opréocz miR-21, inne
miRNA ulegaja podwyzszonej ekspresji w glejakach ztosliwych, w tym najsilniej miR-10b i miR-
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130a, a wsrod superesorowych miRNA odnotowano obnizenie pozioméw m.in. miR-128a oraz
swoistych dla mézgu miRNA z rodziny miR-181 (miR-181a, miR-181b, miR-181c).

Bazujac na powyzszej wiedzy, w mojej pracy badawczej wysunetam hipoteze, ze deregulowane
miRNA w glejakach moga stanowi¢ cele molekularne, ktore moga by¢ zastosowane do
projektowania przyszlych terapii antynowotworowych w leczeniu glejakow zlosliwych.

Podejscie badawcze dazace do weryfikacji w/w hipotezy zostatlo wdrozone w odniesieniu do
glejakéw ztosliwych w ramach projektu ,,Anty-miRNA jako potencjalne terapeutyki w leczeniu
guzow mozgu u ludzi® (PRS, projekt realizowany w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka, 2009-2014), ktérego bylam wspotautorka i wspotwykonawca. Dwie glowne
sktadowe czesci projektu obejmowaty: (1) wylonienie kandydatow miRNA deregulowanych w
glejakach zlosliwych, jako potencjalne cele molekularne do projektowania terapii
ukierunkowanych na leczenie guzow glejowych, (2) opracowanie rybozymow, jako narzedzi
terapeutycznych do ograniczenia poziomu onkogennych miRNA w komorkach nowotworowych
glejakow.

Realizacja celu # (1) w pierwszym rzedzie opierata si¢ na podsumowaniu dostepnych, przesztych
i nowopowstajacych, list deregulowanych miRNA w glejakach. Jednoczesnie, we wspdtpracy z
klinicystami z Katedry i Kliniki Neurochirurgii i Neurotraumatologii w Poznaniu, postanowilismy
zidentyfikowac profile miRNA w ztosliwych glejakach mézgu w oparciu o wlasne badania i
pomiary z tkanek pobranych w populacji pacjentow z Polski. Uzasadnieniem dla podjetych badan
jest fakt, ze jedng z gtdéwnych cech charakterystycznych GBM jest heterogennos¢ tych guzow, tzn.
istnieje bardzo duza réznorodnos¢ molekularna i genetyczna, w tym w profilach ekspresji genow,
pomigdzy réoznymi pacjentami, co lezy u podstaw tzw. heterogenicznosci miedzyguzowej (ang.
intertumor heterogeneity). Ponadto, guzy glejowe sa réwniez zréznicowane pod wzgledem sktadu
komoérkowego wewnatrz pojedynczych nowotworow, a ceche tg okresla sig, jako heterogenicznos¢
wewnatrzguzows (ang. intratumor heterogeneity). Heterogennosé glejakow ztosliwych jest jedna
z dominujacych cech tych nowotworéw utrudniajgcych ich leczenie, ktére od wielu lat pozostaje
nieskuteczne.

Wyniki prac profilowania miRNA w ztosliwych nowotworach glejowych III i IV stopnia od
pacjentow z populacji polskiej (kolejno: w gwiazdziaku anaplastycznym oraz glejaku
wielopostaciowym) zostaly opublikowane w 2015 roku w Molecular Oncology (FEBS Press) w
pracy pt. ,,Comprehensive analysis of microRNA expression profile in malignant glioma tissues”
(P1). W manuskrypcie P1, na podstawie pomiaré6w miRNA przy pomocy mikromacierzy
miRNA oraz glebokiego sekwencjonowania malych RNA technologia SOLiD, przestawilismy
listy deregulowanych miRNA w w/w typach ztosliwych nowotworow glejowych w poréwnaniu do
prob izolowanych ze zdrowych mozgéw (RNA izolowane posmiertnie). Ponadto, wykonalismy
pomiary miRNA w tkankach z obrzezy guzéw. Lacznie przeanalizowalisSmy 16 glejakow, 4
obrzeza i poréownaliSmy je do 4 zestawow danych ze zdrowych kontroli (analiza réznicowej
ekspresji miRNA). Ponadto, przeprowadzilismy metaanaliz¢ wynikow profilowania miRNA w
tkankach GBM dostepnych w literaturze (stan na rok 2105: 17 opublikowanych prac i zestawow
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danych w tym temacie) w potaczeniu i dyskusja z wynikami wiasnymi. Otrzymane wyniki
pozwolity nam wyselekcjonowa¢ zestaw miRNA, ktore byly najczesciej deregulowane w
glejakach, zaproponowac¢ liste trzydziestu pieciu najbardziej interesujgcych potencjalnych
celow terapeutycznych posréd miRNA (Tabela 4 w pracy P1) oraz 30 nowych biomarkerow
miRNA w glejaku wielopostaciowym. Ponadto, zidentyfikowaliSmy miRNA zwigzane z
progresja glejaka od III stopnia do najbardziej ztosliwego IV stopnia ztosliwosci (GBM). Wérdéd
nich bylo 14 miRNA o zwiekszonym poziomie ekspresji w GBM w poréwnaniu do gwiazdziakow
IIT stopnia ztosliwosci oraz 11 miRNA o obnizonym poziomie ekspresji wraz ze wzrostem
ztosliwosci (Tabela 2 w pracy P1), przy czym wszystkie 25 deregulowanych miRNA spetniaty
rygorystyczne kryteria statystyczne i miaty wysoki punkt odcigcia (p-value <0.05, FC>3; FC — ang.
fold change). Atlas deregulowanych miRNA przedstawiony w publikacji P1 jest kompleksowym
zastawem danych o miRNA w glejakach ztosliwych III i IV stopnia ztosliwosci, wspartym
metaanalizg. Publikacja ta jest przydatnym zrédlem wiedzy i punktem odniesienia dla innych
badaczy zajmujacych si¢ miRNA w glejakach. Liczba cytowan tej pracy wg bazy WoS to 78 (stan
na 13/08/2024). Co wazne, praca P1 stala si¢ inspiracjg do kolejnych badan i prac dotyczacych
projektowania narzedzi molekularnych do wyciszania ekspresji prekursorow i dojrzatych miRNA
w komoérkach GBM (publikacja P13), prac zwigzanych z analiza sekwencji struktury ludzkich
miRNA (publikacje P14 i P16) oraz mechanistycznych studiow funkcjonalnych nad wybranymi
kandydatami miRNA (publikacja P4 opisana ponizej).

Publikacja P4 jest konceptualna kontynuacja pracy P1, a jej geneza wiaze si¢ z analiza profili
miRNA w glejakach oraz z wczesniejszymi badaniami prowadzonymi w laboratorium pod
kierunkiem prof. Jana Barciszewskiego z moim wspotudziatem nad biatkiem tenascyna C w GBM
(publikacje P18 i P20). Tenascyna C (TNC), kodowana przez gen TNC, to glikozylowane biatko
macierzy zewnatrzkomoérkowej (ang. extracellular matrix, ECM), ktdre jest waznym czynnikiem
W rozwoju, w tym rowniez w rozwoju uktadu nerwowego, m.in. zaangazowanym w regulacje
proliferacji prekursorow oligodendrocytow i astrocytdw. TNC jest réwniez czynnikiem wysoce
nadeksprymowanym w niektorych typach nowotworéw i zwigzanym z inwazyjnoscia komdrek
glejakéw ztosliwych [Hirata et al., 2009; Midwood & Orend, 2009; publikacje wtasne: P17, P18 i
P20] .

Analizujac grupy miRNA, ktoére ulegaja obnizonej ekspresji w glejakach 1V stopnia ztosliwosci
oraz ich docelowe mRNA (targety), zauwazytam, ze niektore z tych interakcji moga by¢ zaburzone
w komorkach glejakéw. Wysungtam hipoteze, ze zaburzone miRNA mogg mie¢ wplyw na wzrost
ekspresji genéw kodujacych biatka ECM, w tym TNC oraz biatka transblonowe zaangazowane w
procesy adhezji, np. syndekany. Te hipoteza powstata na bazie przewidywan bioinformatyczych,
wynikéw wilasnych oraz danych literaturowych dot. poziomdéw ekspresji wybranych gendw,
miRNA i biatek w glejakach. Przy uzyciu takich narzedzi, jak PicTar, TargetScan oraz miRanda
wyselekcjonowatam miR-218 oraz miR-495, jako miRNA, ktdre potencjalnie moga mie¢ udziat w
regulacji kilku gendw kodujacych biatka ECM, w tym tenascyny C. W toku badan pilotazowych
przetestowatam wplyw ,,suplementacji” miR-218 na komorki glejaka i poziom TNC poprzez
transfekcje¢ tzw. mimika miR-218 (modyfikowane krotkie RNA odpowiadajace sekwencji miR-
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218). W szczegdlnosci, badatam wptyw suplementacji supresorowego miR-218 na hodowle linii
komorek glejaka (test inwazyjnosci w systemie xCELLigence Real-Time Cell Analysis, test
migracji, test proliferacji) oraz produkcje bialek ECM, w tym tenascyny C (Western blot). Jako, ze
produkcja biatek ECM w kulturach monowarstwowych, adherentnych unie$miertelnionych linii
komérkowych GBM jest znikoma, do moich badan wprowadzitam kultury 3D linii glejakowych,
tzw. kultury w wiszacej kropli, w ktorych niektore linie komérkowe (np. U118) organizujg si¢ w
mini-guzy. W pracy nad optymalizacja warunkow transfekcji oraz wyprowadzeniem kultur 3D z
linii glejaka uczestniczyta rowniez moja magistrantka, Alicja Rabiasz. Analizami poziomu biatek
ECM po transfekcji miR-218 zajeta si¢ magistrantka Malgorzata Grabowska. Po moim wyjezdzie
na staz podoktorski w 2015 roku, obie studentki kontynuowaty prace nad udzialem miR-218 w
kontroli poziomu biatek ECM w glejaku pod kierunkiem dr Katarzyny Rolle. Wyniki pracy zostaty
opisane w manuskrypcie opublikowanym w 2021 r. w Journal of Cellular and Molecular Medicine
(P4).

W publikacji P4 wykazaliSmy, ze nadekspresja miR-218 wplywa na zmniejszenie poziomow
mRNA i biatka TNC oraz syndekanu 2 (SDC-2), co znalazto przetozenie na zmian¢ wlasciwosci
biomechanicznych komoérek GBM. W szczegdlnosci, nadekspresja miR-218 powodowata
zmniejszenie potencjatu migracyjnego komorek glejaka, wzmacniata ich wlasciwosci adhezyjne
oraz powodowala zwigkszone usztywnienie komorek. Stosujac test podwdjnej lucyferazy
wykazaliSmy, ze mRNA 7NC i mRNA SDC2 sa bezposrednimi celami miR-218. Jedng z
zaawansowanych obserwacji w tym badaniu jest wptyw miR-218 na wtasciwosci mechaniczne
komorek, tj. bezposrednie zmiany sztywnosci komdrek mierzone technologia mikroskopii sit
atomowych (AFM). Podsumowujac, doszliSmy do wniosku, ze deregulacja miR-218 w
pierwotnych i wtornych GBM wiaze si¢ ze zwigkszona ekspresja jego docelowych mRNA, w tym
TNC i SDC-2, co z kolei ma wpltyw na przebudowe ECM i zwigkszony potencjat migracji komorek
glejaka. Opublikowane wyniki daja wglad do mechanobiologii GBM, szczegdlnie w odniesieniu
do ncRNA, ktére biora udzial w regulacji czynnikow bezposrednio modulujacych wlasciwosci
mechanobiologiczne komorek glejaka. Po drugie, potwierdziliSmy, ze miR-218 jest silnym
supresorowym miRNA w glejaku, ktory ma duzy wpltyw na ECM. miR-218 jest potencjalnie
dobrym kandydatem do projektowania nowych terapii ukierunkowanych na modulacje
wiasciwosci mechanobiologicznych mikrosrodowiska guzéw mdézgu. Wysoka sztywnos¢ tkanki
guza nie ogranicza si¢ tylko do glejakow ztosliwych, a miR-218 zostat rozpoznany jako miRNA o
obnizonym poziomie ekspresji rowniez w innych typach nowotworéw (jak omdéwiono w naszym
artykule, P4). Gesta, nieprawidlowa macierz ECM i podwyzszona sztywnos¢ guza to cechy, ktore
ograniczajg skutecznos¢ terapeutyczng nanoczastek i mogg wptywaé na zmniejszong skutecznosé
leczenia raka metodami tradycyjnymi [Zhang et al., 2024]. Strategie modulacji mikrosrodowiska
mechanicznego nowotwordw, w tym ingerencja w powstawanie okreslonych biatek ECM, moga
mie¢ korzystny wptyw na pacjentdow onkologicznych i maja implikacje kliniczne dla przysztych
terapii [Lampi i Reinhart-King, 2018].
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circRNA Cdrlas — badania utraty funkcji w myszy i okreslenie specyficznosci komdrkowej
transkryptu w osrodkowym ukladzie nerwowym

Moja inspiracja do badan kolistych RNA (cyrkularnych, ang. circular RNA, circRNA) byla seria
publikacji, ktéra ukazata sie w 2013 roku [Memczak et al., 2013; Hansesn et al., 2013; Jeck et al.,
2013; Salzman et al., 2013]. Wtedy to odkryto, ze genomy wielu organizmdw, od nicieni po
cztowieka, w procesie transkrypcji generujg czasteczki RNA o kolistej strukturze. circRNA nie
miaty jednak rozpoznanej funkcji biologicznej. Potencjalne funkcje byly wdowczas obiektem
spekulacji.

Wspomniane prace zawieraty: (1) pierwsza w skali §wiata obszerna charakterystyke circRNA, jako
klasy transkryptow, (2) w sposob bardziej szczegotowy opisywaty jeden z nich, kolisty RNA
CDRI1as (ang. cerebellar degeneration-related protein 1 antisense RNA). Krotkie podsumowanie
moich wnioskoéw z tych pionierskich badan: koliste RNA ulegaja ekspresji w sposob tkankowo-
specyficzny i zalezny od stadium rozwojowego. circRNA Cdrlas (i jego ludzki odpowiednik
CDRI1as, zwany takze ciRS-7) jest wzbogacony w tkankach nerwowych [Hansen et al., 2011] i
jest jednym sposrod najwyzej eksprymowanych niekodujacych transkryptéw w mdzgu. Posiada on
réwniez bardzo unikalng ceche — w swojej sekwencji posiada zwielokrotnione i zakonserwowane
ewolucyjnie powtorzenia, ktére odpowiadaja miejscu wigzania miR-7 w obrebie jego sekwencji
seed (nukleotydy w pozycjach 2-7 na koncu 5° miRNA, ktdére sa odpowiedzialne za wigzanie
docelowego RNA). Ponadto, w sekwencji ludzkiego CDR1las wystgpuje pojedyncze miejsce
wigzania dla miR-671-5p. Miejsce wigzania miR-671 w obrgbie CDRlas posiada odmienng
charakterystyke w poréwnaniu do miR-7, tzn. przewidywane miejsce wigzania jest prawie w petni
komplementarne do sekwencji miR-671 i wykracza poza sekwencje seed. Zespot Jorgena Kjemsa
z Uniwersytetu w Aarhus (Dania) wykazat w 2011 roku, ze taka specyfika wigzania miR-671 do
CDR1as powoduje przecigcie kolistego transkryptu do wersji liniowej poprzez ukierunkowane
wigzanie Ago2 i aktywacje jego aktywnosci katalitycznej tzw. slicingowej (tj. inicjujacej
hydroliz¢/przeciecie RNA). Zaréwno miR-671, jak i miR-7 ulegaja ekspresji w mdzgu. Ponadto,
byly opublikowane raporty na temat miR-7 w rozwoju mézgu. W tym, byla wiedza w kwestii
docelowych mRNA regulowanych przez miR-7 w mdzgu w trakcie rozwoju kory moézgowej w
fazie ptodowej oraz w neuronach dopaminergicznych (badania z myszy, Pollock et al., 2014; de
Chevigny et al., 2012). Taka charakterystyka zmotywowata mnie do postawienia gléwnej hipotezy
badawczej: Cdrlas moze pelni¢ funkcje regulatorowe dla miR-7 i tym samym dla mRNA
regulowanych przez miR-7, co wplynie na regulacje ekspresji genow i bedzie mialo
przelozenie na fizjologie komorek w mozgu ssakow.

W celu walidacji wyzej wymienionej hipotezy badawczej zaplanowatam oraz podjetam szereg
prac, ktore mozna zgrupowaé¢ w trzy gldwne watki badawcze: (1) analiza wigzania miR-7 do
Cdrlas in vivo w mozgu, (2) charakterystyka ekspresji Cdrlas w réznych tkankach, réznych
rejonach oraz typach komoérek w mézgu, (3) analiza utraty funkcji Cdrlas (ang. loss-of-function).
Modelem badawczym byly myszy oraz komorki pierwotne (neurony korowe) wyprowadzone z
myszy. Wyniki te sa opisane w publikacji P2. Ponadto, jako wynik tych badan, opublikowalismy
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protokot wykrywania pojedynczych czasteczek i iloSciowego oznaczania circRNA Cdrlas w
komorkach poprzez zastosowanie hybrydyzacji fluorescencyjnej pojedynczych czasteczek RNA in
situ (smRNA FISH, ang. single-molecule RNA fluorescence in situ hybridization) 1 mikroskopii
fluorescencyjnej (publikacja P3). Kazdy z tych trzech watkéw badan omdéwie osobno, podajac
swoja motywacje i/lub hipoteze czastkowa oraz przestanki prowadzace do tych hipotez.

(1) Analiza wigzania miR-7 1 miR-671 do Cdrlas in vivo w mdzgu — pierwsza hipoteza
czastkowa: wigzanie miR-7 i miR-671 do Cdrlas RNA in vivo determinuje funkcje
regulatorowe tego dtugiego, kolistego i niekodujacego transkryptu.

Przestanka: ludzki CDRlas zawiera ponad 70 zakonserwowanych ewolucyjnie, potencjalnych

miejsc wigzania dla sekwencji seed miR-7 oraz jedno silnie komplementarne potencjalne miejsce

wigzania dla miR-671; oba mikroRNA oraz circRNA ulegaja ekspresji w tkance mozgowej.

Parowanie miR-671 do Cdrlas zostato potwierdzone w eksperymentach in vitro [Hansen et al.,

2011]. Przeprowadzone przeze mnie badania podjete w celu sprawdzenia tej hipotezy obejmowaty

wykorzystanie juz istniejagcych danych wysokoprzepustowych uzyskanych metodg HITS-CLIP, t;.

wysokoprzepustowego sekwencjonowania RNA wyizolowanego metoda immunoprecypitacji po

uprzednim sieciowaniu oddzialywan RNA-biatko (ang. high-throughput sequencing of RNA
isolated by crosslinking immunoprecipitation). W szczegdlnosci, korzystajac z surowych (i $wiezo
opublikowanych) wynikéw HITS-CLIP biatka Ago2 w mdzgu myszy [Moore et al., 2105] oraz

podobnego zestawu danych uzyskanych z moézgu cztowieka [Boudreau et al., 2014] wraz z

doktorem Andrei Filipchyk (wéwczas doktorantem) przeprowadzilismy detekcje oraz analize tzw.

odczytow chimerycznych. Andrei Filipchyk, bioinformatyk, byt jednym z pionieréw analiz danych

AGO CLIP w C. elegans pod katem opracowywania nowych rozwigzan do identyfikacji tego typu

odczytdw chimerycznych, ktore umozliwiaja jednoznaczne wykrycie konkretnych miejsc wigzania

miRNA do docelowych transkryptow i jednoczesnie identyfikacje poszczegdlnych miRNA
zwigzanych do poszczegodlnych transkryptow [Grosswendt, Filipchyk et al., 2014]. Wyniki
uzyskane z m6zgoéw cztowieka i myszy, jednoznacznie popraty hipoteze, ze Cdrlas wigze zarowno
miR-7, jak i miR-671 in vivo w mdzgu ssakow. Pokazalismy, ze sposrod wszystkich docelowych
transkryptow wigzacych miR-7 wykrytych w danych Ago2 HITS-CLIP z mézgu myszy, kolisty

RNA Cdrlas jest na czele listy rankingowej, tzn. wigze najwigksza ilos¢ miR-7 w réznych

miejscach parujacych do regionu seed miR-7 w obrebie transkryptu. Laczna liczba odczytow

chimer Cdrlas-miR-7 wyniosta 127 i potwierdzita oddzialywanie z miR-7 w kilkudziesigciu
réznych pozycjach w obrgbie Cdrlas (szczegotowe dane przedstawiono w Fig. 1A oraz w tabeli
uzupetniajacej S1 do publikacji P2). ZnalezliSmy réwniez jedno dominujgce miejsce wigzania

miR-671 zajmowane przez miR-671, jak wskazywaly na to liczne (>50) odczyty chimeryczne z

danych Ago2 HITS-CLIP (>50).

(2) Charakterystyka ekspresji Cdrlas w réznych tkankach, roznych rejonach oraz typach komorek
W mozgu.

Aby przyblizy¢ funkcje molekularne Cdrlas, kluczowym bylo dla mnie zrozumienie

przestrzennego profilu ekspresji 1 swoistosci komodrkowej tego niekodujacego transkryptu w

moézgu. W tym celu wykonatam serie eksperymentow qRT-PCR i pomiary ekspresji circRNA
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Cdrlas w réznych tkankach pobranych z myszy oraz bardziej szczegétowo w mozgu. Nastepnie,
wykonane zostaly szeroko zakrojone analizy detekcji Cdrlas w skrawkach mozgu myszy szczepu
dzikiego przy pomocy in situ RNA hybrydyzacji z jednoczesnym barwieniem markeréw
biatkowych réznych typow i podtypdéw komodrek nerwowych i glejowych.

Locus Cdrlas znajduje si¢ na chromosomie X. We wstepnych etapach pracy ustalitam, ze nie ma
réznic w poziomie ekspresji Cdrlas pomigdzy osobnikami meskimi i zefniskimi w mozgu myszy
(myszy szczepu dzikiego, C57BL/6N), ani w calym modzgu, ani w poszczegolnych rejonach, takich
jak przodomozgowie (bez opuszki wechowej), opuszka wechowa, mozdzek, pien mozgu
(Supplementary Figure 7 w publikacji P2). Bylo to o tyle wazne, o ile w dalszych etapach pracy
mogtam skupi¢ si¢ na analizach jednej plci (w moje pracy — osobnikach meskich), bez
duplikowania wszystkich wynikéw dla obu plci. Sprawdzitam réwniez inne organy uktfadu
nerwowego (rdzen kregowy), neuroendokrynnego (przysadka mézgowa) oraz inne organy pobrane
z myszy szczepu dzikiego (ptuco, migsien szkieletowy, miesien sercowy, sledziona) pod katem
ekspresji Cdrlas. Podobne badania wykonalam w celu oceny poziomdéw dojrzalego miR-7a-5p,
jego prekursora (pre-miR-7a-1) oraz dojrzalego miR-671-5p. Lacznie wyniki te wykazaty, ze
wszystkie badane RNA byly obecne we wszystkich tkankach nerwowych, przy czym Cdrlas miato
ogromne wzbogacenie w mozgu bez wykrywalnej ekspresji lub ekspresji zblizonej do tta w innych
tkankach/narzadach. W mézgu Cdrlas ma najwyzszy poziom w mozdzku (przewyzszajac poziom
ekspresji niektorych gendw typu housekeeping, np. mRNA Gapdh), okoto 4x wyzszy w mdzdzku
w pordéwnaniu z korg mozgowsa, hipokampem i opuszka wechowa (Supplementary Fig. 7 w
publikacji P2).

Eksperymenty in situ RNA hybrydyzacji przy uzyciu sondy specyficznej dla Cdrlas, a konkretnie,
zaprojektowanej do jego sekwencji backsplicingowej, potwierdzitly obserwacje poczynione
wcezesniej przy pomocy pomiaréw qRT-PCR. Ponadto, poprzez nalozenie sygnatéw circRNA
Cdrlas z markerami biatkowymi neuronow i komorek glejowych, bylisSmy w stanie stwierdzié, ze
Cdrlas wystepuje gtownie w neuronach pobudzajacych, w mniejszym stopniu w neuronach
hamujacych i jest nieobecny w oligodendrocytach i astrocytach. Barwienia pojedynczych
czasteczek Cdrlas z zastosowaniem SmRNA FISH (ang. single-molecule RNA fluorescence in situ
hybridization) w pierwotnych neuronach korowych pokazaty, ze Cdrlas lokalizuje si¢ w duzych
ilosciach w perykarionach neuronéw pobudzajacych oraz jest obecny w neurytach i aksonach. Byto
to dla nas cenna informacjg, wskazujaca na mozliwag rolg Cdrlas w réznych lokalizacjach sub-
komoérkowych.

Eksperymenty z wizualizacja circRNA Cdrlas z rozdzielczoscia pojedynczej czasteczki byly
prowadzone z uzyciem sond Stellaris (smRNA FISH). Zainspirowaty nas one opublikowania
protokotu, ktéry zoptymalizowalismy, ktérego uzywalismy, i o ktory byliSmy wielokrotnie pytani
i proszeni o pomoc w jego wdrozeniu (publikacja P3, opublikowana jako Rozdzial 7 w Methods
in Molecular Biology, Springer). W tym artykule przedstawiliSmy wyzwania techniczne zwigzane
z obrazowaniem RNA przy rozdzielczosci pojedynczej czasteczki, rozwigzania umozliwiajace ich
pokonanie i przedstawiliSmy procedurg krok po kroku, poczawszy od projektowania sond, a
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skonczywszy na zaliczeniach punktowego sygnatu RNA. W pracy przedstawiliSmy réwniez
szczegotowy opis sposobu hodowli komodrek 1 ich utrwalania przed smRNA FISH.
Przedstawilismy liczne wskazéwki techniczne (17 notatek technicznych) i polecalismy
oprogramowania, ktore byly dla nas bardzo przydatne, np. do zliczania punktowych sygnatow
RNA. Protokot jest poparty naszymi danymi i obrazami uzyskanymi z wizualizacji i kwantyfikacji
RNA w komorkach HEK 293, HeLa i neuronach réznicowanych z komérek P19.

Warto wspomnie¢, ze w publikacji autorstwa Cledi Cerda-Jara et al. (publikacja P7)
zastosowalismy ten protokot do wykrywania i kwantyfikacji Cdrias i IncRNA Cyrano w wigkszej
partii pierwotnych neurondéw korowych. Zliczenia te pokazaly, ze Cdrlas jest wykrywany srednio
w liczbie ok. 300 kopii’/komorke, cho¢ zakres byt bardzo szeroki, od kilkudziesieciu do 800 kopii
czasteczek na komorke tj. jeden neuron pobudzajacy. Okoto 53% tych czasteczek mozna znalez¢é
w perykarionie komoérek nerwowych, podczas gdy pozostate czasteczki (ok. 47%) znajduja sie w
neurytach i aksonach. Ponadto, wykonalismy ko-lokalizacje sygnatu circRNA Cdrlas z markerami
biatek pre- i postsynaptycznych oraz pomiary odleglosci pomigdzy punktowymi sygnatami biatek,
a punktowymi sygnatami z RNA.

Inng czescia charakterystyki locus Cdrlas byto badanie domniemanej transkrypcji Cdrl mRNA,
ktére jest adnotowane na nici sensownego DNA i cze¢sciowo naklada sie na Cdrlas.
WykorzystaliSmy wiele technik eksperymentalnych, a takze przeszukaliSmy zestawy danych
sekwencjonowania RNA specyficzne dla nici i zestawy danych proteomicznych, ale nie
wykrylismy zadnych dowodéw na transkrypcje Cdrl mRNA w mozgach myszy, okreslonych
obszarach mézgu myszy lub jakiejkolwiek innej analizowanej tkance myszy lub cztowieka.

(3) Analiza utraty funkcji Cdrlas (ang. loss-of-function).

Rownolegle do eksperymentdw i analiz przedstawionych powyzej w punktach 1-2, staratam sig
zaprojektowac i przeprowadzi¢ eksperyment CRISPR-Cas9 w mysiej linii komorkowej P19, aby
zbada¢, czy moge uzy¢ ten systemu do ukierunkowanej delecji catego locus Cdrlas z genomu
myszy. Moje zatozenie bylo takie, ze jesli bede mogla wydajnie otrzymac linie komérkowe typu
Cdrlas knockout, to bede mogla zastosowac te same konstrukty do wygenerowania genetycznie
zmodyfikowanych myszy z delecja locus Cdrlas i bada¢ utrate funkcji Cdrlas na poziomie
organizmu.

Dzigki eksperymentom CRISPR-Cas9 w komérkach P19 i uzyciu dwodch réznych guide RNA
zaprojektowanych do kierowania Cas9 blisko sekwencji PAM w miejscach splicingu Cdrlas,
dowiedzialem sie, ze moj projekt eksperymentu knockout byt udany. Oprocz wielu linii klonalnych
P19 z mniejszymi lub wigkszymi mutacjami typu indel w miejscach splicingu Cdrlas, uzyskatam
klony z catkowitg delecja eksonu Cdrias. Warto nadmieni¢, ze moja praca z liniami P19 i
protokotami réznicowania tych komdrek do neuronéw stanowita podstawe do wdrozenia protokotu
smFISH do wykrywania i kwantyfikacji czasteczek Cdrlas w neuronach (publikacja P3).

Myszy z delecja Cdrlas uzyskaliSmy poprzez mikroiniekcje dojadrowg mRNA Cas9 i tych samych
dwoch guide RNA specyficznych dla Cdrlas, ktore byly przetestowane wczesniej w liniach P19
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do zygot i zaptodnienie in vitro stymulowanych hormonalnie samic myszy C7BL6/N. W rezultacie
uzyskatam 5 zwierzat (tzw. founderow, ,,zatozycieli”’) z mutacjami w obrgbie lub w poblizu miejsc
splicingu Cdrlas, a jedno z nich miato delecje catego eksonu Cdrias (zatozyciel M2).
Zaprojektowatam metodologi¢ testowania mutacji i genotypowania myszy (opublikowana w P2),
z ktérej korzystam do tej pory. Korzystaja z niej rdwniez inni badacze, z ktérymi dzielitem linig¢
myszy z delecjg Cdrlas na przestrzeni ostatnich lat. Rozszerzytam koloni¢ zmutowanych myszy
(nazywanych dalej Cdrlas KO, ang. Cdrlas konckout) poprzez skrzyzowanie zatozyciela M2
(wygenerowanego na czystym tle genetycznym CS57BL6/N) z samicami typu dzikiego na tym
samym tle genetycznym, co jednoczesnie dato mi mozliwos¢ zbadania heterozygotycznych samic
Cdrlas +/- (samce sg hemizygotami, Cdrlas -/Y). Zaréwno heterozygoty, jak i myszy Cdrlas KO
wykazywatly normalny rozwdj i wygladaty na zdrowe, bez zadnych powaznych réznic w anatomii
moézgu w poréwnaniu do miotdw myszy typu dzikiego. Poziom ekspresji Cdrlas w hetrozygotach
(Cdrlas +/-) byt zredukowany ok. 50% w poréwnaniu do poziomu Cdrlas w mozgu myszy WT.

W pierwszym rzedzie przeprowadzitam molekularna analiz¢ fenotypowa (jak ja nazywam),
ktéra obejmowata analiz¢ ekstraktow RNA z moézgéw myszy Cdrias KO z zastosowaniem
sekwencjonowania catkowitego RNA pozbawionego rRNA, sekwencjonowania bibliotek cDNA
opartych na selekcji poliadenylowanych transkryptéw oraz sekwencjonowanie matych RNA, ktére
przyniosty ciekawe i niespodziewane wyniki. Porownujac poziomy ekspresji miRNA z naszych
danych sekwencjonowania u zwierzat WT i Cdrlas KO, miR-7 byt wyraznie zmniejszony (Fig. 2
1 statystyki w Tabeli S2, publikacja P2) we wszystkich analizowanych rejonach mézgu (hipokamp,
moézdzek, kora mozgowa, opuszka wechowa). Doktadniej, zarowno miR-7a-5p, jak i miR-7b-5p,
ktére majg takie same sekwencje seed, ale nieznacznie réznice w sekwencje dojrzalego miRNA
(pozycja 10), byly obnizone. Wyniki sekwencjonowania zostaty potwierdzone przy pomocy
innych metod analitycznych (Northern blot, TagMan assay, qRT-PCR, Nanostring), ktore roéwniez
dodatkowo pozwolity nam stwierdzi¢, ze obnizenie iloSci dojrzalego miR-7 w mézgach myszy
Cdrlas KO nie wynika za zmniejszonej transkrypcji tych miRNA, lecz odbywa si¢ post-
transkrypcyjnie na poziomie dojrzatych czasteczek miRNA. W przeciwienstwie do obnizonej
ekspresji miR-7, ekspresja miR-671-5p u zwierzat Cdrlas KO byla zwigkszona w mdzdzku,
korze mozgowej i opuszce wechowej. Kilkaset innych miRNA zidentyfikowanych w moézgach
myszy nie ulegalo zmianom, z wyjatkiem jednego obszaru moézgu (kora moézgowa), gdzie
odnotowalismy obnizenie poziomu ekspresji kilku miRNA pochodzacych z dwdch rodzin i trzech
klastrow miRNA, miR-200c/141, miR-200a/200b/429 1 miR-182/183/96.

RNA-seq pokazat, ze w $lad za obnizonym poziomem miR-7 w mdzgu myszy Cdrlas KO, idzie
zwigkszony poziom czasteczek mRNA bedacych celami regulowanymi przez miR-7. Dodatkowo,
ustaliliSmy, ze w badanych obszarach mézgu myszy Cdrlas KO, oprocz zmian miR-7 i miR-671,
dochodzi do deregulacji transkryptéw kodowanych przez grupe genéw odpowiedzi
natychmiastowej (IEG, ang. immediate early genes) i co ciekawe, byly to rézne IEG w réznych
strukturach mdzgu. Te wyniki zostaly potwierdzone innymi metodami analitycznymi, nie tylko na
poziomie mRNA genow IEG, lecz réwniez na poziomie produktéw biatkowych tych genéw (np.
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dla cFOS i EGRI1). Przy okazji, niektore z tych genéw, w tym wymienione Fos 1 Egrl, sa roOwniez
targetami miR-7.

Wiedzac, ze poziomi miR-7 efektywnie spada w nieobecnosci Cdrlas, doszlismy do wniosku, ze
Cdrlas moze peti¢ funkcje stabilizujaca miR-7 poprzez jego bezposrednie wigzanie.
Podejrzewalismy réwniez, ze w nieobecnosci Cdrlas poziom dojrzalego miR-7 spada, poniewaz
jest on destabilizowany przez IncRNA Cyrano. Cyrano jest drugim po Cdrlas najsilniej wigzanym
RNA w mozgu, jak wykazaly nasze wczesniejsze pomiary odczytow chimer z danych Ago2 HITS
CLIP. Cyrano IncRNA ma wysoce komplementarne miejsce wigzania dla miR-7 1 to
oddzialywanie, jak spekulowaliSmy, moze inicjowaé rozpad dojrzalego miR-7 poprzez jego
wydtuzanie (ang. tailing) i przycinanie (ang. trimming) [Ulitsky et al., 2013; Ameres et al., 2010].
Niedtugo po opublikowaniu przez nas wynikow opisanych powyzej (P2), powyzsze spekulacje na
temat Cyrano zostaly potwierdzone przez zespdt Davida Bartela. W publikacji poswigconej
analizie funkcji IncRNA Cyrano pokazali oni, ze Cyrano jest zaangazowany w destabilozowanie
miR-7 w procesie zwanym degradacja mikroRNA za posrednictwem mRNA (ang. target-mediated
microRNA degradation), TDMD [Kleaveland i in., 2018].

Znaczenie oddzialywania mikroRNA miR-7 7 niekodujgcym transkryptem Cdrlas w mozgu
ssakow

W moich badaniach nad oddzialywaniami Cdrlas-miR-7 w moézgu, bylam zainteresowana
odkryciem, czy te zaburzenia molekularne, ktére zaobserwowaliSmy w mozgu, ale nie w zadnej
innej tkance zmutowanej myszy Cdrias KO, sa w jaki§ sposob odzwierciedlone w ogolnej
fizjologii i czy wptywaja na zachowanie tych mutantow. W tym celu zaprojektowatam seri¢
eksperymentow, aby sprawdzié, czy brak Cdrlas i wynikajace z niego zaburzenia w profilu
transkyptomow sa wazne dla zdrowia i ogodlnego dobrostanu osobnikow. Po pierwsze, we
wspotpracy z doskonatymi ekspertami w dziedzinie elektrofizjologii (laboratorium Christiana
Rosenmunda, Charite) przygotowalismy tak zwane autaptyczne kultury neuronalne z hipokampa,
ktére byty preparowane z mozgoéw zmutowanych myszy Cdrlas KO i odpowiadajacych im kontroli
z tych samych mitow oraz wykonaliSmy pomiary okreslajace podstawowe wilasciwosci
elektrofizjologiczne tych komorek. Sposrdd wielu zmierzonych parametrow, zauwazyliSmy, ze
jeden z nich jest wyjatkowo silnie zaburzony. Ponad dwukrotny wzrost czestotliwosci mEPSC
(miniaturowych pobudzajgcych praddéw postsynaptycznych) sugerowal, ze spontaniczne
uwalnianie pecherzykow synaptycznych jest silnie zwigkszone w neuronach KO. Amplituda
mEPSC pozostata niezmieniona. Ta obserwacja jednoznacznie potwierdzila naszg hipoteze, ze
Cdrlas jest funkcjonalnym regulacyjnym RNA, ktory poprzez zlozona sie¢ interakcji z
miRNA i posrednio ich celami mRNA pelni mierzalne funkcje w neuronach.

Po drugie, pod okiem doswiadczonej behawiorystki, Dr Susanne Wolf, wykonana zostala bateria
testow behawioralnych. Wykonaty$my m.in. test socjalnosci, test rozpoznawania nowego obiektu,
test otwartego pola, test podniesionego labiryntu krzyzowego, labirynt wodny Morrisa, test
preferencji cukru, test mierzacy hamowanie przedsygnatowe, itp., mierzac wiele parametrow
zwigzanych z pamiecig, motywacja, anhedonia, poziomem lgku, czy zachowaniem spotecznym.
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Wiele z tych parametrow nie odbiegato od normy, lub bylo delikatnie zaburzone, z wyjatkiem
hamowania przedsygnatowego (ang. pre-pulse inhibition, PPI). Zarbwno samce, jak i samice z
mutacjg Cdrlas KO, miaty znacznie (i statystycznie istotnie) wzmocnione reakcje w tescie PPI.
Efekt dysinhibicji w tescie PPI jest czesto okreslany, jako deficyt PPI. Doprowadzito nas to
kolejnej, waznej konkluzji, ze zwierzeta z mutacja Cdrias KO wykazuja fenotyp behawioralny
zwigzany z zaburzeniami psychicznymi. PPI jest miarg tzw. bramkowania sensomotorycznego
(ang. sensorimotor gating). Jest to wilasciwo$¢ mozgu pozwalajaca na odfiltrowywanie
niepotrzebnych informacji z mézgu, tak by organizm nie reagowal nadmiernie na wszystkie
bodzce. Funkcja ta jest zaburzona np. w mézgach osob chorujacych na schizofrenig. Jest réwniez
zaburzona w mézgu myszy pozbawionej Cdrlas.

Podsumowujac moja prace nad Cdrlas w ramach przedstawionych po oceny publikacji: wykonane
przez mnie i wspotautorow eksperymenty i otrzymane wyniki przyniosty wiele nowych,
interesujgcych i przetomowych odkry¢ na temat Cdrias. Jest to pierwsza funkcjonalnie opisana
czasteczka kolistego RNA. Funkcja ta okazuje si¢ istotna dla neuronéw pobudzajacych na
poziomie molekularnym i fizjologicznym, oraz w konsekwencji jest wazna dla prawidtowego
funkcjonowania mdzgu, jak wykazaty badania behawioralne. Cdrlas-miR7- miR-671 i IncRNA
Cyrano stanowig unikalng sie¢ regulatorowych niekodujacych RNA, ktéra wptywa na zycie
molekularne neurondéw. Co wazne, mimo, ze praca P2 jest bardzo obszerna (pie¢ rycin gtownych,
18 rycin w suplemencie, 7 tabel), nie wyjasnila ona w pelni kompleksowych oddziatywan
pomigdzy wyzej wspomnianymi regulatorowymi RNA. W szczegodlnosci, powiazania pomiedzy
bezposrednim wpltywem tych czasteczek na fizjologi¢ neurondw i powigzania z fenotypem
behawioralnym na pewno sa duzo bardziej zlozone i pozostaja ciggle obiektem badan. Zdobyty
przez mnie i wspotautoréw prac P2 i P3 wglad w te procesy mozna posumowac zaproponowanym
modelem (Ryc. 2). Model ten ciggle ewoluuje wraz z naptywem nowej wiedzy. Ostatnia wersja
modelu znajduje si¢ w publikacji P7. Inng niewidoma jest, czy sie¢ wspotzaleznych w neuronach
pobudzajacych RNA (Cdrilas-miR7- miR-671 i IncRNA Cyrano) funkcjonuje w tozsamy sposob
w innych typach komorek, w ktérych sa obecne, np. komorkach przysadki mozgowe;j.
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Rycina 2.
Model oddzialywan Cdrlas z miR-7 i miR-671 oraz IncRNA Cyrano oraz ich wplyw na aktywnos$¢ neuronéw,
jak dyskutowano w pracy P2.

Jak profilowanie RNA w pojedynczych komorkach poszerza naszqg wiedze na temat mozgu i
chorob neurologicznych?

Od kilku lat zyjemy w erze biologii systemow i szeroko zakrojonych badan -omicznych.
Oproécz transkryptomiki, genomiki i proteomiki rozszerzaja si¢ one m.in. o wysokoprzepustowe
badania dostgpnosci chromatyny w catym genomie, znacznikdéw epigenetycznych (epigenomika)
oraz endogennych metabolitéw (matbolomika). Wszystkie te podejscia analityczne sa obecnie
stosowane do (1) kompleksowej 1 systematycznej identyfikacji oraz analizy profildéw genetycznych
lub innych profilow molekularnych w organizmie cztowieka i innych organizmach zywych oraz
do (2) zgtebienia procesow patologicznych lezacych u podstaw nieuleczalnych chorob cztowieka.
Nowe technologie transkryptomiczne, takie jak transkryptomika pojedynczych komorek i
transkryptomika przestrzenna (ang. spatial transcriptomics, ST), daja kompleksowy wglad w
programy ekspresji genéw i roéznorodnos¢ biologiczng RNA pomiedzy réznymi populacjami
komorek, a czasem nawet wewnatrz pojedynczych populacji komdrek w zaleznosci od ich
umiejscowienia i komunikacji z innymi komérkami.

Moja fascynacja heterogennoscia transkryptomiczng komadrek mozgu sigga 2015-2016 roku, kiedy
to opublikowane zostaty pierwsze prace dotyczace sekwencjonowania RNA z pojedynczych
komorek (ang. single-cell RNA sequencing, scRNA-seq) z kory czuciowej i hipokampa [Zeisel et
al., 2015] oraz z kory wzrokowej mézgu myszy [Tasic et al., 2016]. Od tamtej pory nieustannie
Sledzitam postep w tego typu badaniach oraz rozwoju technologii sekwencjonowania
transkryptomow pojedynczych komdrek, rowniez w odniesieniu do wynikow wilasnych. Moja
wiedze i przemyslenia nad nowoczesnymi technikami transkryptomicznymi w odniesieniu do
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postepow w zrozumieniu chordb neurologicznych i projektowaniu nowych terapii zawartam w
pracy przegladowej PS5, pt. ,.Single-cell and spatial transcriptomics: deciphering brain complexity
in health and disease” opublikowanej w 2023 w Nature Reviews Neurology.

W pracy P5 omdwilismy, w jaki sposdb transkryptomika pojedynczych komorek i ST ewoluowaty
od swoich poczatkéw (ok 2009-2010 roku) do roku 2023. W szczegdlnosci, probowalismy
podsumowaé wplyw tych badan na wspotczesne zrozumienie proceséw molekularnych
zachodzacych w komorkach moézgu i patomechanizmoéw lezacych u podstaw zaburzen
neurologicznych. Trzon pracy przegladowej stanowi omowienie waznych ,.kamieni milowych”,
czyli pionierski publikacji, ktorych autorzy bazujac na wynikach z scRNA-seq i/lub ST do badania
mysich lub ludzkich mézgéw oraz dedykowanych metod obliczeniowych, prébowali i bardzo
czesto dostarczali nowych danych na temat proceséw molekularnych w roznych typach i podtypach
komorek nerwowych i/lub glejowych. SkupiliSmy si¢ na trzech obszarach, w ktérych naszym
zdaniem te nowe technologie dostarczyty szczegdlnie przydatnych spostrzezen: (1) selektywne;j
podatnosci neuronéw na dysfunkcje zwigzane z procesami chorobotworczymi, (2) dysfunkcji
neuroimmunologicznej i (3) badaniach skupiajacych si¢ na poznaniu mechanizméw odpowiedzi
na leczenie w sposob swoisty dla typu komorki. W odniesieniu do tematyki selektywnej podatnosci
neuronéw na procesy patologiczne, technologie scRNAseq i snRNAs (sekwencjonowanie
pojedynczych jader komdrkowych) daja pelne optymizmu nadzieje na zrozumienie tego, ktdre
komorki nerwowe sa bardziej podatne na procesy chorobotworcze i dlaczego. Dotyczy to zaréwno
chorob neurodegeneracyjnych (np. choroba Alzheimera, choroba Parkinsona), ale rowniez choréb
psychicznych (schizofrenia, choroba dwubiegunowa), czy zaburzen neurorozwojowych (np.
spektrum autyzmu). W czesci odnoszacej si¢ do dysfunkcji neuroimmunologicznej, skupilismy sie
na nowych doniesieniach o udziale komodrek glejowych, zwlaszcza mikrogleju i astrocytoéw w
chorobach neurodegeneracyjnych (np. w stwardnieniu rozsianym, chorobie Alzheimera,
stwardnieniu zanikowym bocznym), w guzach mozgu oraz z powstawaniu symptomow
neurologicznych przy zakazeniu wirusem SARS-Cov2 (tzw. neuro-COVID). W sekcji
zatytutlowanej ,, Typy komorek wrazliwe na leki” (ang. Drug-sensitive cell types) skupiliSmy si¢ na
badaniach dazacych do optymalizacji protokotow monitorowania reakcji na leki i metod leczenia
w oparciu on nowe technologie sekwencjonowania RNA w pojedynczych komorkach. Takie
podejscia przesiewowe testujgce wrazliwosé na leki swoiscie dla typu komorek, ktorych celem jest
opracowanie spersonalizowanych terapii sg testowane np. w glejaku. Po szczegdty odsylam do
publikacji PS.

W publikacji PS5 dokonalisSmy przegladu >200 oryginalnych prac badawczych, w ktérych
analizowano w/w tematy lub inne, zwigzane stricte z metodyka i analizg bioinformatyczng danych
uzyskiwanych dzieki tym nowoczesnym technologiom sekwencjonowania. Ewolucja tych metod,
zarowno pod wzgledem eksperymentalnym, jak i obliczeniowym, odbywata si¢ bowiem w
niesamowitym tempie na przestrzeni kilku ostatnich lat. Spowodowato to, ze technologie te sg
coraz bardziej dostepne, coraz czesciej wykorzystywane, coraz doskonalsze, oraz dajace wglad w
coraz bardziej kompleksowy sposéb w procesy molekularne w pojedynczych komorkach lub
pojedynczych jadrach komoérkowych. Aby ulatwi¢ rozpoznanie tematu potencjalnie nowym
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uzytkownikom tych technologii, zamiesciliSmy w pracy spis najczesciej uzywanych narzedzi
obliczeniowych do analizy sekwencjonowania pojedynczych komdrek, tabele z poréwnaniem
réznych metod sekwencjonowania RNA pojedynczych komoérek oraz (w suplemencie) skrotowy
opis uzyskania zywych komorek z mézgu, tak by byty one dobrej jakosci do badan RNA. Ponadto,
w obszernej czesci pracy P5 omowilismy aktualne ograniczenia tych metod i wskazalismy przyszite
kierunki technologii sekwencjonowania RNA w pojedynczych komdrkach i w przestrzenni w
odniesieniu do OUN i chorob neurologicznych.

D. NAJWAZNIEJSZE OSIAGNIECIA POZNAWCZE ZAPREZENTOWANYCH BADAN
1. Zsekwencjonowanie miRNA z roznych stadiow ztosliwosci (111 i [V) glejakow ztosliwych.

2. Zestawienie wiedzy na temat de-regulowanych miRNA w GBM wylonionych z badan wtasnych
oraz innych studiéw (meta-analiza).

3. Okreslenie grupy miRNA de-regulowanej w procesie progresji glejaka od stadium III do stadium
IV ztosliwosci.

4. Okreslenie roli miR-218 w modulacji ekspresji genéw kodujacych biatka ECM w glejaku.

5. Okreslenie roli miR-218 i jego docelowych mRNA (i ich produktow biatkowych) w regulacji
wiasciwosci mechanobiologicznych komoérek glejaka.

6. Opisanie swoistosci komorkowej circRNA Cdrlas w mdzgu myszy.
7. Identyfikacja wiazania miR-7 do Cdrlas in vivo w mozgu myszy i czlowieka.

8. Opracowanie strategii delecji locus Cdrlas z genomu myszy i otrzymanie modelu zmutowanej
myszy pozbawionej locus Cdrlas.

9. Okreslenie zmian molekularnych w roznych tkankach myszy pozbawionej locus Cdrlas, w tym
szczegotowo w mdzgu myszy i jego poszczegolnych rejonach.

10. Okreslenie znaczenia utraty funkcji Cdrlas w odniesieniu do fizjologii neurondw i zachowania
zwierzat.

11. Opisanie unikalnej sieci niekodujagcych RNA funkcjonujacych w neuronach pobudzajacych
moézgu ssakéw: circRNA Cdrlas — miR-7 — miR-671 — IncRNA Cyrano.

12. Opracowanie i walidacja protokotu doktadnej identyfikacji i kwantyfikacji circRNA Cdrlas z
rozdzielczoscig pojedynczej czasteczki w komorkach przy uzyciu smRNA FISH i mikroskopii.

13. Podsumowanie i omoéwienie technologii sekwencjonowania RNA pojedynczych komorek i
transkryptomiki przestrzennej oraz ich wktadu w pionierskich latach rozwoju tych technologii do
rozwoju neurobiologii i badan nad chorobami neurologicznymi.
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E. PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Ludzki mézg jest najbardziej ztozonym systemem w przyrodzie, zawierajacym miliardy
komorek, ktore tworza sieci kontrolujace funkcje fizyczne i poznawcze w naszych organizmach.
Neurony naleza do najbardziej skompartmentalizowanych i interaktywnych sposrod wszystkich
typow komorek. Od kilku lat neurobiolodzy coraz intensywniej zwracaja uwage, ze komorki
glejowe odgrywajg istotna rolg w homeostazie osrodkowego uktadu nerwowego oraz patologiach
neurologicznych, czego upatruje si¢ zwlaszcza w ich zdolnosci do nabywania szerokiego zakresu
standw aktywacji. Na poziomie molekularnym, zaréwno neurony, jak i komdrki glejowe,
charakteryzuja si¢  wielopoziomowa regulacja programow ekspresji genow.  Takie
wielopoziomowe procesy regulacyjne zapewniajg wyspecjalizowane funkcje tym komoérkom, np.
poprzez utrzymywanie i modyfikowanie proteomu w aksonach i obszarach synaptycznych
dendrytéw mozliwe jest lokalne przetwarzanie informacji w odleglych od jadra komdrkowego
obszarach komodrkowych i szybkie reagowanie na bodzce. Znaczenie i wptyw regulatorowych
niekodujacych RNA na programy ekspresji genow w komdrkach nerwowych i gleju to nowy
obszar badawczy, ktéry niezwykle intensywnie rozwija si¢ w ostatnich latach. Prawie co tydzien
nowe odkrycia ujawniajg regulacyjna rolg, jaka ncRNA odgrywaja w wielu procesach
biologicznych. Uogdlniajgc, badania te coraz wyrazniej pokazuja, ze zardwno w organizmach
modelowych, jak i u ludzi, ztozonos$¢ nie jest funkcja liczby genéw kodujacych biatka, ale wynika
z mozliwosci wykorzystania kombinacji programéw genetycznych i kontrolowania ich regulacji
przestrzennej i czasowej podczas rozwoju, starzenia si¢ i w chorobie przez regulatorowe RNA.

W swojej biografii pionier neuronauki, Santiago Ramon y Cajal, napisat: "Powszechnym faktem
Jest, ze odkrycia naukowe sq funkcjq stosowanych metod". W mojej pracy badawczej staram si¢
nieustannie rozszerzac zakres swoich technik badawczych, $ledzi¢ najnowsze doniesienia naukowe
i projektowac swoje eksperymenty tak, by moc efektywnie uczestniczy¢ w tworzeniu wspotczesnej
biologii molekularnej, w szczegdlnosci w odniesieniu do biologii RNA i biologii komoérek
nerwowych oraz glejowych.

Moje osiggniecie naukowe przestawione w niniejszej rozprawie jest cyklem 5 publikacji
naukowych. Jest to dorobek, ktory pozwolit mi na stworzenie interdyscyplinarnego warsztatu
badawczego obejmujacego metodyke z zakresu biologii molekularnej, biologii komérki oraz
biologii systemdw, w tym zaawansowanych technologii transkryptomicznych, ktore sa przeze
mnie i méj zespdt wykorzystywane do zglebiania tajnikéw komorek nerwowych i glejowych.
Ponadto, prace z cyklu przestawionego do oceny zyskaty duze uznanie w srodowisku naukowym,
o czym S$wiadczy liczba cytowan tych publikacji (sumarycznie >1000). Bez watpienia,
wyrdzniajagcym sie osiagnieciem jest pierwszo-autorska publikacja w prestizowym czasopismie
naukowym Science. Oprocz kilkuset dotychczasowych cytowan, byla ona réwniez szeroko
komentowana w $wiatowych mediach naukowych i pozanaukowych, w tym w serwisach
informacyjnych np. w periodyku The Scientist (https://www.the-scientist.com/first-in-vivo-
function-found-for-animal-circular-rna-31102), GEN: Genetic Engineering and Biotechnology
News (https://www.genengnews.com/news/loss-of-circular-rna-throws-brain-for-a-loop-2/), w
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portalu Phys.org (https://phys.org/mews/2017-08-circular-rna-linked-brain-function.html),

serwisie Technology Networks (https://www.technologynetworks.com/tn/news/circular-rna-
linked-to-brain-function-291126), itp. Niektérzy znamienni naukowcy uwazaja ta prace za
przetomowa w badaniach nad regulacyjnymi RNA w neuronach i stanowigca znaczacy postep w

dziedzinie — zrédto - wypowiedzi prof. Julii Salzman (Stanford University) oraz prof. Sebastiana
Kedenera (Brandeis University) umieszczone w komentarzu do publikacji w periodyku 7he
Scientist. Komentarz do publikacji P2 z Science ukazat si¢ rowniez w sekcji Reserach Highlights
w czasopisSmie Nature Reviews Neuroscience [Yates, 2017].

Przedstawione do oceny cykl prac i ich wyniki maja tez wptyw na obecng i przyszta prace naukowa
wlasng oraz innych zespotow badawczych. W Zaktadzie Niekodujacych RNA w ICHB PAN pod
moim kierownictwem wykonywane sg projekty badawcze zmierzajace do rozpoznania funkcji
wybranych kolistych RNA, ktére lokalizujg do obszaréw synaptycznych w neuronach. Badamy
réwniez oddziatywania circRNA-biatko oraz tworzymy nowe protokoty do badania wybranych
wiasciwosci circRNA, tak by skutecznie odroznic te czasteczki od liniowych mRNA powstajacych
z tych samych genéw. Ponadto, jesteSmy zywo zainteresowani odkrywaniem swoistosci
komorkowej circRNA oraz miRNA, szczegdlnie w roznych typach i podtypach komorek
wystepujacych w mdzgu, jego roznych obszarach i przysadce mézgowej. W naszym laboratorium
prowadzimy réwniez zaawansowane badania nad rolg Cdrlas i miR-7 w komorkach
wydzielniczych przysadki mozgowej.

Praca nad miRNA w odniesieniu do guzéw mozgu cztowieka (zawarta w manuskryptach P1, P4),
jest kontynuowana w Zaktadzie Neuroonkologii Molekularnej ICHB PAN pod kierunkiem dr hab.
Katarzyny Rolle, z ktéra pozostaje w kontakcie. W moim Zaktadzie zapoczatkowalismy projekt
(faza pilotazowa) zmierzajacy do poznania swoistosci komorkowej wybranych miRNA i circRNA
w glejaku wielopostaciowym (wstepne wyniki projektu zostaly zawarte w pracy licencjackiej
studentki Marii Gwit wykonanej pod moim kierownictwem).

Prace nad rolg oddziatywan Cdrlas-miR-7 w neuronach byly kontynuowane przez dwa zespoty
badawcze: jeden z MDC w Berlinie, drugi z University of Eastern Finland w Kuopio (Finlandia).
Oba projekty prowadzone byty we wspotpracy ze mng i do obu projektéw wykorzystano myszy z
mutacja locus Cdrlas. Prace podsumowujace wyniki tych projektow opublikowane zostaly w
biezacym roku w prestizowych czasopismach naukowych (publikacje P7 i P8) i byty postawa do
uzyskania tytutu doktora (PhD) przez pierwsze autorki tych badan. Oba projekty powadzone byly
niezaleznie i skupiaty si¢ na r6znych aspektach i celach. Niemniej jednak, w wersji koncowej wiele
sposrod uzyskanych wynikow w obu projektach byto komplementarnnych, skladajac sie na
rozszerzenie naszego zrozumienia, jak funkcjonuje sie¢ niekodujacych RNA z circRNA Cdrlas w
centrum, podczas aktywacji neuronéw oraz podczas udaru niedokrwiennego moézgu. Inni
naukowcy zainspirowani lukami w pelnym zrozumieniu oddziatywan Cdrlas-miR-7 w réznych
typach neuronéw podejmuja starania owocujgce ciekawymi odkryciami. Dotycza one np.
lokalizacji Cdrlas w obszarach synaptycznych neurondw z obszaru srodkowej kory przedczotowej
i znaczeniu Cdrlas w procesie wygaszenia pamieci strachu (ang. fear extincion memory)
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[Zajaczkowski et al., 2023]. Warto doda¢, ze Cdrlas jest rowniez aktywnie eksplorowany w
odniesieniu do nowotwordéw. Badania te sugeruja, ze rola Cdrias w komodrkach nowotworowych
czerniaka moze by¢ niezwigzana z regulacja miR-7 i jego docelowych transkryptéw, lecz z
regulowaniem dostepnosci biatka IGF2BP3 [Hanniford et al., 2020]. Zbadano réwniez, ze Cdrlas
nie jest eksprymowany przez wiele typow nowotwordéw cztowieka, lecz znajduje si¢ w komoérkach
stromy (ang. stromal cells) w tkance okalajacej nowotwor [Kirsiansen et al., 2020]. Obecnie myszy
z mutacja locus Cdrlas sa przedmiotem badan w moim laboratorium oraz w kilku innych
laboratoriach na $wiecie (w Finlandii, Danii, Holandii, USA). Mam nadziej¢, ze badania z
zastosowaniem tego modelu zaowocuja jeszcze wieloma odkryciami, ktére przybliza nam bardziej
szczegotowo role regulacyjnych sieci niekodujagcych RNA w moézgu, nowotworach i ich obrzezach.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

(informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowa realizowana w wigcej niz jednej
uczelni, instytucji naukowej, w szczegolnosci zagranicznej)

Dorobek naukowy, jaki posiadam wiaze si¢ z moja pracg w dwoch jednostkach badawczych:

o Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, gdzie w ramach studium doktoranckiego
ukonczylam studia doktoranckie, uzyskatam tytut doktora w 2012 roku, a nastepnie
kontynuowatam prace, jako asystent naukowy do stycznia 2015. Podczas studium
doktoranckiego przyznano mi grant promotorski, otrzymatam prestizowe stypendium
Prezesa PAN oraz zostatam uhonorowana stypendium przez Wojewodzki Urzedu Pracy w
ramach ,,Wsparcia stypendialnego dla doktorantdw na kierunkach uznanych za strategiczne
z punktu widzenia rozwoju Wielkopolski”. Obecnie, od listopada 2019, kieruje zaktadem
Niekodujacych RNA w ICHB PAN.

o Berlin Institute for Medical Systems Biology (BIMSB), Max Delbriick Center for
Molecular Medicine (MDC), Berlin, Niemcy, gdzie w latach 2015-2019 odbytam staz
podoktrorski.

5.1. LISTA PUBLIKACJI NIEWCHODZACYCH W SKEAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
Publikacje naukowe w czasopismach znajdujqcych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR)

P6
Micromanaging the neuroendocrine system - a review on miR-7 and the other physiologically
relevant miRNAs in the hypothalamic-pituitary axis.

Zacharjasz J*, Sztachera M*, Smuszkiewicz M, Piwecka M*. FEBS Letters 2024 Jul,
598(13):1557-1575. doi: 10.1002/1873-3468.14948.
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/do1/10.1002/1873-3468.14948

IF 2022 = 3.5; MNiSW 2023 = 140; MNiSW 2024 = 100; Cyt=0

P7
miR-7 controls glutamatergic transmission and neuronal connectivity in a Cdrlas-dependent
manner

Cerda-Jara CA, Kim S, Thomas G, Farsi Z, Zolotarov G, Georgii E, Woehler A, Piwecka M,
Rajewsky N¥. EMBO Reports 2024; 2024 Jun 3. doi: 10.1038/s44319-024-00168-9. Online ahead
of print. https://www.embopress.org/doi/full/10.1038/s44319-024-00168-9

IF 2021 =9.071; MNiSW 2023 = 140; MNiSW 2024 = 140; Cyt=0

P8
ciRS-7 and miR-7 regulate ischemia-induced neuronal death via glutamatergic signaling.
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Scoyni F#, Sitnikova V, Giudice L, Korhonen P, Trevisan DM, Hernandez de Sande A, Gomez-
Budia M, Giniatullina R, Ugidos IF, Dhungana H, Pistono C, Korvenlaita N, Vélimdki NN, Kangas
SM, Hiltunen AE, Gribchenko E, Kaikkonen-M4&attda MU, Koistinaho J, Ylad-Herttuala S, Hinttala
R, Vene MT, Su J, Stoffel M, Schaefer A, Rajewsky N, Kjems J, LaPierre MP, Piwecka M,
Jolkkonen J, Giniatullin R, Hansen TB, Malm T* Cell Reports 2024; 43(3):113862.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2024.113862

IF 2023 = 8.8; MNiSW 2023 =200; MNiSW 2024 = 200; Cyt=1

P9
Editorial: RNA at a breaking point? Cytoplasmic cleavage and other post-transcriptional RNA
processing in neurodevelopment and disease.

Piwecka M#, Luisier R, Andreassi C. Frontiers in Molecular Neuroscience 2023; 16:1214853.
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2023.1214853/full, eCollection 2023.
IF 2022 = 5.639; MNiSW 2021 = 140; MNiSW 2024 = 140; Cyt=0

P10
RNA regulation in brain function and disease 2022 (NeuroRNA): A conference report.

Piwecka M* Fiszer A, Rolle K, Olejniczak M. Frontiers in Molecular Neuroscience 2023,
16:1133209. https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2023.1133209/full
IF 2022 = 5.639; MNiSW 2021 = 140; MNiSW 2024 = 140; Cyt=0

P11
Analyses of circRNA Expression throughout the Light-Dark Cycle Reveal a Strong Regulation of
Cdrlas, Associated with Light Entrainment in the SCN.

Ivanov A*, Mattei D, Radscheit K, Compagnion AC, Pett JP, Herzel H, Paolicelli RC, Piwecka M,
Meyer U, Beule D. International Journal of Molecular Sciences 2022, 23(20):12347.
https://www.mdpi.com/1422-0067/23/20/12347

IF 2021 =5.6; MNiSW 2021 = 140; MNiSW 2024 = 140; Cyt=4

P12
RNA-protein interactomes as invaluable resources to study RNA viruses: Insights from SARS
CoV-2 studies.

Kolinski M, Katuzna E, Piwecka M*. Wiley Interdisciplinary Reviews: RNA 2022, 13(6):e1727.
https://wires.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/wrna.1727
IF 2021 =9.349; MNiSW 2021 = 140; MNiSW 2024 = 140; Cyt=3

P13
Inhibition of miR-21 in glioma cells using catalytic nucleic acids.

Belter A*, Rolle K*, Piwecka M*, Fedoruk-Wyszomirska A, Naskret-Barciszewska MZ,
Barciszewski J*. Scientific Reports 2016, 6:24516. https://www.nature.com/articles/srep24516
IF 2015 =5.228; MNiSW 2015 =40; MNiSW 2024 = 140; Cyt=26
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P14
The Sequence and Structure Determine the Function of Mature Human miRNAs.

Rolle K*, Piwecka M*, Belter A*, Wawrzyniak D, Jeleniewicz J, Barciszewska MZ, Barciszewski
T, PLoS One 2016; 11(3):e0151246.
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0151246

IF 2015 = 3.234; MNiSW 2015 = 40; MNiSW 2024 = 100; Cyt=36

P15
Hyperosmia, ectrodactyly, mild intellectual disability, and other defects in a male patient with an
X-linked partial microduplication and overexpression of the KAL1 gene.

Sowinska-Seidler A, Piwecka M, Olech E, Socha M, Latos-Bielefiska A, Jamsheer A*. Journal of
Applied Genetics 2015; 56(2):177-84. https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs13353-014-
0252-7

IF 2014 = 1.67; MNiSW 2014 = 20; MNiSW 2024 = 140; Cyt=9

P16
Mature miRNAs form secondary structure, which suggests their function beyond RISC.

Belter A, Gudanis D, Rolle K, Piwecka M, Gdaniec Z, Naskre¢t-Barciszewska MZ, Barciszewski
J#. PLoS One 2014; 9(11):e113848.
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0113848

IF 2013 = 3.534; MNiSW 2013 =40; MNiSW 2024 = 100; Cyt = 37

P17
Nucleic acid-based technologies in therapy of malignant gliomas.

Piwecka M, Rolle K, Wyszko E, Zukiel R, Nowak S, Barciszewska MZ, Barciszewski J*. Current
Pharmaceutical Biotechnology 2011; 12(11):1805-22. http://www.eurekaselect.com/75835/article
IF 2010 = 3.455; MNiSW 2010 = 20; MNiSW 2024 = 100; Cyt=12

P18
Promising human brain tumors therapy with interference RNA intervention (iRNA1).

Rolle K, Nowak S, Wyszko E, Nowak M, Zukiel R, Piestrzeniewicz R, Gawronska I, Barciszewska
MZ, Barciszewski J*.  Cancer  Biology &  Therapy  2010;  9(5):396-406.
https://www.tandfonline.com/doi/pdf/10.4161/cbt.9.5.10958

IF 2009 = 2.305; MNiSW 2009 = 27; MNiSW 2024 = 100; Cyt=45

P19
A new and efficient method for inhibition of RNA viruses by DNA interference.

Nowak M, Wyszko E, Fedoruk-Wyszomirska A, Pospieszny H, Barciszewska MZ, Barciszewski
J. FEBS Journal 2009; 276(16):4372-80.
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/1.1742-4658.2009.07145 .x
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IF 2008 = 3.321; MNiSW 2008 = 20; MNiSW 2024 = 100; Cyt=6

P20
A multivariate analysis of patients with brain tumors treated with ATN-RNA.

Wyszko E, Rolle K, Nowak S, Zukiel R, Nowak M, Piestrzeniewicz R, Gawronska I, Barciszewska
MZ, Barciszewski J.  Acta  Poloniae  Pharmaceutica  2008; 65(6):677-84.
http://www.ptfarm.pl/pub/File/Acta_Poloniae/2008/6/677.pdf

IF 2007 = 0.234; MNiSW 2007 = 4; MNiSW 2024 = 100; Cyt=27

P21
Leadzyme formed in vivo interferes with tobacco mosaic virus infection in Nicotiana tabacum.

Wyszko E, Nowak M, Pospieszny H, Szymanski M, Pas J, Barciszewska MZ, Barciszewski J.
FEBS Journal 2006; 273(22):5022-31.
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/1.1742-4658.2006.05497.x

IF 2005 = 3.304; MNiSW 2005 = 24; MNiSW 2024 = 100; Cyt=3

Nazwisko habilitantki jest wyttuszczone;
#autor korespondencyjny;
*autorzy, ktorzy w rownym stopniu przyczynili si¢ do powstania pracy.

Dane naukometryczne dotyczace osiggniecia habilitacyjnego podano wg. bazy Web of Science
Core Collection, z dnia 16/08/2024.

Sumaryczny Impact Factor (z roku poprzedzajacego ukazanie si¢ publikacji) = 73.883
Laczna liczba punktow MNiSW z roku poprzedzajacego ukazanie si¢ publikacji = 1275
Laczna liczba punktéw MNiSW zgodnie z najnowszg lista opublikowang 05.01.2024 = 1980

Laczna liczba cytowan = 209

Dodatkowe informacje o publikacjach habilitantki w czasopismach innych, niz znajdujace si¢
w bazie JCR, mozna znalez¢ w zalaczniku nr 4 (Wykaz osiggnigé naukowych, str.6).

5.2. LISTA PATENTOW

Jestem wspdtautorem dwoch patentéw migdzynarodowych:
o European Patent, Patent No. EP2978847 B1; Date of publication: 15.02.2017.
HAMMERHEAD RIBOZYMES TARGETING MIR-21
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Inventors: NASKRET-BARCISZEWSKA, Miroslawa (PL); BELTER, Agnieszka (PL); ROLLE,
Katarzyna (PL); PIWECKA, Monika (PL); SOSINSKA, Patrycja (PL); FEDORUK-
WYSZOMIRSKA, Agnieszka (PL).

o United States Patent, Patent No.: US 8,404,660 B2; Date of Patent: Mar. 26, 2013.

METHOD OF OBTAINING OF 4-N-FURFURYLCYTOSINE AND/OR ITS DERIVATIVES, AN
ANTI-AGING COMPOSITION AND USE OF 4-N-FURFURYLCYTOSINE AND/OR ITS
DERIVATIVES IN THE MANUFACTURE OF ANTI-AGING COMPOSITION

Inventors: Jan Barclszewskl, Poznan (PL); Wojciech T. Markiewicz, Poznan (PL); Eliza Wyszko,
Poznan (PL); Maria Markiewicz, Poznan (PL); Monika Nowak, Kostrzyn (PL); Katarzyna Rolle,
Kamionki (PL); Ewelina Adamska, Kamien Pomorski (PL); Marcin K. Chmielewski, Poznan (PL).

5.3. LISTA WSPOLPRAC NAUKOWYCH

Ponizej przedstawiam liste przesztych i aktualnych wspotprac z naukowcami i/lub z grupami
badawczymi z kraju i $wiata.

PRZESZLE:
Prof. Henryk Pospieszny - Instytut Ochrony Roslin - Panstwowy Instytut Badawczy, Poznan.
Prof. Wojciech T. Markiewicz — ICHB PAN w Poznaniu.

Dr Anna Maria Barciszewska, Dr Rafal Piestrzeniewicz, Prof. Ryszard Zukiel, Prof.
Stanislaw Nowak — Katedra i Klinika Neurochirurgii i Neurotraumatologii, Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Dr Thorsten Trimbuch, Dr Pascal Fenske, Prof. Christian Rosenmund - Department of
Neurophysiology, NeuroCure Cluster of Excellence, Charité-Universitdtsmedizin, Berlin, Niemcy.

Dr Ralf Kiihn - Transgenic Core Facility, Max Delbriick Center for Molecular Medicine, Berlin,
Niemcy.

Dr Luis R. Hernandez-Miranda, Prof. Carmen Birchmeier - Laboratory for Developmental
Biology and Signal Transduction, Max Delbriick Center for Molecular Medicine, Berlin, Niemcy.

Dr Flavia Syconi, Prof. Tarja Malm - Neuroinflammation Research Group, University of Eastern
Finland (UEF), Kuopio, Finlandia.

OBECNE:

Dr Michal Szczesniak — Instytut Biologii i Ewolucji Czlowieka, Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu.

Dr Agnieszka Rybak-Wolf — Organoid Core Facility, Max Delbriick Center for Molecular
Medicine, Berlin, Niemcy.
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Dr Remigiusz Serwa - Migdzynarodowy Instytut Mechanizméw i Maszyn Molekularnych PAN,
Warszawa, Polska.

Dr Luiza Stanaszek - Zaktad Neurobiologii Naprawczej, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, Warszawa, Polska.

Dr Andranik Ivanov, Prof. Dieter Beule - The Core Unit Bioinformatics (CUBI), Berlin Institute
of Health (BIH), Charité—Universitdtsmedizin Berlin, Berlin, Niemcy.

Dr Anne-Claire Compagnion, Prof. Rosa Chiara Paolicelli - Department of Biomedical
Sciences, University of Lausanne, Lozanna, Szwajcaria.

Dr Fanny Langlet - Department of Biomedical Sciences, University of Lausanne, Lozanna,
Szwajcaria.

Dr Cledi A. Cerda Jara, Prof. Nikolaus Rajewsky - MDC, Berlin, Niemcy.

Dr med. Norbert Wasik, Prof. Wlodzimierz Liebert - Katedra i Klinika Neurochirurgii i
Neurotraumatologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego, Poznan, Polska.

Dr Krzysztof Brzezinski, Prof. ICHB PAN z Poznania.
Dr Katarzyna Rolle, Prof. ICHB PAN z Poznania.

6. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH ORAZ
POPULARYZUJACYCH NAUKE

6.1. OSIAGNIECIA DYDAKTYCZNE

o W latach 2022-2024 — cztonek komisji do przeprowadzenia ewaluacji srédokresowych
studentow doktorantow z Poznanskiej Szkoty Doktorskiej Instytutéw Polskiej Akademii
Nauk (PSD IPAN).

o Wyklady i seminaria dla doktorantow w ramach PSD IPAN:
= (04-05.2021 — przygotowanie i poprowadzenie dwoch wyktadéw dla studentéw
doktorantow z Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu z przedmiotu
,Epigenetyka”. Tytuty wyktadow: ,,Circular RNAs (circRNAs) — functional
significance and methodologies for their identification”, “PIWI-interacting RNAs
(PiRNAs) - functions in genome stability and transmission of epigenetic
information”, Poznan, Polska.

= (01.2024 - przygotowanie i poprowadzenie wyktadu dla studentéw doktorantéw z
Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu z przedmiotu ,,Genetics of Human
Development”, tytul wyktadu: ,,microRNAs in development”, Poznan, Polska.
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= (03-04.2024 — przygotowanie i poprowadzenie dwoch seminariow dla studentdw
doktorantow z PSD PAN z tematyki przestrzennego sekwencjonowania RNA, tytut:
., (A few words about) Spatial Transcriptomics”, Poznan, Polska.

Szczegdlowa informacje na temat opieki naukowej pelnionej przez habilitantke podczas
wykonywania prac doktorskich (n=3), magisterskich (n=2), licencjackich (n=2) oraz
odbywania stazy i praktyk studenckich (n=15) mozna znalez¢ w Zalgczniku nr 4 (Wykaz
osiggnie¢ naukowych, str. 17-18).

6.2. OSIAGNIECIA ORGANIZACYJNE ORAZ POPULARYZUJACE NAUKE

O

Zajecia warsztatowe dla mtodziezy z liceum z klasy o profilu biologiczno-chemicznym z
Zespotu Szkot Spotecznych STO w Szczecinku, 31.03.2023, Poznan, Polska, organizator.

Redakcja naukowa polskiego wydania ksiazki pt. ,,Autobiografia Transplciowego
Naukowca” autorstwa Bena Baressa, 2021-2022; Wydawnictwo: Osrodek Wydawnictw
Naukowych Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN, ISBN 978-83-7712-029-3, redaktor
naukowy.

Wyktad podczas wydarzenia otwartego ,,Tydzien mézgu w Poznaniu 2022” w ramach
Swiatowego Tygodnia Mozgu, tytul: "Heterogenno$é komérek mozgu", 14.02.2022,
Poznan, prezenter.

Udzial w przygotowaniu broszury informacyjnej dla obcokrajowcéw podejmujacych lub
planujacych podjaé prace naukowa w Poznaniu — projekt w ramach programu NAWA
»Welcome to Poland”, 2021, wspolorganizator i wspolwykonawca.

Forum Inteligentnego Rozwoju, Scena otwarta: Naukowcy przysztosci - preludium
innowacji, Life Science, prezentacja ,,Diabel thkwi w szczegotach - co robig koliste RNA w
mozgu?”, 27.09.2021, Torun, Polska, uczestnik forum i prezenter.

Wyktad na zaproszenie Poznanskiego Porozumienia Doktorantéw i Rady Samorzadu
Doktorantéw Instytutow PAS w Poznaniu dla poznanskiego srodowiska doktorantéw z
cyklu "Nauka po poznansku", tytut: ,,Choose your postdoc wisely and have fun doing
science! A brief story of my research path and some tips.”, 27.05.2021, online, prowadzacy
spotkanie i wykladowca.

Dtuga Noc Nauki w Berlinie, 3-krotny udziat w latach 2017, 2018, 2019, organizator i
wykonawca.

V edycja Wykladéw Otwartych z cyklu Spotkania Miodych z Nauka w Poznaniu,
12.04.2014, Poznan, organizator: Studenckie Koto Naukowe Biosfera; funkcja: czlonek
Komisji Konkursowej.
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Wsparcie naukowe oraz przygotowanie instalacji artystycznej pt. , Kosmiczny Ogrod”
autorstwa Zbigniewa Oksiuty w ramach drugiej edycji Mediations Biennale, Muzeum
Narodowe w Poznaniu, 11.09.-30.10.2010; przygotowanie instalacji.

Zajecia warsztatowe dla uczniéow gimnazjum w ramach projektu edukacyjnego ,,e-Szkola-
Moja Wielkopolska”, 2012; prowadzenie warsztatow.

Poznanska Noc Naukowcow prezentacja ,,Zobacz, jak wyglgdajq geny” oraz organizacja
warsztatow z zakresu izolacji DNA, Poznanska Noc Naukowcdw, prezentacja; 25.09.2009,
organizator, wykonawca.

6.3. INNE ZNACZACE OSIAGNIECIA ORGANIZACYINE

o Od listopada 2019 roku jestem Kierownikiem Zaktadu Niekodujacych RNA w ICHB PAN w
Poznaniu;

o Bylam wspdtorganizatorem migdzynarodowej konferencji NeuroRNA Conference “RNA

regulation in Brain Function and Disease” (28-30 wrzesien 2022) oraz dwdch konferencji w
Polsce o zasiggu lokalnym. Szczegotowa informacja o udziale w komitetach organizacyjnych
i naukowych konferencji krajowych i miedzynarodowych znajduje sie Zataczniku nr 4 (Wykaz
osiggnie¢ naukowych, str. 12);

o Jestem wspdtorganizatorem serii wyktaddw RNA Salon Poznan w ramach RNA Society, 2020-
do chwili obecne;.

7. INNE INFORMACIJE DOT. KARIERY ZAWODOWE]J

Szczegolowe informacje zwigzane z prowadzona przez mnie aktywnoscia naukowa znajduja
sie w Zalgczniku nr 4 (Wykaz osiggnie¢ naukowych), w tym:

O

O

peten wykaz opublikowanych artykutéw w czasopismach naukowych,
lista publikacji pokonferencyjnych,
lista wyktadow i doniesien konferencyjnych (jako autor prezentujacy i jako wspotautor);

informacja o udziale w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych
lub miedzynarodowych,

informacje o kierowaniu i udziale w projektach badawczych,;

informacja o cztonkostwie w miedzynarodowych lub krajowych organizacjach i
towarzystwach naukowych;

wykaz odbytych szkolen i warsztatow w kraju i za granica;

informacje o recenzowanych pracach naukowych;
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informacje o uczestnictwie w programach europejskich;
informacja o cztonkostwie w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism;
informacja o uczestnictwie w zespotfach oceniajacych wnioski o finansowanie badan;

nagrody i wyrdznienia.
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