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¢) Omowienie celu naukowego i osiagnietych wynikow, ktore doprowadzily do powstania

ww. publikacji.

Wstep

Genom cztowieka koduje okoto 30 000 gendw upakowanych w zwartg strukture chromatyny.
Rozne klasy genow sa transkrybowane przez odrgbne polimerazy RNA (Roeder and Rutter,
1969), ktore oprocz kilku wspdlnych podjednostek (Vannini and Cramer, 2012), wykazuja
roznice strukturalne nadajace im specyficzno$¢ (Cramer et al., 2008; Werner, Thuriaux and

Soutourina, 2009; Sekine, Tagami and Yokoyama, 2012; Vannini and Cramer, 2012).

Geny kodujace biatka sa transkrybowane przez polimeraze RNA II (RNAPII). Transkrypcja
RNAPII odbywa si¢ w cyklu rekrutacji, inicjacji, elongacji i terminacji. Powstaty w wyniku
transkrypcji pierwotny transkrypt (pre-mRNA), podlega obrobce posttranskrypcyjnej poprzez
1) dotaczenie czapeczki guanylowej na koncu 5' mRNA; ii) splicing, czyli usuwaniu intronow i
taczeniu egzondw; iii) dotgczenie ogonka poli-A na koncu 3' mRNA i iv) edycje RNA. Splicing
alternatywny (AS), w ktorym laczone sg rézne egzony z pre-mRNA na rézne sposoby, czasem
z pomini¢ciem niektorych egzondéw lub z zachowaniem jakiego$ intronu, jest niezbgednym
etapem kaskady ekspresji genow. AS generuje ogromng liczbe izoform mRNA i wptywa na
r6znorodnos¢ proteomu u eukariontoéw (Baralle and Giudice, 2017; Ule and Blencowe, 2019).
Dojrzale mRNA s3 eksportowane do cytoplazmy, gdzie ulegaja translacji i ostatecznie

degradacji.

Roézne etapy dojrzewania pre-mRNA sg sprzezone i zachodza kotranskrypcyjnie. Proces ten
jest koordynowany przez C-koncowa domene¢ (CTD) najwigkszej podjednostki RNAPII (Saldi
et al., 2016). Kotranskrypcyjny charakter obrobki pre-mRNA stat si¢ podstawa modelu
kinetycznego postulujacego, ze predkos¢ RNAPII moze petnic istotng rolg w regulacji roznych
etapow dojrzewania mRNA, w tym alternatywnego splicingu (Naftelberg et al., 2015; Maslon
et al., 2019).
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Wszystkie etapy metabolizmu mRNA s3 regulowane przez biatka wigzace RNA (RBP).
Koordynuja one caly cykl zycia mRNA, od obrobki pre-mRNA po eksport, translacje i
degradacj¢ (Miiller-Mcnicoll and Neugebauer, 2013). Wiazanie si¢ RBP z ich docelowymi
RNA jest procesem bardzo dynamicznym i umozliwia komoérkom reagowanie na zmieniajace
si¢ czynniki srodowiska, takie jak stres (Backlund et al., 2020; Bresson et al., 2020), rozwoj

(Despic et al., 2017), lub zmieniona ekspresja gendéw (Gilbertson et al., 2018).

Cele badawcze

Kiedy dofagczytam do grupy Javiera Caceres, wigkszo$¢ opublikowanych przez nig prac
dotyczyta regulacji alternatywnego splicingu. Dziatania badawcze laboratorium skupialy si¢ na
opisaniu funkcji i mechanizmu dziatania biatek z rodziny SR w alternatywnym splicingu, przy
uzyciu roéznych genow reporterowych. W tym czasie, metody wykorzystujace
wysokoprzepustowe sekwencjonowanie RNA do analizy ekspresji genoéw staly si¢
ogolnodostepne, co umozliwiato zbadanie roli bialek SR w réznych etapach metabolizmu RNA
cato-genomowo.

Na moj dorobek naukowy, stanowigcy osiggniecie naukowe bgdace podstawa ubiegania si¢ o
nadanie stopnia doktora habilitowanego, skladaja si¢ trzy prace eksperymentalne, ktore
opublikowalam podczas stazu podoktorskiego w laboratorium Javiera Caceresa na
Uniwersytecie w Edynburgu. Celem mojej pracy bylo wyjasnienie znaczenia Kko-
transkrypcyjnego i post-transkrypcyjnego metabolizmu RNA w fizjologii i rozwoju

ssakow.

Pytania, na ktore chcialam odpowiedzie¢ byly nastepujace:

- jak wazny jest transport SRSF1 pomigdzy jadrem a cytoplazma? Czy biatko to jest tylko
biernie przenoszone do cytoplazmy wraz ze zwigzanymi do niego RNA, czy tez moze jego
obecno$¢ w réznych przedziatach komoérkowych wigze si¢ z odrgbnymi funkcjami w
metabolizmie RNA?

- jak wazna jest szybkos$¢ polimeryzacji przez RNAPII dla regulacji metabolizmu RNA i jakie
sa konsekwencje zaburzenia tej regulacji dla rozwoju organizmu?

Aby rozwigzaé te problemy, opracowatam kilka modeli komérkowych i mysich oraz
zastosowalam najnowoczesniejsze metody analizy réznych aspektow metabolizmu RNA, w

tym analizy natywnej transkrypcji i translacji.

Wyniki
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I. Funkcja translacyjna SRSF1 jest wymagana do tworzenia dwubiegunowego wrzeciona
podziatowego (Publikacja 1).

SRSF1 przemieszcza si¢ w sposob ciagly z jadra do cytoplazmy (Caceres, Screaton and
Krainer, 1998; Cowper et al., 2001; Sapra et al., 2009). To wskazuje na to, ze SRSF1 moze
petié istotng funkcje nie tylko w procesie splicingu, lecz réwniez w eksporcie mRNA do
cytoplazmy, w translacji mRNA lub procesie kontroli jakosci i stabilno$ci RNA w cytoplazmie
(prace przegladowe: (Huang and Steitz, 2005; Long and Caceres, 2009; Twyffels, Gueydan and
Kruys, 2011)). Zanim dotaczytam do laboratorium Caceres, grupa ta wykazata, ze
hipofosforylowane biatko SRSF1 wiaze si¢ z polirybosomami i moze stymulowac translacje
lucyferazy, jesli w sekwencji kodujacej genu reporterowego znajdujg si¢ miejsca wigzania
SRSF1 (Sanford et al., 2004, 2005). Laboratorium Caceres wykazato rowniez, ze SRSFI
oddziatuje z biatkami szlaku sygnalizacyjnego mTOR (Michlewski et al., 2008), wptywajac na
zwigkszong fosforylacje i zahamowanie aktywnosci biatka 4E-BP, konkurencyjnego inhibitora
translacji zaleznej od czapeczki. Pierwszym celem moich badan, byto eksperymentalne
zidentyfikowanie mRNA, ktorych translacja jest uzalezniona od biatka SRSF1. W tym celu
najpierw przejsciowo zwickszytam ekspresje SRSF1 w komoérkach 293T i potwierdzitam, ze
prowadzi to do zwickszonej translacji lucyferazy kodujacej miejsca wigzania SRSF1.
Nastepnie, wyizolowatam ekstrakty cytoplazmatyczne zar6wno z komorek kontrolnych, jak i
komoérek z nadekspresja SRSF1, naniostam je na gradienty sacharozy i poddatam
ultrawirowaniu, aby, na podstawie gestosci, oddzieli¢ mRNA zwigzane polirybosomami i
monosomami 80S od tych, ktore nie ulegly jeszcze inicjacji. Nastepnie wyizolowatam RNA z
subpolisomowych i cigzkich frakeji polisomalnych, i przeprowadzitam ich sekwencjonowanie.
Poczatkowo chcialam zidentyfikowaé¢ te mRNA, ktore pod wpltywem zwigkszonej ekspres;ji
SRSF1 przemieszczaja si¢ z frakcji subpolisomalnych do polisomalnych. Stwierdzitam, ze

translacja okoto 1500 mRNA jest stymulowana bezposrednio lub posrednio przez SRSFI.

Biorac pod uwagg rozne funkcje SRSF1 w metabolizmie mRNA, zwigkszona asocjacja mRNA
z polisomami mogta oznacza¢ bezposredni wplyw nadekspresji SRSF1 na ich translacje.
Alternatywnie, mogt by¢ to skutek uboczny zwigkszonej ekspresji SRSF1, prowadzacy do
stymulacji jego aktywnosci w jadrze komérkowym. W tym wypadku zwigkszona ilos¢ SRSF1
moze prowadzi¢ do zmian w ekspresji genow, na przyktad poprzez regulacje splicingu, co moze
posrednio skutkowaé zwigkszong translacja czesci mRNA. Aby zidentyfikowaé te mRNA,
ktorych translacja jest bezposrednio regulowana przez SRSF1, w dalszej analizie wzigtam pod

uwage tylko te mRNA, ktore sa bezposrednio wigzane przez SRSF1. Te mRNA zostaty
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poprzednio eksperymentalnie zidentyfikowane przez (Sanford et al., 2009), przy uzyciu metody
CLIP. Na tej podstawie ustalitam, ze okoto 40% mRNA, ktorych wigzanie do poliribosoméw
zwigksza si¢ w odpowiedzi na nadekspresj¢ SRSF1, sg rzeczywiscie bezposrednio zwigzane z
SRSF1. To wskazuje na to, ze ich zwickszona translacja jest specyficzng odpowiedzig na
zwigkszong ilos¢ SRSF1.

Nieoczekiwanie, odkrytam, ze pewna pula tych mRNA koduje biatka zaangazowane w
regulacje cyklu komoérkowego, organizacje chromosomow i mitoze, co sugeruje, ze translacja
za posrednictwem SRSF1 moze wpltywaé na prawidlowy przebieg procesu podziatu
komoérkowego. Ta obserwacja wydata mi si¢ szczegdlnie interesujaca w kontekscie onkogennej
roli SRSF1. Chociaz funkcja SRSF1 w procesie transformacji byta jak dotad wigzana z rola
tego biatka w splicingu, zaobserwowano rowniez, ze zatrzymanie SRSF1 w jadrze
komoérkowym (a tym samym ablacja jego aktywnos$ci translacyjnej), poprzez fuzje sygnatu
retencji w jadrze (NRS), zmniejsza zdolnosci transformacyjne SRSF1 (Shimoni-Sebag et al.,
2013). NRS jest okoto 30 aminokwasowym peptydem zidentyfikowanym w ekskluzywnie
jadrowym biatku SRSF2, ktoére po potaczeniu z C-koncem SRSF1, powoduje jego
konstytutywne zatrzymanie w jadrze, a tym samym utrat¢ aktywnosci translacyjnej (Cazalla et
al., 2002; Sanford et al., 2004). Moje wyniki sugerowaty, ze SRSF1, poprzez stymulacje
translacji biatek zaangazowanych w cykl komorkowy, moze przyczynia¢ si¢ do podzialu

transformowanych komorkach.

Wspomniane mRNA koduja biatka odgrywajace role w tworzeniu wrzeciona mitotycznego i
kinetochoru. Wsrdd nich sa na przyktad: a) biatka centrosomalne, w tym CEP170, CEP70 i
CEP57, ktére sa uczestnicza w organizacji mikrotubul i s3 wymagane do utrzymania
integralnosci wrzeciona (Shi et al., 2011; He et al., 2013), b) NDC80 i CCDC99, ktore sa
zaangazowane w wigzanie mikrotubul i dyneiny z kinetochorem (Wei, Al-Bassam and
Harrison, 2006; Barisic et al., 2010), ¢) biatka tworzace kompleks kondensynowy, w tym SMC2
1 SMC4, ktore razem z kohezyna, restrukturyzuja chromosomy i umozliwiajg wierng segregacje
chromosomow podczas mitozy (Losada and Hirano, 2005). Biorac pod uwage istotng funkcje
powyzszych bialek w tworzeniu dwubiegunowego wrzeciona i prawidtowym przylaczeniu
kinetochoréw do mikrotubul wrzeciona, zmiany w translacji ktoregokolwiek z tych biatek
moga prowadzi¢ do defektéw w segregacji chromosomoéow. W zwigzku z tym, w nastgpnym
etapie moich badan, postanowitam doktadniej scharakteryzowac role SRSF1 w translacji tych

mRNA i znaczenie tej funkcji w przebiegu mitozy.
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Najpierw oszacowalam zmiany w stopniu asocjacji tychze mRNA z polisomami w odpowiedzi
na zwickszong ekspresje lub wyciszenie ekspresji SRSF1. W zgodzie z danymi uzyskanymi w
RNAseq, zaobserwowalam, ze manipulacja poziomem biatka SRSF1, powoduje zwigkszong
obecnos¢ tych mRNA we frakcjach polisomalnych w wyniku nadekrespesji, oraz ich
przesunigcie do frakcji subpolisomowych w wyniku wyciszenia ekspresji SRSF1. Wzrost
asocjacji tych mRNA z polisomami prowadzi do zwickszenia poziomu kodowanych przez nie
biatek, co potwierdzitam za pomocg Western blotting i SILAC. Ta obserwacja potwierdza
bezposrednia role SRSF1 w translacji tych podstawowych regulatorow cyklu komérkowego i
wskazuje na to, ze fizjologiczne lub wywolane choroba zmiany w ekspresji lub lokalizacji

SRSF1 moga bezposrednio wplywac na cykl komorkowy.

Biorac pod uwage powyzsze wyniki, chciatam szczegdélowo opisa¢ role SRSF1 w cyklu
komorkowym, ze szczegdlnym uwzglednieniem procesu mitozy. W tym celu wykorzystatam
szereg protokoldéw umozliwiajacych synchronizacje komorek na réznych etapach cyklu
komoérkowego. W pierwszej kolejnosci uzytam inhibitora proteasomu MG132, ktéry, jak
wykazano wczesniej, indukuje zatrzymanie podzialu komorkowego na etapie metafazy
(Wojcik et al., 1996). Najpierw wyciszytlam ekspresje SRSF1 za pomoca siRNA, po czym
potraktowalam komorki inhibitorem MG132, a nastgpnie usunglam go, aby obserwowac, jak
wyglada przebieg mitozy komoérki w obecnosci i przy braku SRSF1. Na podstawie analizy
utrwalonych komorek pod mikroskopem stwierdzitam, ze komorki bez SRSF1 pozostaja
zatrzymane w metafazie, pomimo usuni¢cia MG132, co wskazuje na to, ze SRSF1 jest
wymagane do prawidtowego przebiegu mitozy. Nastepnie w celu zbadania, jak SRSF1 wptywa
na czas przebiegu mitozy, wyciszytam ekspresje SRSF1 i ko-transfekowatam komorki tubuling
znakowang GFP i histonem H2B znakowanym mCherry, co umozliwito mi monitorowanie
tworzenia wrzeciona i segregacje chromosomoéw w zywych komoérkach. Poprzez obrazowanie
przezyciowe time-lapse zaobserwowatam, ze zgodnie z danymi literaturowymi, komorki
kontrolne przeszty mitoze w ciggu okoto 50 minut, jednak komorki bez SRSF1 pozostawaty
zatrzymane w metafazie przez kilka godzin i ostatecznie wiele z nich uleglo apoptozie.
Powtorzytam ten eksperyment na innych typach komoérek i potwierdzitam, ze brak SRSF1

powoduje znaczne wydtuzenie czasu spedzanego przez komorki w podziale mitotycznym.

Wyniki analizy frakcji polisomalnych wskazuja na rolg¢ SRSF1 w translacji mRNA kodujacych
biatka zaangazowane w funkcje wrzeciona mitotycznego, sugerujac, ze zaobserwowane

fenotypy sa zwigzane z brakiem syntezy tych biatek, kiedy ekspresja SRSF1 jest wyciszona.
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Jednakze biorgc pod uwage istniejacg literaturg, nie mogtam wykluczy¢, ze te defekty w
przebiegu cyklu komoérkowego w odpowiedzi na wyciszenie SRSF1 byly powigzane z
tworzeniem petli R (Gan et al., 2011). Aby eksperymentalnie wykazaé, ze zatrzymanie
metafazy w odpowiedzi na brak SRSF1 jest rzeczywiscie powigzane z jego translacyjna rola,
postanowitam skupi¢ si¢ na obserwacji wrzeciona podziatowego w komorkach kontrolnych i
komoérkach bez SRSF1. Aby zobrazowa¢ wrzeciona, uzytam przeciwciat swoistych dla
tubuliny i perycentryny. W komoérkach Hela z wyciszong ekspresja SRSF1 zaobserwowatam
liczne defekty wrzeciona, takie jak wielobiegunowo$¢, nieprawidlowe ustawienie
chromosomow i problemy z kongresja chromosomoéw. Aby zbadaé, ktora z funkcji SRSFI,
cytoplazmatyczna czy jadrowa, przyczynita si¢ do zaobserwowanego fenotypu,
zaprojektowatam seri¢ eksperymentow ratunkowych, w ktorych uzytam plazmidow
kodujacych biatko SRSF1 typu dzikiego lub biatko chimeryczne, gdzie do SRSF1 przytaczono
sygnal retencji jadrowej (NRS) tym samym prowadzac do utraty aktywnosci translacyjnej
(Cazalla et al., 2002; Sanford et al., 2004). Rzeczywiscie, udato mi si¢ wykaza¢, ze tylko
przywrocenie ekspresji dzikiego SRSF1, ale nie SRSFI1-NRS, prowadzi do przywrdcenia
dwubiegunowego wrzeciona w komoérkach z wyciszonym endogennym SRSF1. To wskazuje
na to, ze normalny poziom biatka SRSF1 jest wymagany do utrzymania dwubiegunowego

wrzeciona i ze to funkcja translacyjna SRSF1 jest niezbedna dla tej aktywnosci.

I1. Jadrowe i cytoplazmatyczne funkcje SRSF1 sg sprzezone (Publikacja 1)

Uzywajac  eksperymentu CLIP przeprowadzonego na ekstraktach jadrowych i
cytoplazmatycznych, grupa Caceres wykazata, ze niektére mRNA sg zwigzane z SRSFI
zardbwno w jadrze, jak i w cytoplazmie (Sanford et al., 2009). To sugeruje, ze SRSF1 moze
koordynowa¢ jadrowe i cytoplazmatyczne etapy metabolizmu mRNA. W celu zbadania tej
hipotezy, przeprowadzitam analiz¢ alternatywnego splicingu w komoérkach ze zwigkszong
ekspresja SRSF1 i sprawdzilam, czy izoformy powstajace w odpowiedzi na nadekspresje
SRSF1, podlegaja roéwniez kontroli na poziomie translacyjnym. Co ciekawe, wykazatam, ze
izoformy generowane w wyniku zwigkszonej ekspresji SRSF1, maja wyzszy indeks PSR
(indeks asocjacji z polisomami). Jest to wazna obserwacja, gdyz wskazuje na to, ze SRSF1
moze wplywac¢ na réznorodno$¢ biatkowa, poprzez regulacje alternatywnego splicingu, a

nastgpnie stymulowanie translacji powstatych izoform mRNA.
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III. Cytoplazmatyczne funkcje SRSF1 s3 niezbedne do prawidlowego rozwoju myszy
(Publikacja 2)

Po opisaniu znaczenia aktywnos$ci cytoplazmatycznej SRSF1 in vitro, chcialam zbada¢, czy
SRSF1 jest zaangazowane w translacje in vivo. Ta cze$¢ projektu doprowadzita do szeregu
odkry¢ opisanych ponizej i w Publikacji 2. Eksperymenty prowadzace do tej pracy,
rozpoczetam wspdlnie z mojg doktorantka, Fiong Haward. W tym czasie opublikowano wtasnie
metodologi¢ CRISPR/Cas9, oferujaca mozliwos¢ tatwego 1 mniej czasochtonnego tworzenia
modeli mysich. Wspdlnie z Fiong zaprojektowaly$my szereg strategii, ktére miaty doprowadzié¢
do fuzji peptydu NRS do endogennego SRSF1. Ostatecznie dotaczylySmy sekwencje NRS,
krotki tacznik glicynowy i epitop T7 do konca C sekwencji kodujacej Srsf1, gdyz w tej formie
nie obserwowatySmy zmian w ekspresji chimerycznego biatka. Myszy Srsf1VESNES powstate z
krzyzowek Srsfl1™"RS przezyly po urodzeniu, co kontrastowato z wczesng $miertelnoscig
embrionalng myszy z nokautem SrsfI”- (Xu et al, 2005). To wskazuje na to, ze
cytoplazmatyczne funkcje SRSF1 nie s3 niezbedne do rozwoju embrionalnego.
Nieoczekiwanie, okoto 14 dni po urodzeniu myszy SrsfIVSMES| odkryliSmy u nich rézne
nieprawidtowosci fenotypowe. Po pierwsze, zaobserwowali$my znaczne ograniczenie wzrostu
u myszy SrsfIVESNRS Byly one okoto 30% lzejsze niz myszy typu dzikiego i rdznica ta
utrzymywala si¢ w r6znych grupach wiekowych. Co wazne, ograniczenie wzrostu pojawito si¢
po urodzeniu, a nie w trakcie rozwoju embrionalnego, poniewaz masa zarodkéw i tozyska byta
porownywalna z odpowiednikami typu dzikiego. Oprdcz ograniczenia wzrostu, potowa
zwierzat SrsfIVRSYNRS rozwineta wodoglowie do P14. Wodoglowie jest spowodowane
nagromadzeniem ptynu moézgowo-rdzeniowego (CSF), ktore powoduje rozszerzenie komor
moézgu 1 zwigkszony nacisk na otaczajaca tkanke mézgows. Wizualnie charakteryzuje si¢ to
czaszka w ksztalcie koputy i moze by¢ spowodowane niedroznoscig wodociggdéw modzgu lub
nieprawidtowym biciem rzgsek wyScietajacych komory moézgu, co uniemozliwia przeptyw
ptynu moézgowo-rdzeniowego (Ibafiez-Tallon et al, 2004). Ta pierwszag mozliwosc
wykluczyliSmy poprzez analize wycinkow mozgu myszy dzikich i SrsfIVRSNES odzie
zaobserwowali$my, ze akwedukty u myszy SrsfIVRSNRS byty funkcjonalne i porownywalne do
tych u myszy dzikich. Biorac pod uwage ten wynik, nawigzalam wspolprace z Patricig Yeyati,
pracujaca w tym samym instytucie i posiadajaca rozlegte doswiadczenie w charakteryzowaniu
fenotypow rzgsek. Chciaty$Smy ustali¢, czy w odpowiednich tkankach tworza si¢ ruchliwe
rzgski, czy ich struktura jest zaburzona i czy mozemy zaobserwowac jakiekolwiek zmiany

molekularne, ktore moglyby wyjasni¢ zmieniong funkcje rzgsek. Najpierw zbadaty$my, czy
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komorki wysciotki 1 splot naczyniowkowy w mozgu posiadajg liczne mikrokosmki i czy ich
rz¢ski sg ruchliwe. Stwierdzity$my, ze na powierzchni tych komoérek znajduja sie liczne rzeski,
byly one ruchliwe, ale ich ruch byl nieregularny. Nastepnie zaobserwowaty$my za pomoca
mikroskopii elektronowej, ze struktura rzesek byla zaburzona u myszy SrsfIVRSNES,
Zaobserwowane defekty w strukturze rzesek, jak réwniez nieprawidlowy ruch rzesek w
komorkach wysciotki, moga leze¢ u podstaw obserwowanych fenotypow. Aby zrozumieé
zmiany molekularne u zwierzat SrsfIVRSMRS ktore prowadza do tak specyficznych
nieprawidlowosci w funkcji i budowie rzesek, zdecydowatysmy wybraé kilka tkanek, ktore
charakteryzuja si¢ ruchliwymi rzgskami i ktéore umozliwiajg izolacje RNA badz biatka w
ilosci/jakosci odpowiedniej do rdéznych techniki biologii molekularnej. Jedng z takich tkanek
sa komorki nabtonka tchawicy (mTEC), ktére mozna wyizolowa¢ od myszy i nast¢pnie
réznicowac in vitro. Stanowig one doskonaty model do $ledzenia stopniowego tworzenia si¢ i
dojrzewania ruchliwych rzesek. Najpierw, w celu zbadania wytwarzania komorek
wielorzgskowych i ruchu rzgsek w hodowlach komérek mTEC zastosowaly$my mikroskop
wideo o wysokiej czestotliwosci. Zaobserwowaty$my, ze chociaz brak cytoplazmatycznego
SRSF1 nie wptywa na sama produkcje rzgsek, znaczna ich cz¢$¢ pozostaje nieruchoma lub
nieprawidlowo si¢ porusza w komorkach SrsfIVRSNRS  Podobnie, plemniki pobrane z jader
myszy SrsfI1V*NRS byty nieruchome albo wykazywaty nieprawidtowy ruch. Na podstawie tych
obserwacji, stwierdzili$my, ze obecnos¢ SRSF1 w cytoplazmie jest niezbedna do prawidtowe;j

funkcji ruchliwych rzesek.

IV. Regulacja translacji przez SRSF1 umozliwia realizacje¢ programow ekspresji genow

wymaganych do funkcji ruchliwych rzgsek (Publikacja 2)

Na tym etapie badan, wcigz nie znaliSmy molekularnego podioza wad rozwojowych
zaobserwowanych u myszy Srsf1VRVRS Biorgc pod uwagg liczne funkcje SRSF1, fenotypy te
mogly by¢ spowodowane: zmianami funkcji jadrowych SRSF1, zmienionym eksportem
mRNA, utratg funkcji translacji mRNA przez SRSF1 lub kombinacjg tych trzech. Biorac pod
uwage, ze SRSF1 ma zasadnicze znaczenie dla zywotno$ci komorek i organizmow, co wynika
z roli tego biatka w regulacji slipingu w jadrze (Lin et al., 2005; Xu et al., 2005), zywotnos¢
myszy knock-in wskazywala na zachowane i prawidtowe funkcje jadrowe SrsfIV%S. Aby to
potwierdzi¢, przeprowadzitam sekwencjonowanie RNA na materiale uzyskanym z mysich
fibroblastow embrionalnych (MEF) pochodzacych od miotow SrsfIVRSNRS | SysfINRS™*§ Sysf1*/+,

i przeprowadzilam analiz¢ alternatywnego splicingu. Wsrod okoto 65 000 transkryptow,
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wykrytam zaledwie kilkadziesigt zmian splicingowych, potwierdzajac, ze funkcje jadrowe
stworzonego modelu mysiego s3 zachowane.

SRSF1 funkcjonuje w eksporcie mRNA do cytoplazmy (Huang and Steitz, 2005; Hargous et
al., 2006), stad ograniczenie lokalizacji SRSF1 do jadra moze potencjalnie zmieni¢ pulg mRNA
dostepnych do translacji w cytoplazmie. Aby to wykluczy¢, przeprowadzitam
sekwencjonowanie RNA wyizolowanego z frakcji cytoplazmatycznych MEF 1 NSC
pochodzacych od zwierzat Srsf1™" lub SrsfIVRSNRS. Brak SRSF1 w cytoplazmie wplynat na
ekspresje tylko okoto 100 mRNA, a te mRNA nie pokrywaly si¢ z poprzednio
zidentyfikowanymi mRNA podlegajacymi eksportowi za posrednictwem SRSF1 (Miiller-
McNicoll et al., 2016). Analiza RT-qPCR wybranych mRNA, nie ujawnila zadnych istotnych
zmian w ich proporcji jadrowo/cytoplazmatycznej. Podsumowujac, te dane potwierdzaja, ze
zatrzymanie SRSF1 w jadrze komérkowym nie wplywa na splicing pre-mRNA i powoduje

stosunkowo niewielkie zmiany w eksporcie mRNA.

W zwigzku z tymi wynikami, postanowitam zbada¢ konsekwencje braku SRSF1 w cytoplazmie
na translacje mRNA in vivo. W tym celu zmierzytam asocjacj¢ mRNA z polisomami i frakcjami
subpolysomalnymi za pomocg RNAseq. Poniewaz wczesniej wykazatam, ze obecnos¢ SRSF1
w cytoplazmie nie jest wymagana do rozwoju embrionalnego, ale staje si¢ kluczowa w
p6zniejszych stadiach rozwojowych do ponizszych eksperymentéw, wybratam kilka modeli
komoérkowych, reprezentujacych roézne etapy rozwoju. Uzytam pluripotencjalnych komorek
ESC, multipotencjalnych komérek NSC, oraz MEF reprezentujacych terminalnie zréznicowane
komorki. Ekstrakty cytoplazmatyczne z tych linii komdérkowych zostaty nalozone na gradienty
sacharozowe, zwirowane, a RNA wyizolowane z frakcji subpolisomowych i polisomowych
zostaly poddane sekwencjonowaniu. Analiza uzyskanych danych wykazata zmiany w asocjacji
mRNA z polisomami w NSC i MEF wyizolowanych z myszy Srsf1"R¥NRS Zaobserwowatam,
zmniejszong asocjacje z frakcjami polisomowymi dla 1077 mRNA (sposrod 1258) w
komoérkach NSC 1 464 mRNA (sposréd 733) w komorkach MEF w stosunku do ich asocjacji z
frakcjami subpolisomowymi, co wskazuje na to, ze SRSF1 jest zaangazowany w ich translacje.
Chciatam wykluczy¢ efekty posrednie, takie jak odpowiedz transkrypcyjna na brak SRSF1 w
cytoplazmie, dlatego sprawdzitam catkowity poziom i alternatywny splicing mRNA, ktorych
indeksach polisomalny jest nizszy w odpowiedzi na brak cytoplazmatycznego SRSF1. Nie
zaobserwowalam korelacji migdzy tymi roznymi parametrami, co wskazuje na to, ze zmiany
translacyjne sg bezposrednig odpowiedzig na utrate SRSF1 w cytoplazmie, a nie konsekwencja

zmienionej transkrypcji lub eksportu mRNA. Podsumowujac wykazalam, ze aktywnos¢
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translacyjna SRSF1, ktoéra poczatkowo bylta obserwowana tylko in vitro i w komorkach z
nadekspresja SRSF1, wplywa roéwniez na translacie mRNA w liniach komoérkowych
pochodzacych od myszy. Co istotne, moje dane sugerujg rowniez, ze translacja zalezna od
SRSF1 staje si¢ wazniejsza w miar¢ roznicowania si¢ komoérek. Zatem SRSF1 nie jest
konstytutywnym elementem maszynerii translacyjnej, ale raczej stymuluje translacje w trakcie
okreslonych przemian komoérkowych, na przyktad podczas réznicowania lub kiedy zmieniaja
si¢ wymagania metaboliczne komorek.

Wykazatam, ze aktywnos¢ SRSF1 w cytoplazmie jest wymagana do translacji komponentéw
wrzeciona (Publikacja 1, (Maslon et al., 2014)). Zgodnie z tymi wcze$niejszymi odkryciami,
analiza ontologii tych mRNA, ktorych translacja jest zmniejszona w komorkach SrsfIVRS,
zidentyfikowala miedzy innymi kategori¢ wrzeciona, co moze cz¢sciowo tlumaczyd
zmniejszong mase myszy SrsfIVRNRS Co ciekawe, cze$¢ mRNA o zmniejszonej asocjacji z
frakcjami polisomalnymi w komorkach NSC SrsfIVRYNRS nalezg do kategorii funkcjonalnej
zwigzanej z ruchliwg rzeska. Jest to zgodne z fenotypami, ktore zaobserwowalismy w modelach
mysich, w tym z wodogtowiem, nieruchomymi plemnikami i nieprawidtowym ruchem rzesek
w komorkach tchawicy. Wsrod tych mRNA sg m.in. mRNA kodujace dyneiny Dnaaf1/Lrrc50
i Dnaaf3, ktore sa wymagane do powstania komplekséw ramion dyneinowych, jak réwniez
samych podjednostek motorycznych, w tym zaréwno wewnetrznych (tj. ciezki tancuch
aksonemalny dyneiny 7 [Dnah7a]), jak i zewngtrznych ramion dyneinowych (tj. aksonomalny
tancuch posredni dyneiny 2 [Dnai2]). Kazde z tych biatek tworzy funkcjonalne
makromolekularne motory, ktore napedzaja ruch rzgsek. Co cickawe, wiele z gendéw
kodujacych te biatka jest zmutowanych u pacjentéw z wrodzong dysfunkcja ruchliwych rzesek
(tzw. pierwotna dyskineza rz¢sek (PCD)) (Zhang et al., 2002; Loges et al., 2008, 2009;
Mitchison ef al., 2012).

Obserwacje poczynione w liniach komérkowych byly obiecujace w kontekscie ich powiazania
z fenotypami zaobserwowanymi na poziomie organizmu, stad nastepnie postanowilam
zmierzy¢ stopien asocjacji rzgskowych mRNA i ilo$ci kodowanych przez nie biatek w
tkankach, w ktorych zaobserwowaliSmy rzgskowe fenotypy. W tym celu wykorzystatam
nastepujace zrodta ruchliwych rzesek — komorki nabtonka tchawicy (opisane powyzej, mTEC)
oraz jadra mysie. W celu zbadania statusu translacyjnego mRNA kodujacych biatka
zaangazowane w funkcje rzgsek, przygotowatam ekstrakty cytoplazmatyczne z jader i
poddalam je wirowaniu przez gradienty sacharozy. RNA wyizolowane z frakcji
subpolisomalnych i polisomalnych poddatam analizie RT-qPCR skupiajac si¢ na mRNA

kodujacych rézne klasy biatek zwigzanych z powstawaniem i funkcjg rzgsek, takich jak
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czynniki sktadania dyneiny (DNAAF), ktore wspomagaja montaz i ruch podjednostek
motorycznych dyneiny; sktadniki kompleksu regulacyjnego neksyna-dyneina (DRC), ktore
przeksztalcaja ruch §lizgowy mikrotubul w charakterystyczne wygiecie aksonemow; biatka
RSPH, ktore zapewniaja wsparcie strukturalne i wptywaja na ksztatt fal; a takze sktadniki
strukturalne, takie jak biatka stabilizujace mikrotubule, Tektyny. Zgodnie z oczekiwaniami,
zaobserwowalam spadek asocjacji polisomalnej wigkszosci z tych mRNA w materiale
pobranym z jader samcow SrsfIVESNRS - Aby potwierdzié, ze zmniejszone wigzanie si¢ tych
mRNA do polisomoéw, przektada si¢ na zmniejszong ilo§¢ odpowiednich biatek,
przeprowadzili$my analiz¢ proteomiczng jader izolowanych w P22-23, gdyz jest to stadium
charakteryzujace si¢ zsynchronizowang spermiogeneza i rozszerzeniem wici. Analiza ilosci
biatek w tym materiale ujawnita zmniejszong ilos¢ biatek DNAAF, DRC i biatek pomocniczych
(CFAP, RSPH i Tektin) w jadrach Srsf1VRNRS Podobng analize przeprowadziliSmy na réznych
etapach réznicowania mTEC, w trakcie ktorego obserwuje si¢ jednoczesne, zsynchronizowane
zwigkszenie produkcji biatek odpowiedzialnych za prawidtowe funkcjonowanie rze¢sek. Ten
skoordynowany proces zwigkszonej syntezy biatek rzeskowych byt zaburzony w hodowlach
SrsfIVRSNES Produkcja biatek zwigzanych z kategoria ,,montaz ruchliwych rzesek”, takich jak
DNAAF i DNAH, a takze Tektyny i N-DRC, byta znaczaco obnizona w stosunku do komorek
typu dzikiego. Podsumowujac, wyniki te pokazuja, ze dysfunkcja rzesek w opisanym modelu
transgenicznym jest spowodowana zaburzong aktywnoscia cytoplazmatyczng SRSF1 i
wskazuja na role cytoplazmatycznego SRSF1 w regulacji proceséw odpowiedzialnych za

powstanie ruchomych rzgsek.

V. Regulacja predkosci transkrypcji jest wymagana w rozwoju embrionalnym (Publikacja 3)

W opisanych powyzej badaniach chcialam lepiej zrozumie¢ rolg biatka SRSF1, skupiajac si¢
na jego funkcjach w cytoplazmie. SRSF1, inne biatka z rodziny SR, oraz biatka hnRNP, jak
réwniez rézne czynniki pomocnicze, oddziatujg z regulatorowymi sekwencjami RNA i
wptywaja na splicing alternatywny (AS). Proces AS zalezy nie tylko od interakcji RBPs-RNA,
ale takze od wielu innych pozioméw regulacji, ktoére obejmujg metylacje DNA, strukture i
modyfikacj¢ chromatyny oraz transkrypcje RNAPII (Schwartz and Ast, 2010; Lev Maor,
Yearim and Ast, 2015; Naftelberg et al., 2015). Transkrypcja RNAPII jest odpowiedzialna za
produkcje wszystkich pre-mRNA kodujacych biatka i sktada si¢ z inicjacji RNAPII, elongacji
i terminacji. Kazdy z tych etapow podlega regulacji (Porrua and Libri, 2015; Proudfoot, 2016;
Core and Adelman, 2019; Schier and Taatjes, 2020). Szybko§¢ RNAPII jest bardzo zmienna,
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zaréwno w roznych czesciach tego samego genu, jak rowniez pomiedzy genami (Larson, 2011;
Danko et al., 2013; Jonkers, Kwak and Lis, 2014; Baluapuri ef al., 2019; Gregersen, Mitter and
Svejstrup, 2020) 1 moze by¢ regulowana poprzez rekrutacje czynnikdw pomocniczych lub w
odpowiedzi na rézne bodzce (Bhatt et al., 2012; Danko et al., 2013; Williamson et al., 2017;
Hou et al, 2019; Muniz and Nicolas, 2021; Cugusi et al, 2022). Ze wzgledu na
kotranskrypcyjny charakter obrobki pre-mRNA, szybko$s¢ RNAPII ma wplyw na procesy, takie
jak AS i poliadenylacja (prace przegladowe: (Herzel et al., 2017; Muniz and Nicolas, 2021)),
zatem zmiany w kinetyce transkrypcji moga modyfikowac sktad transkryptomu. Ta obserwacja
data poczatek dwom komplementarnym modelom (Bentley, 2014; Naftelberg et al., 2015).
Model kinetyczny zaktada, ze predkos¢ elongacji reguluje AS, poprzez bezposredni wptyw na
ilos¢ czasu, w ktorym biatka zaangazowane w kontrolg splicingu moga wigzaé si¢ z
powstajagcym pre-mRNA. Zgodnie z tym zalozeniem, transkrypcja przez RNAPII o
wolniejszym tempie elongacji (mutacja C4/R749H) powoduje zwigkszenie (de la Mata et al.,
2003) lub zmniejszenie (Dujardin ef al., 2014) wlaczenia alternatywnych egzonéw do mRNA.
Z kolei, kiedy porownano zmiany w AS pomiedzy komodrkami transfekowanymi mutantami
RNAPII, ktore powoduja wolniejsza lub szybsza elongacja okazato si¢, ze to optymalna
szybkos$¢ transkrypcji jest wymagana dla normalnego splicingu kotranskrypcyjnego pre-mRNA
(model ,,Goldilocks”) (Fong et al., 2014). W cytowanych powyzej badaniach stosowano
hodowle komoérkowe transfekowane plazmidami kodujacymi odpowiednie mutanty RNAPII,
ktére dodatkowo byly oporne na o-amanityng¢. Transfekowane komorki traktowano a-
amanityng w celu wywotania degradacji endogennej polimerazy RNAPII. Stad, znaczenie
modelu kinetycznego w warunkach fizjologicznych byto dotychczas w duzej mierze

niezbadane. Dlatego w ponizszym projekcie zadatem nastgpujace pytania:

- w jaki sposdb zmieniona szybko$¢ transkrypcji wpltywa na ekspresje gendéw i kontrolg AS
oraz na rozwoj ssakow?

- jakie sg konsekwencje zmiany kinetyki transkrypcji dla AS w tkankach/organizmie?

Aby odpowiedzie¢ na te pytania, postanowilam stworzy¢ mysi model ,,wolnej” polimerazy
RNAPII. Mutacja powodujgca zmniejszong predko$¢ polimerazy RNAPII to Polr2a®’#H, ktora
jest odpowiednikiem mutacji punktowej C4 zidentyfikowanej w najwigkszej podjednostce
Drosophila pol I1. pol Il z mutacja C4 jest nieefektywna w transkrypcji przez naturalne bariery
obecne w sekwencji DNA i powoduje defekty rozwojowe u heterozygotycznych muszek
(Coulter and Greenleaf, 1985; Mortin, Kim and Huang, 1988; Chen et al., 1996). Projekt ten
rozpoczal si¢ tuz przed opublikowaniem strategii CRISPR/Cas9 i wymagal wykorzystania
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tradycyjnych metod tworzenia zwierzat transgenicznych. Do endogennego locus Polr2a w
mysich ESC wprowadzono heterozygotyczng lub homozygotyczng mutacje R749H. W celu
weryfikacji obecno$ci mutacji naktadajace si¢ produkty PCR, obejmujace region ~14-kb wokét
mutacji R749H poddatam sekwencjonowaniu metoda Ion Torrent. Udato mi si¢ potwierdzié,
ze komorki ESC Polr2a”" 75" i Polr2a*'"5"¥ nie ulegly zadnym rearanzacjom genomowym,
ani dodatkowym mutacjom w tym regionie w stosunku do ESC Polr2a” "7,

W celu wygenerowania mysiego modelu wolnej polimerazy RNAPII, komorki
heterozygotyczne wstrzyknigto do blastocyst C57BL/6. Pomimo uzycia o§miu samcOw z co
najmniej 30% chimeryzmem koloru siersci nie doszto do transmisji z linii zarodkowej. W
przypadku innych zwierzat transgenicznych, stwierdzono, ze 3-4 mgskie chimery sg zazwyczaj
wystarczajace do wykrycia transmisji zarodkowej (BVAAWF/FRAME/RSPCA/UFAW Joint
Working Group on Refinement, 2003). Zatem wyniki te wskazuja na to, ze komorki ESC z
jedna kopia Polr2 typu dzikiego nie sa w stanie przyczynic¢ si¢ do spermatogenezy.

W okresie, kiedy dokonalismy tych obserwacji opublikowano metod¢ CRISPR/Cas9, co po raz
pierwszy dawato mozliwos¢ wygenerowania wymaganych mutantow z ominigciem procesu
gametogenezy. W tym celu zaprojektowatam specyficzne gRNA, ktére zostaly
mikrowstrzykniete do zygot wraz z mRNA kodujacym Cas9 i oligonukleotydami
zawierajagcymi mutacje R749H (,,slow oligo”). Uzyskane zarodki przeniesiono w stadium
dwukomoérkowym do myszy w cigzy rzekomej. Wsérdd 47 urodzonych myszy nie uzyskaliSmy
ani homozygotycznych, ani heterozygotycznych zwierzat z mutacjg Polr2a®’#°H. Sugerowato
to, ze mutacja R749H nie jest kompatybilna z rozwojem embrionalnym. Alternatywnym
wytlumaczeniem mogta by¢ nieefektywna naprawa lub indukcja peknie¢ dwuniciowego DNA
(DSB) przez sgRNA. Aby wykluczy¢ ta druga mozliwosé, powtorzytam ten eksperyment,
uzywajac mieszanki 1:1 ,,silent oligo” (zawierajacego kilka cichych mutacji) i ,,slow oligo” (z
mutacja R749H). Zadna z 51 urodzonych myszy nie miata mutacji Polr2a®’#’"| jednak
zidentyfikowatem dwie homozygoty i cztery heterozygoty zawierajace ciche mutacje
wprowadzone poprzez naprawe ,,silent oligo”. Podsumowujac, wyniki te wykazaty, ze nawet

R749H

w przypadku heterozygotycznosci, Polr2a powoduje wady rozwojowe u myszy. W celu

zbadania na jakim etapie rozwoju Polr2a®’#H

powoduje $miertelno$¢, powtorzytam
eksperyment CRISPR/Cas9 i dokonatam analizy genotypow zygot hodowanych przez 3 dni in
vitro i zarodkéw w dniu E9.5. Wsréd okoto 100 zarodkéw zanalizowanych w pdznym stadium
moruli/blastocysty, obecne byto kilka zarodkéw heterozygotycznych i 1 homozygotyczny

R749H ;

zarodek, demonstrujac, ze mutacja Polr2a jest tolerowana na etapie przedimplantacyjnym.

Nie zidentyfikowatam natomiast zadnego homozygotycznego i tylko jeden heterozygotyczny
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Polr2a®#" embrion w dniu E9.5. Podsumowujac wyniki uzyskane podczas krzyzowania
chimer jak rowniez w eksperymentach metoda CRISPR/Cas9, mutacja Polr2a®’#" powoduje

$miertelno$¢ na wczesnych etapach rozwoju embrionalnego.

Biorgc pod uwage wczesng $miertelno$¢ embrionéw, a co za tym idzie brak materiatu
badawczego do okreslenia na jakie aspekty rozwoju wplywa zmiana predkosci RNAPII, w
kolejnych etapach tych badan postanowilam wykorzysta¢ modele roéznicowania in vitro.
Najpierw zastosowalam réznicowanie nieukierunkowane, w ktérym pojedyncze komorki sg
wysiewane w kroplach, w pozywce pozbawionej LIF. Komoérki te rozmnazajg si¢ i tworza
agregaty komorkowe, ,,zarodki”, sktadajace si¢ ze wszystkich trzech listkow zarodkowych.
Zaobserwowatam, ze ESC z ,,wolng” RNAPII byly w stanie da¢ poczatek wszystkim trzem
listkom zarodkowym i potwierdzitam to za pomoca analizy RT-qPCR i mikroskopowe;j
odpowiednich markerow.

Nastepnie postanowitam skoncentrowaé si¢ na rozwoju tkanki nerwowej. W tym celu
poddatam réznicowaniu komoérki ESC w multipotentne, Sox1 i Nestin-dodatnie neuronalne
komorki progenitorowe (NPC) (Ying et al., 2003; Conti et al., 2005). NPC mozna nastgpnie
wykorzysta¢ do wygenerowania nerwowych komorek macierzystych (NSC). NPC hoduje si¢
W pozywce zawierajacej czynnik wzrostu naskorka/fibroblastow 2 (EGF/FGF2) przez 5-7 dni,
az utworza agregaty komorkowe. Agregaty te sg nastepnie wysiewane na plytkach pokrytych
lamining, gdzie po pewnym czasie przerastaja populacjg bipolarnych, samoodnawiajacych sig¢
i multipotencjalnych NSC. Alternatywnie, NPC mozna zr6znicowa¢ we wszystkie trzy linie
tkanki nerwowej. Na przyktad, NPC hodowane na poliornitynie/lamininic w pozywce
zawierajacej cCAMP i kwas askorbinowy roznicuja si¢ w niedojrzate komoérki neuronalne Tuj1+,
a nastgpnie w dojrzate neurony postmitotyczne Map2+. Poczatkowo, zrdéznicowalam
Polr2a"""Ti Polr2as*¥s"» ESC w kierunku NPC. W przypadku obu genotypoéw, udato mi sie
uzyska¢ Soxl-negatywne i Pax6-dodatnie komorki NPC, chociaz progenitory uzyskane z
Polr2ag’™¥s> ESC charakteryzowaly sie zmniejszong proliferacje i zwickszong apoptoza.
Polr2a"""Ti Polr2a*"!o» NPC hodowane w obecno$ci EGF i FGF2 utworzyly agregaty, ale
tylko Polr2a”7"T NSC mogly by¢ utrzymane w warunkach EGF/FGF2, podczas gdy
Polr2as* NSC po kilku pasazach ulegaty apoptozie lub spontanicznemu rdéznicowaniu,

wskazujace na zaburzona rownowage migdzy samoodnawianiem si¢ a réznicowaniem.

VI. Szybkos$¢ polimerazy RNAPII reguluje splicing alternatywny w ESC 1 podczas

réznicowania tkanki nerwowej (Publikacja 3).
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W celu sprawdzenia czy model kinetyczny dotyczacy wplywu predkosci polimerazy RNAPII
na AS sprawdza si¢ in vivo, wykonatam RNAseq na prébkach RNA pobranych z ESC, NPC i
neurondw, Polr2a"""T i Polr2a*®""¥. Chcialam ustali¢ zaréwno bezwzgledne zmiany w
splicingu, jak i znaczenie regulacji kinetycznej AS w zaleznosci od etapu roznicowania. W celu
poréwnania AS pomigdzy dwoma genotypami, uzytam narzedzia obliczeniowego vast-tool,
ktoére przypisuje kazdemu egzonowi warto$¢ ,,procent spliced in” (PSI). Zaobserwowatam, ze
ilo$¢ zmian AS w odpowiedzi na zmieniong kinetyke transkrypcji byta znacznie wyzsza w NPC
i w petni zréznicowanych neuronach w poréwnaniu do ESC (166 egzonéw i mikroegzonow w
Polr2a"s*ESCs, w poréwnaniu z 677 lub 693 egzonami i mikroegzonami w Polr2a*"o"s",
odpowiednio w NPC i neuronach). Biorgc pod uwage, ze catkowita liczba wykrytych zdarzen
AS na réznych etapach réznicowania jest porownywalna, wyniki te wskazuja, ze znaczenie
regulacji kinetycznej AS wzrasta wraz z postgpem réznicowania komorek. Co wigcej, nie
zaobserwowatam zadnej tendencji w kierunku zwigkszonego wlaczania alternatywnych
egzonébw w komorkach Polr2a’osw ESC lub NPC w poréwnaniu do ich dzikich
odpowiednikéw. Niewielka tendencja do zwigkszonego wiaczenia alternatywnych egzonow
zostala zaobserwowana tylko w neuronach Polr2a*Vs*" (zwickszone wlaczanie 60%
zmienionych alternatywnych egzonow). Dane te sg zgodne z obecnym modelem kinetycznym,
proponujacym, ze wolna polimeraza RNAPII moze prowadzi¢ do zwickszonego wiaczenia
egzonu, jesli zdarzenie AS zalezy od rekrutacji pozytywnych regulatorow, albo do pominigcia
egzonu, jesli rekrutowane sg inhibitory splicingu (Dujardin et al., 2014).

Aby zbada¢, co sprawia, ze pewne egzony sa wrazliwe na predkos¢ RNAPII, przeanalizowatam
nastgpujace wiasciwosci zmienionych egzonow: sita miejsc splicingowych 5" i 3', a takze
dhugo$¢ flankujacych introndéw i alternatywnych egzonéw (Yeo and Burge, 2004; Corvelo et
al., 2010). Stworzytam rowniez mapy RNA dla biatek wigzacych RNA w obrgbie zmienionych
egzonow/introndéw, korzystajac z opublikowanego katalogu motywoéw wigzacych RNA (Ray et
al., 2013). Zaobserwowatem dwa ciekawe zjawiska. Egzony wrazliwe na wolng polimeraze w
komorkach ESC charakteryzuja si¢ dtuzszymi flankujagcymi intronami (mediana odpowiednio
2335 1 1546 zasad w egzonach wiaczonych i niezmienionych), co jest zgodne z oryginalnym
modelem ,,0kna mozliwosci” modelu kinetycznego: dtuzsze introny mogg przyczynic si¢ do
wydhuzenia czasu, w ktorym moze nastapi¢ rozpoznanie i sktadanie suboptymalnych egzonéw
w powstajacych transkryptach. Egzony regulowane w zrdznicowanych komoérkach byly
natomiast bardziej zalezne od specyficznych RBP. Na przyktad, zaobserwowatam zwigkszong
ilos¢ motywow rozpoznawanych przez biatko Noval w intronach ponizej pominigtych

egzondw, co jest zgodne z publikacjami wskazujacymi, ze wigzanie Noval ponizej
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alternatywnych egzonow hamuje ich wlaczanie do transkryptu mRNA (Ule et al., 2006).
Chciatam ustali¢, czy obserwowane zmiany w splicingu sg bezposrednim wynikiem zaburzen
kinetyki transkrypcji, czy tez sa odpowiedzia na zmiang¢ w ekspresji czynnikow
zaangazowanych w regulacje AS. Chociaz ekspresja niektorych RBP byla zmieniona w
komorkach Polr2a*®¥s"  nie stwierdzilam korelacji pomiedzy zmianami AS w komoérkach
Polr2a*™®¥s" a zmianami AS stwierdzonymi po eksperymentalnym zaburzeniu funkcji tych
biatek. To wskazuje na to, ze zaobserwowane zmiany splicingu w naszych modelach

komoérkowych sg bezposrednio spowodowane ,,wolng” polimerazg RNAPII.

VII. Predkos¢ RNAPII wptywa na prawidtowa ekspresje i AS dhugich gendw zaangazowanych

w funkcje synaps w neuronach (Publikacja 3).

Przyjetam hipoteze, ze zmiany w kinetyce transkrypcji moga mie¢ wplyw nie tylko na AS, ale
réwniez na ilo$¢ produkowanego mRNA. Rzeczywiscie, wyniki RNAseq ujawnily zmiany w
ekspresji kilkuset genow w komorkach z wolniej transkrybujacg polimeraza, w poréwnaniu do
komorek z jej dzikim odpowiednikiem. Zmiany w ekspresji mRNA nie korelowaly ze
zmianami AS. Wyjatkiem byla retencja introndéw, w przypadku ktoérych zaobserwowatam
ujemng korelacje z poziomem ekspresji. Przyczyna tej ujemnej zaleznosci jest
najprawdopodobniej fakt, ze retencja introndw czesto prowadzi do powstania przedwczesnych
kodonoéw STOP, ktore sg rozpoznawane i stanowig sygnat indukujacy degradacje mRNA w
procesic NMD. Analiza majaca na celu okreslenie grup funkcyjnych wsrod genow, ktorych
ekspresja ulegla zmianie wykazala, ze mRNA o zmniejszonej ekspresji lub podlegajace AS w
Polr2sovslow neuronach, kodujg biatka zaangazowane w tworzenie synaps i sygnalizacje
synaptyczng. Te mRNA koduja biatka uczestniczace w catym cyklu zyciowym pecherzyka
synaptycznego, to jest: przywigzywanie pgcherzyka do cytoszkieletu aktynowego (Synl i
Syn2) (Thomas et al., 1988); fuzja i recykling pecherzykow synaptycznych (Snap25, Stx1b,
Stxbp1l i1 Sytl), system rusztowania synaptycznego i transsynaptyczne biatka komunikacyjne
(Nrxnl, Nrxn2, Cntnap2 i Cntnap3). W celu zrozumienia, dlaczego te specyficzne kategorie
funkcyjne sa regulowane w neuronach z ,wolng” RNAPII, dokonalam analizy cech
charakteryzujacych te geny, w tym zawarto$¢ GC, ich dlugo$¢, liczbe egzondéw. Analiza ta
wykazala, ze geny, ktorych ekspresja jest zmniejszona w neuronach Polr2:/0V51ov sg znacznie
dluzsze niz te, ktorych ekspresja nie uleglta zmianie lub si¢ zwigkszyla. Nizsza predkosé
transkrypcji wplyngta na zmniejszenie ekspresji prawie wszystkich dlugich gendéw w

neuronach, przy czym odsetek genéw wyciszanych w neuronach Polr25Vs" stopniowo
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wzrastat od okoto 40% dla gendéw o dlugosci 10 kb do ponad 80% dla genéw wyjatkowo
dhugich. Jest to fascynujaca obserwacja, biorac pod uwage fakt, ze w neuronach ulegaja
ekspres;ji jedne z najdtuzszych genow, a wiele z nich koduje biatka zaangazowane w rozwoj
neuronow i tworzenie synaps. W oparciu o to odkrycie, spekuluje, ze optymalna predkosé
RNAPII jest niezbedna dla podtrzymania transkrypcji i splicingu dhugich transkryptow,
wymaganych do funkcjonowania neuronéw. Zgodnie z ta hipoteza, RNAPII o zmniejszonej
predkosci preferencyjnie wptywa na transkrypcje i splicing tych dlugich genéw. Istniejaca
literatura potwierdza ten model, zgodnie z ktorym ekspresja dtugich gené6w w neuronach moze
wymaga¢ dodatkowych mechanizméw, aby specyficznie utrzymac transkrypcje na duze
odleglosci. Na przyktad wykazano, ze neuronalne biatko wigzace RNA Sfpq (bogate w
proling/glutaming, znane rowniez jako PSF) jest czynnikiem krytycznym dla utrzymywania
transkrypcji dtugich genow (Patton et al., 1993; Takeuchi et al., 2018). Dlaczego jest to wazne?
Uwaza si¢, ze rozregulowanie ekspresji dlugich gendw w neuronach lezy u podstaw zaburzen
neurodegeneracyjnych i1 psychiatrycznych (King et al., 2013; Gabel et al., 2015). RBP
zaangazowane w choroby takie jak ALS lub ASD, preferencyjnie wplywaja na splicing dtugich
pre-mRNA (Lagier-Tourenne et al., 2012; Takeuchi et al., 2018). Moje wyniki sugeruja, ze
nieprawidtowa regulacja szybkosci RNAPII moze mie¢ réwniez szkodliwy wpltyw na rozwoj
uktadu nerwowego, wptywajac glownie na ekspresje i/lub splicing biatek synaptycznych, ktore
sa kodowane przez szczeg6lnie dlugie geny. W zwigzku z tymi obserwacjami proponuj¢ model,
ze nieprawidtowa regulacja szybkosci RNAPII, na przyktad na skutek mutacji w czynnikach
elongacyjnych, powoduje zmiany w ekspresji i AS dtugich genow, wptywajac w ten sposob na
funkcje lub rozwdj uktadu nerwowego. Odkrycia te stanowig podstawe do przeprowadzenia
badan majacych na celu okreslenie roli kinetyki transkrypcji w prawidtowym i1 zaburzonym

rozwoju uktadu nerwowego.

Przyszie kierunki badawcze.

Celem moich niezaleznych badan jest lepsze zrozumienie mechanizméw odpowiedzialnych za
regulacje etapu elongacji podczas transkrypcji RNAPII w rozwoju organizmu i w utrzymaniu
stabilnosci genomu. Jestem przygotowana w sposob merytoryczny, aby pokierowac takim
projektem. Moje migdzynarodowe do$wiadczenia naukowe umozliwity mi uzyskaé wiedze
ekspercka w dziedzinie transkrypcji, ekspresji gendw, rozwoju embrionalnego, a takze
umiejetnosci w najnowoczesniejszych technikach badania kinetyki transkrypcji i obrobki RNA.

Posiadam umiejetnosci wymagane do analizy danych uzyskanych w eksperymentach
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sekwencjonowania. Te umiejetnosci i wiedze skonsolidowatam i usystematyzowatam podczas
studioéw magisterskich z bioinformatyki na Uniwersytecie w Glasgow. W 2021 uzyskatam tytut
magistra bioinformatyki z wyréznieniem.

Uzyskatam finansowanie na realizacj¢ zaproponowanych ponizej planéw badan. Otrzymatam
grant Sonata Bis na lata 2021-2026 w wysokosci 3,1 mln zi, co umozliwi mi rekrutacje postdoca
i doktoranta. Uzyskatam rowniez stypendium Polish Returns Grant na lata 2022-2025, ktére

pokryje moje wynagrodzenie, a takze umozliwi mi rekrutacje¢ pracownika naukowego.

W publikacji 3 wykazalam, ze zmiany szybkosci RNAPII moga modyfikowaé sktad
transkryptomu. Odkrylam réwniez, ze wiasciwa kinetyka RNAPII pelni istotng funkcje w
regulacji rozwoju embrionalnym. Jak dotad mechanizmy odpowiedzialne za regulacje
predkosci RNAPII podczas réznicowania nie sg opisane. W moim projekcie planuj¢ zbadad
role zmian predkosci RNAPII w rozwoju, a moje cele sg nastgpujace:

Cel 1: Zbadanie mechanizmo6w regulacji szybkosci RNAPII w neurorozwoju.

Cel 2: Wyjasnienie roli elongacji w etiologii zaburzen ze spektrum autyzmu (ASD).

Neurorozwdj wymaga wytworzenia odpowiedniej liczby réznych typoéw komorek z nerwowych
komoérek macierzystych (NSC). Molekularne podstawy homeostazy NSC, czyli tego jak
zachowana jest rownowaga miedzy proliferacjg a réznicowaniem, nie sg3 w pelni opisane. W
moich badaniach wykazatam, ze NSC z mutacjg RNAPII?’#! nie odnawiajg si¢ samoistnie i
podlegaja spontanicznemu rdéznicowaniu si¢. Zauwazylam rdwniez, ze wolna RNPAII
preferencyjnie wptywa na obnizenie ekspresji bardzo dtugich genéw w neuronach (Maslon et
al., 2019). Kiedy poréwnatam te mRNA z listg mRNA z bazy danych SFARI, gdzie
skatalogowane sg geny zwigzane z autyzmem, okazalo si¢, ze pokrywaja si¢ one w 15%.

Na pierwszym etapie moich badan okresle, jak zmienia si¢ predkos¢ RNAPII podczas
normalnego neurorozwoju, a mianowicie podczas réznicowania komorek ESC w NSC i do
neuronow. Zmiany w szybkosci elongacji zostang porownane do zmian w potozeniu RNAPII i
w strukturze chromatyny. To umozliwi okreslenie i) przyczyn i nastgpstw zmian szybkosci
transkrypcji oraz ii) jak te parametry wptywaja na zmiany ekspresji genow, ktore lezg u podstaw
rozwoju nerwowego. Aby zbada¢ molekularne podstawy regulacji szybkosci RNAPII, okresle
zmiany w skladzie biatkowym immunoprecypitowanych kompleksow RNAPII. Nastepnie, dla
wybranych czynnikoéw biatkowych, ktérych wigzanie do RNAPII jest rozne w zaleznos$ci od
etapu réznicowania, zaprojektuje linie komorkowe umozliwiajace ich indukowang degradacje.

To umozliwi mi zbadanie jaki jest wptyw braku tych bialek na szybkos¢ elongacji, ekspresje
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genow 1 zdolno$¢ réznicowania. Stworze réwniez warunkowe, specyficzne dla mézgu modele
mysie z ,,wolng” i ,szybka” (E1126G) RNAPII, aby oceni¢ konsekwencje niewlasciwe]
kinetyki transkrypcji dla rozwoju uktadu nerwowego in vivo. Z uzyciem tych narzedzi, chce
zbadaé: czy kinetyka ma wptyw na réznicowanie? jakie s3 zmiany w ekspresji genow? czy ten
sam zestaw genow jest wrazliwy na ,,wolng” i ,,szybka” RNAPII?

Jako drugi cel moich badan planuje sprawdzi¢ hipotezeg, ze cz¢$¢ gendw ryzyka zaburzen ze
spektrum autyzmu, ASD, m.in. kodujacych biatka odpowiedzialne za modyfikacje struktury
chromatyny i regulatory etapu elongacji transkrypcji (Iossifov et al., 2012; O’Roak et al., 2012;
de Rubeis et al., 2014) wplywaja na tempo transkrypcji. W tym celu, wykorzystam istniejgce i
stworze nowe ludzkie linie komérkowe zwigzane z ASD. Dwie nowe linie beda zawierac
mutacje w genach ryzyka ASD, a mianowicie LEO1 i RNAPII. Biatko LEO1 wchodzi w sktad
kompleksu PAF1, ktory wigze si¢ z RNAPII i stymuluje predkos¢ elongacji. Powtarzajace si¢
delecje w promotorze LEO1 u pacjentow z ASD powoduja zwigkszong ekspresje tego biatka
(Brandler et al., 2018). Inna zidentyfikowana mutacja dotyczy Seryny 1590 w sekwencji
RNAPII (Neale et al., 2012), ktéra znajduje si¢ w domenie zwanej tacznikiem CTD i ulega
fosforylacji przez TEF-b podczas etapu elongacji (Vos et al., 2018). Znaczenie tego
aminokwasu i samej fosforylacji dla procesu transkrypcji nie zostalo jeszcze zbadane. Po
stworzeniu tych modeli najpierw sprawdz¢ obecno$¢ zmian fenotypowych obserwowanych w
innych modelach komoérkowych ASD (proliferacja/roznicowanie NPC, funkcjonalno$é
neuronow wyroznicowanych z NSC). Zastosuj¢ metody opisane powyzej, aby ustali¢ zmiany
w kinetyce transkrypcji. Zbadam réwniez, czy mozna zmieni¢ predkos¢ RNAPII za pomoca
panelu inhibitoréw enzymow modyfikujacych chromatyng i w ten sposob przywrocié
prawidlowa ekspresje odpowiednich gendéw (np.: dlugich genéw neuronalnych nieprawidtowo
regulowanych w ASD). Zidentyfikowane modulatory transkrypcji zostang uzyte w celu
sprawdzenia czy aktywno$¢ neuronalng/synaptyczng modeli ASD mozna przywrdcié in vitro.
Mysie modele wolnej/szybkiej RNAPII (Cel 1) zostang wykorzystane do sprawdzenia
obecnosci fenotypow autystycznych (in vitro: proliferacja NPC, réznicowanie, aktywnos¢
neuronalna; in vivo: badania behawioralne). Te badania pozwala zrozumie¢, jak tempo
transkrypcji wplywa na rozwo6j mozgu i czy jego niewtasciwa regulacja moze prowadzi¢ do
zaburzen neurorozwoju. Ta wiedza moze przyczyni¢ si¢ do opracowania strategii

terapeutycznych i podej$¢ diagnostycznych dla choréb rozwojowych.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowa albo artystyczng
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczegoOlnosci zagranicznej.

Podczas mojego stazu podoktorskiego w laboratorium Javiera Caceres’a zaangazowatam si¢
we wspotprace z Maria Gomez z Uniwersytetu w Madrycie. Nasza wspolpraca zostala
zainicjowana podczas urlopu naukowego Marii w moim instytucie i doprowadzita do
identyfikacji nowych funkcji histonu H1 w strukturze chromatyny i procesie transkrypcji. M9j
udzial w tej wspotpracy polegat na zaplanowaniu i pomocy w wykonaniu eksperymentéw
znakowania metabolicznego (tj. eksperymentow, w ktorych stosuje si¢ zmodyfikowane
nukleotydy do znakowania powstajacego RNA). Artykut zostat poddany ocenie recenzentow
w Cell Reports, obecnie pracujemy nad poprawkami wskazanymi przez recenzentow, a preprint
jest dostepny w Biorxiv (Fernandez-Justel et al., 2021). Obecnie, Maria i ja, juz jako kierownik
mojej wilasnej grupy badawczej, wspotpracujemy w celu ustalenia wptywu zaburzonej kinetyki

RNAPII na stabilno$¢ genomu.

Podczas mojego stazu podoktorskiego wspoipracowatem z Dasg Longman, postdockiem w
grupie Javiera Caceres, aby scharakteryzowaé funkcje nowo zidentyfikowanego czynnika
NMD, biatka NBAS. W zwiazku z tym, zaplanowatam, wykonatam i przeanalizowatam wyniki
eksperymentdéw, ktore mialy na celu okreslenie roli NBAS i innych czynnikéow NMD w
stabilnosci mRNA w roznych przedziatach komoérkowych. Badanie te doprowadzily do

opisania nowej, $ciezki degradacji mRNA zlokalizowanej w ER (Longman et al., 2020).

Podczas mojego stazu podoktorskiego, w okresie listopad 2020 - pazdziernik 2021,
studiowatam w pelnym wymiarze godzinowym, bioinformatyk¢. W ramach pracy
magisterskiej, wspotpracowalam z dr Rossem Carruthers na Uniwersytecie w Glasgow i
zaangazowatam si¢ w projekt majacy na celu scharakteryzowanie czynnikow epigenetycznych
zaangazowanych w powstawanie dwuniciowych pgknig¢ DNA (DSB) w glejaku. W tym celu
uzytam metod bioinformatycznych aby okresli¢ i) cato-genomowy rozktad DSB w panelach
kontrolnych liniach komoérkowych glejaka lub po ich ekspozycji na czynniki uszkadzajace
DNA na podstawie danych uzyskanych w BLISS-seq, ii) zmiany ekspresji genéw i mutacji w
tym samym panelu, korzystajac z danych RNA-seq i DNA-seq. To umozliwito mi stwierdzi¢,

ze rézne linie komoérkowe GBM, podobnie jak nowotwory pierwotne, dzielg si¢ na rozne
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podtypy komodrkowe, o charakterystycznym rozmieszczeniu i liczbie DSB oraz odpowiedzi na

promieniowanie.

Przed odbyciem stazu podoktorskiego w grupie Javiera Caceres, wygratam konkurs na odbycie
4-letniego stazu doktorskiego finansowanego przez Cancer Research UK, co pozwolito mi
rozpocza¢ studia doktoranckie z zakresu biologii nowotworéw w Cancer Research Center w
Edynburgu. Celem moich badan bylo wyjasnienie funkcji biatka AGR2 w procesie
transformacji. AGR2 uczestniczy w wielu procesach biologicznych, w tym w tworzeniu
komoérek kubkowych i regeneracji konczyn, i ulega nadekspresji w réoznych nowotworach.
Kiedy rozpoczynatam doktorat, mechanizm dziatania AGR2 nie byt znany, stad moje badania
skoncentrowaty si¢ na okre§leniu funkcji i regulacji AGR2 w komdrkach rakowych.
Wykorzystatam drozdzowy system dwuhybrydowy i zidentyfikowalam biatko wigzace ATP,
Reptyne, jako biatko oddzialujace z AGR2. Wykazatam, ze ekspresja obu tych biatek jest
podwyzszona w skrawkach tkankowych pobranych z raka piersi. Zastosowatam szereg
eksperymentéw, aby wykaza¢, ze AGR2 oddzialuje z Reptyna w ludzkich komorkach.
OczyS$citam rekombinowane biatka AGR2 i1 Reptyng z hodowli E.coli, i wykazatam, ze ich
interakcja jest bezposrednia i wymaga aktywnosci wigzacej ATP w Reptynie. Zastosowalam
biblioteke¢ peptydow, obejmujaca cala sekwencje AGR2 1 zidentyfikowalam sekwencje
aminokwasowa, ktéra stanowila miejsce dokowania dla Reptyny. Ponadto odkrylam, ze
kompleks AGR2-Reptyna oddziatuje z biatkiem p53, co hamuje aktywnos¢ transkrypcyjng pS3.
Te badania zaowocowaty publikacja, w ktorej bylam pierwszym autorem oraz dodatkowa
publikacja wraz z pracujagcym ze mng magistrantem (Maslon et al., 2010; Healy et al., 2015).
Moje badania w trakcie doktoratu, w tym rola AGR2 w hamowaniu aktywnosci transkrypcyjnej
pS3, umozliwity mi zdobycie obszernej wiedzy na temat szlakow sygnalizacyjnych
wplywajacych na funkcje pS3 w nowotworach, a takze roli zmutowanego p53 w onkogenezie,
co doprowadzito do opracowania dobrze cytowanej pracy przegladowej opublikowanej w
Trends in Cell Biology (Maslon and Hupp, 2010).

W trakcie doktoratu wspotpracowatam rowniez z Instytutem Masaryk w Brnie, w celu zbadania
funkcji biatek z rodziny AGR, AGR2 i AGR3, w nowotworach, co zaowocowato artykutem
opisujacym zmiany w ekspresji AGR2 i ich wptyw na lekoopornos$¢ u chorych na raka piersi

(Hrstka et al., 2010).

Podczas studiow magisterskich na Uniwersytecie Jagiellonskim otrzymatam stypendium

Socrates-Erasmus, co umozliwito mi wizyte¢ w laboratorium Robina Frahrauesa na
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Uniwersytecie Paris VII. Spedzitam tam 8 miesigcy, a moje zadanie polegato na stworzeniu
narzedzi badawczych do zbadania roli mRNA kodujacego p53 w regulacji aktywnos$ci p53
(Candeias et al., 2008).

6. Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

Umiejetnosci zwigzane z nauczaniem i funkcjg opiekuna naukowego rozwingtam poprzez
nastepujace dziatania:
a) Opieka naukowa nad magistrantami i doktorantami.
Petlitam funkcje opiekuna czgéci praktycznej i promotora pomocniczego ponizszych
magistrantow i doktorantki.

e Fiona Haward, praca doktorska - 2017

e Francesca Tagiliani, praca magisterska - 2015

e Adam Healy, praca magisterska - 2011

e Natalie Neumann, praca magisterska — 2010

W przypadku opieki nad doktorantka, uczestniczytam w regularnych spotkaniach (10 miesigcy,
1 rok, 2 rok, 3 rok) z komisja pracy dyplomowej, ktéra ocenia postepy pracy doktorantow.

Bytam roéwniez zaangazowana w korekte prac dyplomowych tych studentow.

b) Nauczanie

W latach 2017-2021 przygotowatam i prowadzitam dwudniowy praktyczny kurs profilowania
rybosomalnego dla doktorantéw I roku w Instytucie Genetyki i Nowotworéw (IGC), w
Edynburgu.

Zostalam zaproszona przez prof. Nicka Gilberta, Dyrektora Studiow Doktoranckich w IGC, do
udzialu w panelach ewaluacyjnych dla doktorantéw (ewaluacja 10-tygodniowa i ocena po 1
roku studiow doktoranckich), ktére polegaly na ocenie ich pisemnych raportow i udziatu w
komisji oceniajacej postepy w realizacji projektu. Te doswiadczenia przygotowaty mnie do

podjecia samodzielnego nadzoru merytorycznego nad doktorantami.

c¢) Popularyzacja nauki
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Uczestniczytam w Targach Kariery w Edynburskim Liceum, gdzie w czteroosobowym zespole
zachecali$my miodych ucznidw do studiowania nauk przyrodniczych.
Przygotowywatam 1 przeprowadzatam eksperymenty z uczniami klasy pierwszej w

International School of Poznan.

d) Dorobek organizacyjny

Wraz z Christine Mordstein wspottworzytam i1 wspoétorganizowatam klub ediRNA, inicjatywe
naukows, ktéra umozliwiata dzielenie si¢ wiedzg i doswiadczeniami wérdd badaczy RNA z
réoznych kampuséw uniwersyteckich i instytutow w Edynburgu. W ramach tej inicjatywy
zorganizowatam dwa spotkania naukowe dla ok. 80 uczestnikéw, w tym m.in. stworzytam liste
prelegentéw 1 zaprositam ich na spotkanie, pozyskalam sponsoréow, co umozliwito miedzy
innymi zapewnienie cateringu. W ramach klubu ediRNA zaprositam Herve le Hira z

Uniwersytetu w Bazylei do poprowadzenia seminarium.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

Otrzymatam finansowanie Sonata Bis z NCN na lata 2021-2026 w wysokosci 3,1 min zt, co
umozliwi mi rekrutacje postdoca i doktoranta.

Uzyskatam réwniez stypendium Polskie Powroty z NAWA na lata 2022-2025 (1,1 mln z}),
ktére pokryje moje wynagrodzenie, a takze umozliwi mi rekrutacje pracownika naukowego

oraz pomoc administracyjng w niepelnym wymiarze godzin.

W 2019 otrzymatam Nick Hastie Career Award dla obiecujacych naukowcow wsrod

naukowcow pracujacych w Instytucie Genetyki i Nowotworow w Edynburgu.

W 2019 roku pozyskatam réwniez pienigdze umozliwiajace finansowanie naszej inicjatywy

ediRNA (opisanej powyzej) w ramach tzw. Salonu RNA (RNA Society)
W 2004 roku otrzymatam stypendium Socrates-Erasmus, co umozliwito mi wyjazd do Paryza

i zdobycie pierwszego praktycznego doswiadczenia w laboratorium biologii molekularnej pod

kierownictwem Dr Robin Fahraeus, Inserm, na Uniwersytecie Paryskim.
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Od 2020 roku nalez¢ do panelu ekspertow zajmujacego si¢ recenzjami wnioskow o grant

Miniatura (NCN).
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