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Na pograniczu chemii i biologii
— sztuka wyboru wedlug Profesora Krzyzosiaka

Wspomnienie o Profesorze Wlodzimierzu Krzyzosiaku (1949-2017)

Profesor Wiodzimierz Krzyzosiak urodzit sie
w 1949 roku w Rawiczu. W latach 1966-1971
studiowatl chemie na Wydziale Matematyki,
Fizyki i Chemii Wyzszej Szkoly Pedagogicz-
nej w Opolu. Studia doktoranckie odbyt pod kie-
runkiem prof. Wiestawa Antkowiaka, w Insty-
tucie Chemii na Wydziale Matematyki, Fizyki
i Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
4| w Poznaniu. Stopien doktora nauk chemicz-
- nych uzyskal w 1975 roku. Po uzyskaniu stop-
nia doktora habilitowanego nauk chemicznych
w zakresie chemii bioorganicznej w 1984 roku,

zainteresowania naukowe Profesora Krzyzosia-
ka zaczely rozwijac sie w kierunku biochemii
i biologii molekularnej. Mialo to zwiazek z jego licznymi stazami naukowymi w renomo-
wanych o$§rodkach badawczych w Wielkiej Brytanii, Francji, USAiJaponii. W rezultacie,
w 1993 roku, nadano mu tytut profesora biologii.

Na poczatku swej drogi naukowej Profesor Krzyzosiak zajmowat sie badaniem
stereochemii glikozydéw rybozy. Nastepnie, juz w Instytucie Chemii Bioorganicznej
PAN (ICHB PAN), nowej placé6wce naukowe]j tworzonej przez prof. Macieja Wiewidro-
wskiego w Poznaniu, zainteresowal sie badaniem nukleozydéw i nukleotydéw oraz
kwaséw nukleinowych. W réznych aspektach badat proces oraz produkty chemicznej
modyfikacji komponentéw kwaséw rybonukleinowych aldehydem chlorooctowym.
Za cykl prac na ten temat otrzymat nagrode naukowa Wydziatlu Nauk Matematyczno-
-Fizycznych i Chemicznych PAN w roku 1981. Badania rearanzacji struktury tRNA pod
wplywem chemicznej modyfikacji w odlegtym miejscu czasteczki doprowadzily do zapro-
ponowania nowej metody badan strukturalnych RNA w roztworze z wykorzystaniem
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hydrolitycznych wlasciwosci jonéw metali. Metoda ta rozwijana byla przez Profesora
Krzyzosiaka i jego zespotl przez kolejne lata w Poznaniu i z niej jest, miedzy innymi,
znany ICHB PAN w $wiecie.

Podczas pobytu na stazu naukowym w Instytucie Biologii Molekularnej firmy
Hoffmann-La Roche w Nutley, w Stanach Zjednoczonych, w polowie lat 80., Profesor
Krzyzosiak sklonowal gen duzego rybosomowego RNA i przeprowadzit jego wydajna
transkrypcje po to, aby uzyskac funkcjonalne rybosomy z syntetycznego RNA i natural-
nych biatek. Osiagniecie to otworzylo nowe mozliwo$ci badan rybosomu, a publikacja
opisujaca wyniki uzyskane przez Profesora cytowana byla setki razy.

Kolejny staz zagraniczny Profesora w Narodowym Centrum Badari nad Rakiem
w Tokio pod koniec lat 80., poszerzyl zakres Jego zainteresowari o problematyke bio-
medyczna. Tam opanowal metody biologii molekularnej, w tym metode wykrywania
mutacji w genach. Po powrocie do kraju Profesor wraz z nowym zespolem studentéw
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza zainicjowal w ICHB PAN dwa nurty badar - jeden
zwiazany z genetyczna predyspozycja do raka piersi oraz drugi dotyczacy nietypowych
mutacji sekwencji powtarzajacych sie (tzw. sekwencji mikrosatelitarnych), prowadza-
cych do rozwoju choréb neurologicznych. Jako kierownik Pracowni Genetyki Nowotwo-
réw, Profesor wraz zespolem odkryt w populacji polskiej nowe mutacje w genach
BRCA1 i BRCAZ, predysponujace do raka sutka i jajnika. Nalezy podkreslié, ze byly to
pierwsze badania tego typu w kraju. Kluczowym osiagnieciem byto wykazanie, ze eks-
presja genu BRCAI jest regulowana na etapie translacji przez elementy strukturalne
tworzone przez sekwencje Alu, co opisano w 2002 r. w publikacji wyréznionej Nagroda
im. Jakuba Parnasa. Profesor doskonalit réwniez metody wykrywania mutacji w genach
zwiazanych z chorobami czlowieka.

W tamtym czasie jednym z wiodacych tematéw Swiata naukowego byt rozwdj metod
sekwencjonowania i poczatek ery genomowe;j. Profesor wraz z mlodym zespotem doko-
nal bardzo szerokiego przegladu literatury na temat rozpoczynajacego sie wéwczas
Projektu Poznania Genomu Czlowieka, co zaowocowato powstaniem ksiazki pt. Genom
czlowieka. Najwieksze wyzwanie wspofczesnej genetyki i medycyny molekularnej wyda-
nej przez PWN.

Koniec lat 90. oraz cala nastepna dekada to intensywne badania nad sekwencjami
mikrosatelitarnymi, ktére mogg podlegaé ekspansji poza granice normy w réznych re-
gionach genéw. Byl to zupelnie nowy typ mutacji, ktéra obecnie jest poznana jako przy-
czyna kilkunastu choréb neurologicznych, m.in. dystrofii miotonicznej typu 11 2, cho-
roby Huntingtona czy szeregu ataksji rdzeniowo-mé6zdzkowych. Profesor postawit ory-
ginalnag hipoteze, ze w patogenezie tych choréb duza role moga odgrywac struktury
RNA, tzw. spinki RNA (ang. hairpin) tworzone przez powtérzone sekwencje nukleoty-
dowe. Przez nastepne lata Profesor badal sekwencje mikrosatelitarne w r6znych aspek-
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tach, wykorzystujac swoje do§wiadczenie w zakresie chemii strukturalnej oraz nowe
metody bioinformatyki, genomiki strukturalnej i funkcjonalnej. Cykl dziesieciu prac
oryginalnych z lat 2004-2006, dotyczacych sekwencji powtérzonych, zostal wyrézniony
Nagroda Polskiego Towarzystwa Genetycznego.

Od 2005 roku Profesor wraz z zespolem bratl udzial w europejskim konsorcjum
RIGHT (ang. RNA Interference Technology as Human Therapeutic Tool), w ramach
ktérego opracowywano strategie terapeutyczne z wykorzystaniem interferencji RNA
i czasteczek siRNA (ang. small interfering RNA). Za odkrycie tego zjawiska Andrew
Fire and Craig Mello otrzymali w 2006 roku Nagrode Nobla. Jednym z efektéw reali-
zacji projektu RIGHT byla publikacja Profesora w Molecular Cell z 2007 roku, nagro-
dzona m.in. Nagroda im. Jakuba Parnasa. Opisano w niej nowy mechanizm dzialania
rybonukleazy Dicer na wydtuzone ciagi sekwencji powtérzonej i na tej podstawie zapro-
ponowano strategie terapeutyczna. Za to odkrycie Profesor otrzymat réwniez prestizo-
wa Nagrode Fundacji na rzecz Nauki Polskiej w dziedzinie nauk przyrodniczych i me-
dycznych (zwana polskim Noblem).

Profesor Jyoti Chattopadhyaya* tak wspomina poczatki projektu RIGHT: “When I
heard his talk on siRNA, I was absolutely convinced that his contribution and observa-
tions were ground-breaking. So, when we got the large EU grant of 23 million Euro on
siRNA project, I immediately, as the chair of chemistry, persuaded Dr. Thomas that we
should have a Polish participant who could through his work become a solid pillar, as
well as establish old eastern EU states in our science. Wlodek, again, took a leading
role in that and persistently delivered quality research, very truly to Polish excellence
and tradition”.

Publikacja w Molecular Cell, cytowana ponad 100 razy, wyznaczyla réwniez trzy kie-
runki badawcze na nastepne intensywne dziesie¢ lat dzialania Zaktadu, ktéry zostat
przemianowany na Zaklad Biomedycyny Molekularnej. Nalezy podkresli¢ odwage Pro-
fesora, ktéry jako chemik z wyksztalcenia, jako pierwszy wprowadzit do ICHB PAN
badania biologiczne, wykorzystujace hodowle komérkowe oraz mysie modele choréb
czlowieka. Dzis, po 10 latach, biologia molekularna i genetyka stanowia niezwykle waz-
na i nieodlaczna cze$c Instytutu.

Pierwszy z rozwijanych w Zaktadzie Biomedycyny Molekularnej kierunkéw badan
dotyczyt strukturalnych aspektéw biogenezy mikroRNA (miRNA), czasteczek kluczo-
wych dla regulacji ekspresji genéw w komérkach. W wyniku tych badan poznano sekwen-
cyjne i strukturalne czynniki majace znaczenie dla dziatania rybonukleaz DiceriDrosha.
Analizy bioinformatyczne przeprowadzone na podstawie wynikéw glebokiego sekwencjo-
nowania miRNA, jak réwniez badania eksperymentalne, wykazaly zaréwno wplyw struk-

* Kierownik Zaktadu Biologii Komdérkowej i Molekularnej, Uniwersytet Uppsala, Szwecja
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tury drugorzedowej, jak i sekwencji prekursora miRNA na stopieni heterogennosci
powstajacych wariantéw miRNA. W tej dziedzinie znaczacym osiagnieciem zespotu Pro-
fesora jest takze publikacja z 2011 roku dotyczaca praktycznych aspektéw przewidywania
miejsc wiazania miRNA, ktéra do tej pory zyskala juz ponad 300 cytowari.

Drugi watek to poznawanie roli toksycznego transkryptu w chorobach wywolywa-
nych ekspansja powtérzen tréjnukleotydowych CAG, kodujacych glutamine (tzw. cho-
roby poliglutaminowe). Dotychczas patogeneze tej grupy choréb wigzano jedynie z rola
toksycznego biatka, natomiast Profesor jako jeden z pierwszych zaproponowat role
zmutowanego transkryptu w tym procesie. Badania te, realizowane w ramach projektu
Maestro z Narodowego Centrum Nauki, doprowadzily jak dotad do scharakteryzowania
skupieni jadrowych obserwowanych w komérkowych modelach choréb poliglutamino-
wych. Stworzono réwniez nowe modele komérkowe i mysie kluczowe do rozrézniania
efektéw wywolywanych przez zmutowany transkrypt i biatko. Badania, prowadzone
gléwnie z uzyciem mikroskopii konfokalnej, pozwolily na wykazanie, ze tworzenie jadro-
wych skupieri RNA i sekwestracja biatka MBNL1 sa charakterystyczne nie tylko dla
dystrofii miotonicznej typu pierwszego (DM1), ale wystepuje réwniez w réznych mode-
lach komérkowych choréb poliglutaminowych. Stwierdzono, ze obserwowane skupienia
RNA lokalizuja w obrebie cialek jadrowych tzw. nuclear speckles. Zidentyfikowano
réwniez interakcje réznych czasteczek miRNA z transkryptem DMPK, zawierajacym
wydtuzone ciagi CUG typowe dla choroby DM1. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zmuto-
wane powtérzenia moga funkcjonowac jako tzw. gabki dla miRNA, prowadzac w kon-
sekwencji do deregulacji genéw kontrolowanych przez te miRNA.

Trzeci intensywnie rozwijany kierunek w ostatnich latach to zagadnienia zwiazane
z eksperymentalng terapig choréb poliglutaminowych, m.in. choroby Huntingtona.
W nowatorskiej strategii, ktéra byta m.in. rozwijana w ramach duzego grantu struktural-
nego, innowacyjnym rozwiazaniem bylo celowanie bezposrednio w miejsce mutacji.
Dodatkowo, w opracowywanej strategii duze wyzwanie stanowilo zapewnienie allelo-se-
lektywnosci dzialania czasteczek terapeutycznych, co jest zwiazane z potrzeba zacho-
wania ekspres;ji biatka normalnego. Profesor wraz z zespotem opracowal nowy typ czas-
teczek, ktére tacza w sobie cechy siRNA i miRNA, co prowadzi do ich aktywnos$ci prefe-
rencyjnej dla allelu zmutowanego. Zaprojektowane czasteczki byly takze wprowadzane
do komérek w postaci shRNA (ang. short hairpin RNA), kodowanych w wektorach wiru-
sowych w celu zapewnienia dtugotrwalej ekspresji. Obecnie to rozwiazanie stanowi
przedmiot miedzynarodowego zgloszenia patentowego. W ramach projektu stworzono
takze pierwszy zhumanizowany mysi model knock-in ataksji rdzeniowo-mé6zdzkowej
typu 3 (SCA3), wykazujacy zmiany neurodegeneracyjne typowe dla tej choroby poliglu-
taminowej. Model ten postuzy nie tylko do identyfikacji nowych $ciezek patomecha-
nizmu SCA3, ale réwniez do testowania réznych podejs¢ terapeutycznych in vivo.
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Badania te sa kontynuowane w konsorcjum europejskim w ramach Horyzontu 2020.

Podsumowujac Profesor Wlodzimierz Krzyzosiak jest wspotautorem ponad 130
publikacji, w tym ponad 100 prac eksperymentalnych, cytowanych ponad 3500 razy.
Wiekszo$c¢ badari byta realizowana sitami zespotu Profesora w ICHB PAN, a o ich wyso-
kim poziomie naukowym $wiadcza prestizowe tytuly czasopism, w ktérych Profesor
publikowat: tj. Molecular Cell, Nucleic Acids Research, PNAS, RNA, Human Mutation,
Journal of Biological Chemistry, Human Molecular Genetics.

Prowadzeni przez Profesora doktoranci uzyskiwali liczne wyréznienia, m.in. nagro-
dy premiera za rozprawy doktorskie oraz prestizowe stypendia krajowe i zagraniczne.
Wielu uczniéw Profesora kontynuuje swoja droge naukowa w kraju i za granica, w tym
kieruje grupami badawczymi np. na Uniwersytecie Kalifornijskim w Los Angeles, Uni-
wersytecie Alabama w Birmingham, w Instytucie Badar Biomedycznych w Bazylei, Uni-
wersytecie w Edynburgu czy na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu oraz
w ICHB PAN. Obszerny i znakomity dorobek naukowy Profesora istotnie przyczynit sie
do niezwykle dynamicznego rozwoju ICHB PAN, w tym do uzyskania statusu Krajowego
Naukowego Osrodka Wiodacego w obszarze nauk o zyciu (w 2014 r.) oraz najwyzszej
kategorii naukowej A+ (w 2017 r.).

O tym, co uwaza za najwazniejsze w pracy naukowca, Profesor Krzyzosiak pisal przy
okazji otrzymania Nagrody Fundacji na rzecz Nauki Polskiej w roku 2007: ,Najwaz-
niejsze w pracy naukowca sa jednak, jak sadze wybory, ktérych sam swiadomie dokonu-
je. Osiagajac samodzielno$¢ naukowa, stajemy zwykle przed dylematem: co dalej? Czy
rozwija¢ dzielo poprzednikéw, czy tez zaczaé tworzy¢ co$ nowego, wlasnego? Warto
jednak wiedziec, ze w nauce tak naprawde liczy sie tylko nowatorstwo i oryginalnos¢é.
Bycie nowoczesnym i nadazanie za trendami czy moda w nauce to stanowczo za malo.

Roli szkoly naukowej i mistrza nie da sie przeceni¢. Jednak naukowcy w wiek-
szym stopniu ksztaltuja sie sami, gdy podejmujac nowa problematyke badan, umieja od-
réznié problemy wazne od mniej waznych, oraz jesli potrafia trafnie formutowac pytania
i przekonujaco na nie odpowiadaé dzieki dobrze zaplanowanym eksperymentom.
Powinni tez miec zaufanie do wspéipracujacych z nimi ambitnych mtodych, ludzi pozwo-
li¢ im na duza samodzielno$¢ dzialania. To moze dac niezle efekty, czego sam jestem
przykladem”.

Professor Wlodzimierz Krzyzosiak (28.01.1949-21.12.2017)

An outstanding Polish biochemist, laureate of the Foundation for Polish
Science Prize in 2007, member of the Polish Academy of Sciences,
a head of the Department of Molecular Biomedicine at the Institute
of Bioorganic Chemistry, PAS in Poznan

Professor Wlodzimierz Krzyzosiak’s research path led from the structural chemis-
try of nucleic acids, through molecular genetics and cancer genetics to molecular
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medicine. In the last years, Professor's scientific activity focused on under-
standing the role of RNA in the pathogenesis of human neurological diseases
caused by the expansion of repetitive sequences. He also developed new methods
of experimental therapy for this group of disorders using antisense oligonucleo-
tides and RNA interference technology. He analyzed the factors influencing the
microRNA biogenesis and used this knowledge to improve RNA interference
technology tools in therapeutic approaches. Overall, Professor Krzyzosiak co-
authored more than 130 publications, which have been cited more than 3500
times so far.

Key words: Wlodzimierz Krzyzosiak, cancer genetics, trinucleotide repeats, poly-
glutamine diseases, RNA interference, microRNA
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