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adiunkt, Instytut Farmakologii PAN, Krakow, Zaktad Farmakokinetyki i
Metabolizmu Lekow

adiunkt, Akademia Medyczna im. Piastow Slaskich, Wroctaw, Katedra i
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4. OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14
MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM ORAZ
O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U. NR 65, POZ. 595 ZE
ZM.):

a) Tytul osiagniecia naukowego

»Zmiany molekularne w réznych strukturach mézgu szczuréw na poziomie genomu

jadrowego i mitochondrialnego oraz epigenomu po odstawieniu kokainy”

Podstawe habilitacji stanowi cykl pieciu monotematycznych prac opublikowanych w latach
2014-2017 o sumarycznym IF (Impact Factor wg Journal Citation Reports JCS)
wynoszacym 28.99 (KBN/MNISW 185 pkt). We wszystkich pracach jestem pierwszym

autorem.

b) Autorzy i tytuly publikacji

[P-1] Sadakierska-Chudy A, Frankowska M, Miszkiel J, Wydra K, Jastrzebska J, Filip
M. (2017) Prolonged induction of miR-212/132 and REST expression in rat striatum
following cocaine self-administration. Mol Neurobiol., 54:2241-2254 (1F2016 = 6.19,
KBN/MNiSW=40 pkt)

[P-2] Sadakierska-Chudy A, Frankowska M, Jastrz¢bska J, Wydra K, Miszkiel J, Sanak
M, Filip M. (2017) Cocaine administration and its withdrawal enhance the expression
of genes encoding histone-modifying enzymes and histone acetylation in the rat
prefrontal cortex. Neurotox Res., 32:141-150 (IF2016 = 2.942, KBN/MNISW = 25
pkt)

[P-3] Sadakierska-Chudy A, Frankowska M, Wydra K, Jastrzgbska J, Miszkiel J, Filip
M. (2017) Increased 5-hydroxymethylation levels in the hippocampus of rat
extinguished from cocaine self-administration. Hippocampus, 27:811-821 (IF2016 =
3.945, KBN/MNiSW = 35 pkt)

[P-4] Sadakierska-Chudy A, Kotarska A, Frankowska M, Jastrzgbska J, Wydra K,
Miszkiel J, Przegalinski E, Filip M. (2016) The alterations in mitochondrial DNA
copy number and nuclear-encoded mitochondrial genes in rat brain structures after
cocaine self-administration. Mol Neurobiol. DOI 10.1007/s12035-016-0153-3 (IF2016
= 6.19, KBN/MNiSW = 40 pkt)
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[P-5] Sadakierska-Chudy A, Frankowska M, Filip M. (2014) Mitoepigenetics and drug
addiction. Pharmacology & Therapeutics, 144:226-233 (IF2016 = 9.723, MNISW =
45 pkt)

Badania naukowe, opisane w wymienionych publikacjach finansowane byly przez
Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu MAESTRO nr UMO-2012/06/A/NZ3/00022
oraz Instytut Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie w ramach $rodkow

przeznaczonych na dziatalnos¢ statutows.

c) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Wedlug raportu Europejskiego Centrum Monitorowania Narkotykow 1 Narkomanii
(ECMDDA) z roku 2016, kokaina jest najczeSciej stosowang nieclegalng substancjg
pobudzajacg w Europie (Raport EMCDDA, 2016). Szacuje si¢, ze w ubiegtym roku okoto
2,4 min mlodych oséb (15-34 lat) uzyto kokaing (ryc. 1).

Kokaina

Uzywalo:

egoroku  Przynajmniej raz w zyciu

W ciggu ostatniego r
3,6 miliona 17,1 miliona

Osoby dorostfe
(15-64 lat)

W ciggu ostatniego roku
2,4 miliona

Miode osoby
doroste
(15-34 lat)

Ryc. 1 Szacunkowe dane dotyczace uzywania kokainy w Unii Europejskiej (Raport
EMCDDA, 2016).

Od momentu utworzenia w Stanach Zjednoczonych Narodowego Instytutu Uzaleznien
Narkotykowych (National Institute on Drug Abuse, NIDA), czyli od roku 1974,
podejmowane sg proby wyjasnienia mechanizmu powstawania uzaleznienia od substancji
psychoaktywnych. Zgodnie z definicja przyjeta przez ICD-10 (International Statistical

Classification of Diseases and Related Health Problems) ,,Uzaleznieniem nazywamy
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kompleks zjawisk fizjologicznych, behawioralnych i poznawczych, wsréd ktorych
przyjmowanie substancji lub grupy substancji dominuje nad innymi zachowaniami, ktore
miaty poprzednio dla pacjenta wicksza warto$¢”. Uzaleznienie od substancji
psychoaktywnych traktowane jest jako ciezka przewlekta, nawracajagca choroba
osrodkowego uktadu nerwowego, charakteryzujaca si¢ kompulsywnym poszukiwaniem
(drug-seeking) i pobieraniem (drug-taking) substancji. Kolejng wazng cechg uzaleznien jest
ich nawrotowos$¢, czyli pojawienie si¢ silnego pragnienia przyjgcia substancji (gltod
narkotykowy, drug craving), nawet po dlugich okresach abstynencji, ktore prowadzi do
nawrotu do nalogu (Koob 1 Le Moal, 2001). Najwazniejszym miejscem dziala dla
wszystkich uzalezniajacych substancji psychoaktywnych w mozgu jest uklad nagrody
(reward system), nazywany mezolimbicznym ukladem dopaminowym. Uktad nagrody
tworzg polgczone ze sobg struktury mozgu, takie jak jadra dopaminergiczne brzusznego
pola nakrywki (ventral tegmental area, VTA) i istoty czarnej (substantia nigra, SN), jadro
pollezace przegrody (nucleus accumbens, NAc), kora przedczotowa (prefrontal cortex,
PFC), cialo migdalowate (amygdala), prazkowie (striatum) i hipokamp (hippocampus,
HIP) (ryc. 2).

prazkowie

péllezace

hipokamp

Ryc. 2  Struktury nalezagce do wukladu nagrody w moézgu czlowieka.

Szlaki dopaminowe - strzatki czerwone.

Mimo rozwoju nowych technik eksperymentalnych, ktéore wzbogacity warsztat
badawczy farmakologdéw, neurobiologow, biochemikéw 1 genetykow, wcigz nie mamy
wystarczajacej wiedzy na temat neurobiologicznego podloza zwigzanego z nabywaniem i
utrzymaniem si¢ zmian adaptacyjnych w fenotypie uzaleznienia. W ostatnich latach wiele
badan skupia si¢ na zmianach molekularnych indukowanych przez substancje
psychoaktywne. Badania te wskazuja, Ze dlugotrwale podawanie uzalezniajacych

substancji psychoaktywnych promuje zmiany w acetylacji, metylacji oraz fosforylacji
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histonow 1 wspolnie ze zmianami w poziomie metylacji DNA kontroluje aktywnos$¢
transkrypcyjna genomu (Bilinski 1 wsp., 2012). Kokainie przypisuje si¢ modulowanie
efektow behawioralnych poprzez jej wplyw na procesy epigenetyczne i transkrypcyjne
(Robison i Nestler, 2011).

Badania nad molekularnymi efektami dziatania kokainy prowadzone sg najczesciej
w fazie podtrzymania nalogu kokainowego (maintenance). Wedlug nas faza wygaszania
zachowan poszukiwawczych (extinction training) jest rowniez bardzo istotna w procesie
odchodzenia od natogu, dlatego identyfikacja zmian zachodzacych w tym okresie jest
wazna dla ustalenia w przysztosci skuteczniejszej farmakoterapii zapobiegajacej nawrotom.
Dlatego tez postanowiliSmy przeprowadzi¢ przesiewowe, a nast¢pnie szczegétowe analizy
molekularne podczas fazy odstawienia kokainy u szczurdw.
Celem podjetych badan prowadzonych na poziomie:
#% genomu jadrowego (ekspresja genow kodujacych biatka oraz czasteczki regulatorowe),
% genomu mitochondrialnego (liczba kopii mtDNA oraz ekspresja genow

mitochondrialnych),

% epigenomu (znaczniki epigenetyczne DNA i bialek histonowych),
byta identyfikacja zmian, ktore pomoglyby wyjasni¢ mechanizmy regulacji i ztozong nature
zachowan poszukiwawczych (gtodu narkotykowego). We wszystkich przeprowadzonych
doswiadczeniach wykorzystalismy model dozylnego samopodawania kokainy u szczurdw,
rozszerzony o procedure sprzezenia (’yoked”) celem uzyskania wlasciwych grup
kontrolnych oraz oddzielenia motywacyjnych od farmakologicznych efektow substancji
psychoaktywnej. Zwierze¢ samopodajace kokaine bylo sprzezone z osobnikiem biernie
otrzymujacym kokaine (w tej samej iloSci i wzorze samopodawania) lub biernie
otrzymujacym so6l fizjologiczng (procedura zostala szczegdtowo opisana w kazdej z prac w
czesci ,,Materiaty 1 metody”). Analizy molekularne przeprowadzaliémy w grzbietowym
prazkowiu (dorsal striatum, DST), HIP i PFC, strukturach odgrywajacych kluczowa rolg w
indukcji fenotypow uzaleznienia (Koob i Volkow, 2010). Badania zostaly wykonane w
okresie samopodawania kokainy jak i jej odstawienia (w dniu 3. i/lub 10.) celem

uwidocznienia trwato$ci zmian.
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Uzyskane wyniki

Uzaleznienie od kokainy moze indukowa¢ zmiany neuroplastycznosci, a jej
dlugotrwale przyjmowanie ma wptyw na ekspresj¢ genéw kodujacych nie tylko biatka, ale
takze mate regulatorowe czasteczki RNA (miRNA) (Bali i Kenny, 2013). Wczedniejsze
badania ujawnily, ze czasteczki miRNA moga zmienia¢ morfologie dendrytéw
(Chandrasekar i Dreyer, 2009), inicjowa¢ dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne (long-
term potentiation, LTP) (Ryan i wsp., 2015) i indukowa¢ zmiany behawioralne (Dreyer,
2010). Wiele roznych czasteczek miRNA uczestniczy w post-transkrypcyjnej regulacji
ekspresji gendw zaangazowanych w plastycznos$¢ synaptyczng przez co mogg one wptywac
na proces synaptycznej adaptacji 1 rozwdj fenotypu uzaleznienia. Ponadto liczne dowody
pokazuja, ze kokaina moze indukowac przejsciowe 1 utrzymujace si¢ zmiany w ekspresji
genow, ktore sg wazne dla procesu uzaleznienia (Walker i wsp., 2015; Yuferov i wsp.,
2005). Wyniki badan wskazuja, ze DST, jest kluczowym obszarem moézgu dla eskalacji
przyjmowania kokainy, powstawania zachowan nawykowych oraz kompulsywnych
zachowan poszukiwawczych (Volkow i wsp., 2006). Dlatego postanowiliSmy ocenic¢
zmiany w ekspresji genéw kodujgcych: mate, regulatorowe czasteczki RNA (miRNA) oraz
biatka zaangazowane w ich transkrypcje 1 biogenezg u szczuroOw poddanych procedurze
samopodawania i wygaszania zachowan poszukiwawczych.

W naszym badaniu analizowali$my cztery dojrzate czgsteczek miRNA (miR-124, miR-
132, miR-134 i miR-212), ktore sg szczegodlnie wazne dla funkcji neurondw, plastycznosci
i uzaleznienia od substancji psychoaktywnych. Klaster miR-212/132 wydaje si¢ szczeg6lnie
interesujacy poniewaz reguluje geny kodujace biatka i enzymy wchodzace w skiad
kompleksow remodelujacych strukture chromatyny (np. MeCP2, p300 czy Kdm5A) ( Wanet
i wsp., 2012). W zwiazku z tym, ze w biogenez¢ i funkcje miRNA zaangazowana jest
zlozona maszyneria enzymatyczna, rozszerzyliSmy nasze badania na geny i biatka
zaangazowane w te procesy. Nasza uwage skupiliSmy na biatku argonaut-2 (Ago2),
Pumilio-2 (Pum2) i REST. Ago2 buduje katalityczny kompleks RISC (RNA-induced
silencing complex) uczestniczacy w obrobce miRNA i wyciszaniu docelowych mRNA.
Wezeséniejsze badania wykazaty, ze knock-out genu Ago2 w neuronach NAc ostabial
motywacyjny aspekt samopodawania kokainy (Schaefer i wsp., 2010), a chroniczne
podawanie kokainy zwigkszalo zar6wno poziom mRNA jak i bialka Ago2 w prazkowiu
szczurow. Biatko Pum2 reguluje wyciszanie gendw zalezne od miRNA, a w regionie

3'UTR mRNA Pum2 znajduje si¢ miejsce docelowe dla miR-134 (Fiore i wsp., 2009).
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Zaobserwowano rowniez, ze transkrypcyjny i epigenetyczny czynnik regulatorowy REST
(REL1 silencing transcription factor) moze kontrolowa¢ ekspresjg, przetwarzanie i funkcje
wielu miRNA oraz genow kodujacych biatka wazne dla funkcji neuronu (np. kanaty
jonowe, receptory neurotransmiteréw i pecherzyki synaptyczne) (Qureshi i Mehler, 2011).
Giusti 1 wsp. (2014) wykazali, ze chroniczne podawanie kokainy zwigkszylo poziom
MRNA REST w prazkowiu i NAc szczurdw.

Schemat przyjetego przez nas eksperymentu behawioralnego wraz z grupami
badanych zwierzat zostal szczegblowo opisany w czeSci merytorycznej pracy i
zilustrowany na rycinach 1 i 2 (P-1). Przeprowadzone badania wykazaly statystycznie
znamienny wzrost ekspresji miR-132 i -212 oraz mRNA i biatka REST jedynie u szczurow
aktywnie pobierajacych kokaing zarowno w fazie podtrzymania natogu jak i w 10. dniu
wygaszania zachowan poszukiwawczych (P-1, ryc. 3, 4, 5; tab. 2 1 3). Wyniki sugerujg ze,
aktywne przyjmowanie kokainy indukuje dlugotrwaty wzrost ekspresji miR-132 i-212 oraz
transkryptu 1 bialka REST. Powyzsze zmiany wigZzemy z motywacyjnymi wlasciwosciami
kokainy, poniewaz nie wystepuja one u zwierzat biernie otrzymujacych substancje. Wydaje
si¢, ze biatko REST mogloby by¢ molekularnym markerem zachowan motywacyjnych w
uzaleznieniu od kokainy. Przeprowadzona analiza Western Blot ujawnita, ze poziom biatka
Ago2 1 Pum2 wzrést w fazie wygaszania zachowan poszukiwawczych w grupie zwierzat
aktywnie przyjmujacych kokaine (P-1, ryc. 5). Zmiany w poziomie tych biatek
prawdopodobnie sg wynikiem nowej formy uczenia jaka jest wygaszanie zachowan
poszukiwawczych prowadzone w klatkach eksperymentalnych, ale aby potwierdzi¢ to
przypuszczenie konieczna jest dalsza analiza. Opierajac si¢ na uzyskanych wynikach 1
dostepnej literaturze sugerujemy przypuszczalne S$ciezki sygnalowe zaangazowane w
dhugotrwala, zaobserwowang w naszym badaniu, upregulacj¢ miR-132 i -212 (P-1, ryc. 6)
oraz prawdopodobny mechanizm interakcji miedzy miRNA a badanymi przez nas biatkami

(P-1, ryc. 7).

Dlugotrwale zmiany w ekspresji genow moga by¢ spowodowane zmianami
epigenetycznymi, ktére sa indukowane chronicznym przyjmowaniem kokainy (Robison i
Nestler, 2011). Zaobserwowane przez nas zmiany w poziomie ekspresji genu i biatka REST
oraz miRNA (czasteczek uczestniczacych w regulacji epigenetycznej) wydaja si¢
potwierdza¢ udziat kokainy w regulacji procesu transkrypcji poprzez jej wplyw na biatka i
elementy regulatorowe zaangazowane w ksztaltowanie struktury chromatyny. Trwalo$¢
glodu narkotykowego i ryzyko nawrotu przypisywane jest mechanizmom epigenetycznym,

ktore wydaja si¢ by¢ dobrym kandydatem wyjasniajacym dhugotrwale zmiany molekularne.
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Aktualnie wigkszo§¢ badan nad mechanizmami epigenetycznymi zaangazowanymi w
przyjmowanie i poszukiwanie kokainy skupia si¢ na strukturach dopaminergicznych
zwigzanych z uktadem nagrody. Badania gléwnie koncentruja si¢ na ocenie zmian metylacji
DNA i post-translacyjnych modyfikacji histonéw (posttranslational modifications - PTMs)
w NAc, regionie integrujacym uktad nagrody.

Biorac pod uwage fakt, iz w fazie wygaszania ma miejsce nowe, aktywne uczenie i
powstanie nowej hamujacej ,,pamieci wygaszania” (extinction memory) z udziatem PFC,
postanowiliSmy przeprowadzi¢ w tej strukturze analizy molekularne w fazie podtrzymania
natogu oraz wczesnej 1 poznej (3. 1 10. dzien) fazie wygaszania. Przeanalizowali§my profil
ekspresji gendw oraz poziomu metylacji 1 acetylacji bialek histonowych (histon H3 1 H4) w
PFC w grupie zwierzat aktywnie przyjmujacych kokaing oraz biernie otrzymujacych
kokaing lub sol fizjologiczng (kontrola). Diagram ilustrujacy poszczegolne etapy
eksperymentu behawioralnego oraz grupy badanych zwierzat prezentuje rycina 1 (P-2).
Analiza profilu ekspresji gendéw metodg mikromacierzy ujawnila zmiany w poziomie 416
transkryptow w PFC u zwierzat aktywnie przyjmujacych kokaing w poréwnaniu z kontrolg
(s6l fizjologiczna) (P-2, Material uzupehiajacy - tabela S1). Dodatkowo, przeprowadzona
analiza Gene Ontology (GO) pozwolila na pogrupowanie genéw pod katem ich funkcji
(GO.MF) i lokalizacji w komoérce (GO.CC) (P-2, Material uzupehiajgcy - tabela S2).
Wsérod genow o zmienionej ekspresji zidentyfikowaliSmy te ktore koduja enzymy
odpowiedzialne za post-translacyjne modyfikacje histonow, a nastepnie przeprowadziliSmy
ich analiz¢ w obrebie trzech grup zwierzat. Sposrdéd 7 z 9 wyselekcjonowanych genow
istotnie zwigkszong ekspresje obserwowano jedynie w grupie aktywnie przyjmujacej
kokaing co zobrazowano w postaci map cieplnych (heat maps) (P-2, ryc. 2).
Przeprowadzona przez nas analiza ekspresji wyselekcjonowanych genéow (metoda RT-
gPCR) w trzech punktach czasowych wykazata, ze zwierzgta aktywnie przyjmujace
kokaing maja podwyzszony poziom mRNA Kdm6a i Smarcc2 jedynie w fazie
podtrzymania natogu, a poziom Brdl zarowno w fazie podtrzymania jak i wezesnej fazie
(3. dzien) wygaszania zachowan poszukiwawczych (P-2, ryc. 3, tabela 3). Ponadto,
zaobserwowaliSmy wzrost pigciu transkryptow (Dotll, Kdmb5a, Kdm6a, Kdm6b i
Kdm7a/Jhdmld) wylacznie we wczesnej fazie wygaszenia zarOwno w grupie
samopodajacej jak i biernie otrzymujacej kokaing (P-2, ryc. 3, tabela 3). Uzyskane wyniki
wskazuja na to, ze zarbwno w fazie podtrzymania natogu i wygaszania zachowan
poszukiwawczych dochodzi do upregulacji genéw kodujacych wazne dla remodelingu

chromatyny biatka. Analiza zmian catkowitego poziomu acetylacji i metylacji bialek
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histonowych, uwzglgdniajaca 15 réznych modyfikacji korespondujacych ze zmiang w
ekspresji gendéw kodujacych enzymy modyfikujace, ujawnita wzrost acetylacji lizyny 9
histonu H3 (H3K9ac) i lizyny 8 histonu H4 (H4K8ac) w dwu grupach zwierzat tj. aktywnie
i biernie otrzymujacych kokaing (P-2, ryc. 4). WykazaliS$my, ze wigkszo$¢ analizowanych
genéw kodujacych enzymy promujace aktywny stan chromatyny zwickszalo swoja
ekspresje we wcezesnej (3. dzien) ale nie pdznej (10. dzien) fazie wygaszania zachowan
poszukiwawczych. Wykryty wzrost ekspresji genu Brdl, ktory koduje biatko wchodzace w
sktad kompleksu acetylotransferaz MOZ/MORF stymulujacego acetylacje histonow H3 1
H4, moze sugerowac¢ udziat kodowanego przez niego biatka w zaobserwowanym przez nas

wzro$cie poziomu acetylacji histonu H3K9 i H4K8.

Wskazuje si¢, ze oprocz zmian w PFC réwniez w HIP dochodzi do zmian
plastycznosci podczas fazy wygaszania zachowan poszukiwawczych (Gass i Chandler i
wsp., 2013). Stad wzrost zainteresowania HIP jako strukturg powigzang z uktadem nagrody,
zaangazowang w poszukiwanie (drug-seeking) i zdobycie narkotyku (drug craving)
wywolane kontekstem (Volkow i Fowler, 2000; Garcia-Fuster i wsp., 2012). Wedhg
Taubenfeld i wsp. (2010) mechanizmy hipokampalne majg decydujace znaczenie nie tylko
dla ustalenia preferencji miejsca indukowanej substancjg psychoaktywna, ale réwniez
powigzania pamig¢ci preferencji miejsca z wycofaniem substancji uwarunkowane;j
kontekstem. Dlatego postanowilismy przeanalizowaé, podobnie jak w PFC, profil ekspresji
genow w HIP we wczesnej (3. dzien) 1 poznej (10. dzien) fazie wygaszania zachowan
poszukiwawczych wykorzystujagc macierze ekspresyjne.

Analiza wynikOw macierzy ekspresyjnych wskazata 26 gendow o istotnie zwigkszonej
ekspresji utrzymujacej si¢ miedzy 3. a 10. dniem wygaszania reakcji instrumentalnej u
zwierzat aktywnie przyjmujacych kokaing w odniesieniu do kontroli (biernie otrzymujace;j
sol fizjologiczng) (P-3, tabela 1). Sposrod tych gendow do dalszych analiz wybraliSmy gen
kodujacy biatko Tet3, ktore ze wzgledu na udziat w procesie demetylacji DNA, moze
wplywac na aktywno$¢ transkrypcyjna genomu. Biatko Tet3 to enzym nalezacy do rodziny
TET (ten-eleven translocation), enzymy te biorg udzial w procesie oksydacji
5-metylocytozyny (5-mC) do 5-hydroksymetylocytozyny (5-hmC). Najnowsze badania
wskazuja na korelacje migdzy poziomem 5-hmC w obrgbie genu (gene body) a poziomem
jego transkryptu w mozgu czlowieka (Wen i wsp., 2014). Analiza ekspresji genoéw
regulowanych z udzialem bialka Tet3 wskazala, odpowiednio, 9 1 16 gendow
upregulowanych w 3. i 10. dniu wygaszania (P-3, tabela 2 i ryc. 2). Aby ustali¢ czy zmiany

w ekspresji genu Tet3 sa charakterystyczne tylko dla abstynencji kokainowej potaczonej z
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wygaszaniem, przeprowadziliSmy rdwniez analizy u zwierzat przechodzacych fazg
abstynencji w klatkach domowych (home cage). Dokladny przebieg eksperymentow
behawioralnych z uwzglednieniem grup badanych zwierzat, punktow czasowych i
sposobOw abstynencji/wygaszania prezentuje rycina 1 (P-3).

Walidacja ekspresji Tet3 metoda RT-qPCR potwierdzita statystycznie istotny wzrost
poziomu transkryptu w obu wczesnej i pdznej fazie wygaszania (P-3, ryc. 3). Ponadto,
obserwowalis$my spadek ekspresji genu Tet3 zaréwno w 3. jak i 10. dniu abstynencji w
klatkach domowych, jednak poziom transkryptu nie przekroczyl przyjetego w analizie
punktu odciecia (FCeutofr = 0,5) (P-3, ryc. 3). Dodatkowo, przeprowadzona przez nas analiza
statusu metylacji DNA regiondw promotorowych z wykorzystaniem metody MeDIP-chip
w obu fazach wygaszania zachowan poszukiwawczych ujawnita wiele promotoréw o
zroznicowanej metylacji w grupie zwierzat aktywnie przyjmujacych kokaing lub w grupie
kontrolnej (P-3, Materialy uzupehiajagce - tabela S1 i S2, ryc. S4). Wsérod
wyselekcjonowanych promotorow o zwigkszonej metylacji w grupie zwierzat
samopodajacych kokaine, znajdowaly si¢ te, ktore reguluja ekspresj¢ miRNA (P-3,
Materialy uzupehiajgce - tabela S3, ryc. S5). Dalsza analiza miejsc wigzania
zidentyfikowanych miRNA, przeprowadzona w oparciu o dost¢pne bazy danych, wskazata
na miR-30d i miR-let-7i (odpowiednio w 3. i 10. dniu), oba miRNA reguluja ekspresj¢ genu
Tet3, (P-3, Materialy uzupehiajace - ryc. S6). Co wazne, analiza poziomu docelowych
transkryptow dla miR-30d i miR-let-7i ujawnita ich upregulacj¢ w obu fazach wygaszania
(P-3, ryc. 4). W zwigzku z obserwowanym wzrostem ekspresji genu Tet3,
przeprowadziliSmy ocene¢ catkowitego poziomu 5-hmC w hipokampalnym DNA zar6wno
w 3. jak i 10. dniu abstynencji od kokainy u zwierzat przebywajacych w klatkach
domowych oraz klatkach eksperymentalnych (wygaszanie). Wykazaliémy statystycznie
istotny wzrost catkowitego poziomu 5-hmC jedynie podczas fazy wygaszania w grupie
samopodajacej kokaing, natomiast u zwierzat przebywajacych w klatkach domowych
poziom 5-hmC byt zblizony do kontroli (P-3, ryc. 5). Uzyskane wyniki wskazuja, ze
abstynencja kokainy pofaczona z wygaszaniem zachowan poszukiwawczych (ale nie z
przebywaniem zwierzat w klatkach domowych) tworzy odmienny wzor ekspresji Tet3 i 5-
hmC w HIP i prowadzi do dlugotrwalych zmian w poziomie transkryptu Tet3 z
rownoczesnym wzrostem calkowitego poziomu 5-hmC jedynie u zwierzat aktywnie
pobierajacych kokaing. Zaobserwowany przez nas utrzymujacy si¢ podwyzszony poziom
MRNA Tet3 wigzemy ze zwickszong metylacja promotorow genéw miR-30d i miR-let-7i,

ktorych miejsca docelowe znajduja si¢ w regionie 3'UTR genu Tet3. W oparciu 0 uzyskane
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wyniki i dostgpna literature, opracowali$my schemat mozliwych interakcji zachodzacych
na réznych poziomach oddziatywah molekularnych w HIP szczura w fazie abstynencji
kokainowej (P-3, ryc. 6).

Wykazano, ze 5-hmC moze by¢ nowym znacznikiem epigenetycznym dziatania kokainy, a
indukowany przez substancje wzrost 5-hmC w NAc myszy pozytywnie wplywat na
ekspresje genow (Feng 1 wsp., 2015). Postulujemy, ze wykazane w naszym badaniu zmiany
moga mie¢ bezposredni wplyw na transkrypcje gendw, ktoére wpltywaja na procesy
uczestniczagce w hamowaniu zachowan poszukiwawczych. Co wydaje si¢ znajdowac
potwierdzenie w zakonczonych w ostatnim czasie badaniach przeprowadzonych przez nasz
zesp6t (Frankowska et al., manuskrypt przedtozony do recenzji).

W aspekcie procesoOw regulujagcych funkcjonowanie epigenomu i genomu nie mozna
zapomina¢ o neurotoksycznym wptywie kokainy na procesy komoérkowe. Neurotoksyczny
efekt dziatania kokainy moze by¢ spowodowany wzrostem poziomu dopaminy
(toksycznos¢ wynikajaca z metabolizmu dopaminy) i/lub reaktywnymi formami tlenu
(ROS) oraz dysfunkcjg mitochondriow (Lepsch i wsp., 2015). Wiadomo, ze mitochondria
sg wazne dla projekcji neuronalnej i plastycznosci synaptycznej, zapewniajg optymalny
poziom neurotransmisji generujac ATP i buforujac poziom Ca?* (Billups i Forsythe, 2002;
Sheng 1 Cai, 2012). Pojawily si¢ dowody na to, iz istnieje zwigzek migdzy
mitochondrialnym DNA (mtDNA) a strukturg neuronu, jak réwniez migdzy mtDNA a
aksonalng i synaptyczng aktywnos$cig (Roubertoux i wsp., 2003).

Sugeruje si¢, ze kokaina moze wplywaé na ekspresje gendow jadrowych i
mitochondrialnych, jak réwniez dynamike mitochondriow poprzez stres oksydacyjny
(oxidative stress, OS). Ponadto, OS wptywa na ilos¢ mitochondriow, integralnosc¢ i liczbg
kopii mtDNA (Lee i Wei, 2005). Wczesniejsze badania przeprowadzone przez zespo6t Prof.
Matgorzaty Filip wykazaty, ze samopodawanie kokainy nasila aktywno$¢ dysmutazy
nadtlenkowej w HIP i1 PFC, ktora utrzymuje si¢ nawet po wycofaniu kokainy (Pomierny-
Chamioto 1 wsp., 2013). Aby oceni¢ funkcjonowanie genomu jadrowego i
mitochondrialnego w okresie wygaszania natogu przeprowadzaliSmy analizy molekularne
w obu wyzej wspomnianych strukturach mézgu (waznych dla neuroadaptacji zwigzanej z
procesem uzaleznienia) u szczuréw aktywnie przyjmujacych kokaing lub biernie opisany w
czesei ,,Materialy i metody” (P-4). W przeprowadzonych przez nas badaniach, we wczesnej
(3. dzien) fazie wygaszania zachowan poszukiwawczych, oceniali$my liczbe kopii mtDNA
oraz poziom ekspresji genéw mitochondrialnych i genow jadrowych zaangazowanych w

metabolizm 1 dynamik¢ mitochondriow.
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Wykazali$my, ze liczba kopii mtDNA w HIP i PFC byta ponad 4-krotnie wyzsza w 3. dniu
wygaszania u zwierzat samopodajacych kokaing w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych
(P-4, ryc. 3). Ponadto, zaobserwowali$my statystycznie znamienny wzrost ekspresji genow
mitochondrialnych ND1 i ND6 w obu badanych strukturach mozgu (P-4, ryc. 4). Analiza
danych pochodzacych z mikromacierzy ekspresyjnych wykazata zmiany w ekspresji 486
gen6w w PFC i 135 genow w HIP (P-4, ryc. 1, Materiat uzupetniajacy - tabela S1 i S2) oraz
79 gendéw wspdlnych dla obu struktur (P-4, ryc. 1, Materiat uzupehiajacy - tabela S3). W
oparciu o analiz¢ Gene Ontology (GO) obejmujaca 3 kategorie funkcjonalne ustalilismy,
pule genow nalgzace do grup ontologicznych, takich jak ,,mitochondrialna blona
wewnetrzna”,  ,,macierz  mitochondrialna”, ,mitochondrialny  nukleoid” czy
,mitochondrialna fuzja i fizja” szczegdtowe informacje zawarte sg w tabeli 1 (P-4). Dalsza
analiza przeprowadzona w HIP i PFC wykazata upregulacje genéw zaangazowanych w: (1)
fosforylacje oksydacyjng (Ndufaf2, Ugcrg, Oxnadl i Cox7c); (ii) formowanie nukleoidu
oraz transkrypcje i replikacje mtDNA (Tfam, Dna2, Pbh, Hadha i Cpsl); (iii) dynamike
mitochondriow - proces fuzji/fizji (Mfnl, Opal, Mtfrl i Opa3) (P-4, ryc. 2a-c). Dodatkowo,
zarowno w HIP jak i PFC zaobserwowalismy wzrost ekspresji genéw indukowanych
stresem siateczki endoplazmatycznej (ER stres) jedynie u zwierzat samopodajacych
kokaine co sugeruje, ze indukuje ona ER stres (P-4, ryc. 2d). Zaobserwowane przez nas
zmiany, takie jak upregulacja genow jadrowych kodujgcych biatka wchodzace w sktad I i
IIT kompleksu tancucha oddechowego oraz wzrost liczby kopii mtDNA z rdwnoczesnym
wzrostem ekspresji genéw mitochondrialnych kodujacych podjednostki I kompleksu
fancucha oddechowego, moga wskazywa¢ na wzrost zapotrzebowania energetycznego
zwigzanego z procesami neuroadaptacji podczas wygaszania zachowan poszukiwawczych
u zwierzat samopodajacych kokaing. Ponadto, wysoce prawdopodobne jest, ze wzrost
liczby kopii mtDNA spowodowany byt OS, co wydaja si¢ potwierdza¢ badania in vitro i
obserwowane zmiany w PFC pacjentow z autyzmem (Gu i wsp., 2013, Lee i wsp., 2000).
Z kolei, wykazane przez nas zmiany w ekspresji genow kodujacych biatka zaangazowane
w dynamike mitochondriow, moga by¢ istotne z punktu widzenia gestosci i plastycznos$ci

synaptycznej, czyli kluczowych zjawisk dla rozwoju uzaleznienia.

Wyniki badan dotyczace zaleznosci migdzy funkcja mitochondridow, liczba kopii
mtDNA, regulacja epigenetyczng genomu jadrowego 1 mitochondrialnego a uzaleznieniem
od substancji psychoaktywnych zawarte zostaly w pracy pogladowej (P-5). Mitochondria
sg szczegolnie wazne dla tkanek wykazujacych duze zapotrzebowanie energetyczne (np.

mozg, miesnie szkieletowe czy migsien sercowy), wlasciwa regulacja biogenezy i funkcji
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mitochondridow jest kluczowa dla utrzymania homeostazy energetycznej. Mitochondria jako
jednostki potautonomiczne posiadaja wlasny genom, jego struktura w ktorej uwzgledniono
obecno$¢ ostatnio zidentyfikowanych gendéw kodujacych mate i duze czasteczKi
nieckodujacego RNA (ncRNA) przestawiona zostata na rycinie 1 (P-5). Cechy jadrowego i
mitochondrialnego DNA zestawiono w tabeli 1 (P-5). Istnieje wzajemna komunikacja
(cross-talk) miedzy jadrem a mitochondriami, wigkszo$¢ bialek mitochondrialnych
kodowana jest przez genom jadrowym (~1500 gendéw). Zatem jadro komoérkowe wptywa
na replikacje 1 struktur¢ mitochondriow oraz ich i1lo§¢ w komorce kontrolujgc proces fuzji,
fizji i mitofagii (Wallace, 2010). Ostatnie badania wskazujg na obecnosci jadrowych
mMIRNA we frakcji mitochondrialnej, jak rowniez biatek uczestniczacych w ich biogenezie
(m.in. argonaut-2) (Li i wsp., 2012).

Wiadomo, ze procesy, takie jak replikacja 1 ekspresja genomu jadrowego oraz modyfikacja
struktury chromatyny wymagaja energii dostarczanej przez mitochondria. Wykazano, ze
liczba kopii mtDNA 1 aktywnos$¢ mitochondridéw wptywaja na poziom metylacji jadrowego
DNA (Bellizzi i wsp., 2012). Najnowsze badania wskazujg, ze mtDNA moze ulegaé
metylacji, u kilku gatunkow ssakow zidentyfikowano mitochondrialng izoform¢ DNMT 1
(szczegdtowe informacje zwiera tabela 2, P-5).Ponadto, wykazano obecno$¢ innych
metylotransferaz DNA (DNMT3A 1 3B) w mitochondriach mozgu cztowieka 1 myszy.
Transmisja synaptyczna wymaga mitochondrialnego ATP, ktorego poziom w znacznym
stopniu zalezy od funkcji mitochondriéw 1 zaopatrzenia w tlen. Sugeruje si¢, ze zmiany w
mtDNA 1 zaburzenie funkcji mitochondridow maja wplyw na neurotransmisje 1 s3
zaangazowane w proces uzaleznienia od substancji psychoaktywnych (Feng i wsp., 2013).
W tabeli 3 zestawiono wplyw substancji psychoaktywnych i alkoholu na genom
mitochondrialny i jadrowy w eksperymentalnych modelach in vitro i in vivo (P-5). W pracy
graficznie przedstawiony zostal wplyw substancji psychoaktywnych na funkcjonowanie
genomu mitochondrialnego 1 jadrowego oraz kierunki regulacji transkrypcyjnej i1

epigenetycznej obu genomow (P-5, ryc. 2).

Substancje uzalezniajace, w tym kokaina, nasilaja neurotoksycznos$¢ podnoszac
poziom OS, ktory w efekcie skutkuje zaburzeniem funkcji mitochondriéw i mtDNA. Zatem
wysoce prawdopodobne jest, ze substancje psychoaktywne zaburzajac funkcje
mitochondriow mogg zaktdca¢ ich komunikacj¢ i oddziatywanie z jadrem komérkowym

poprzez wplyw na procesy regulacji epigenetycznej.
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Ryc. 3 Wplyw substancji psychoaktywnych na regulacje epigenetyczng i transkrypcyjna

genomu mitochondrialnego i jadrowego (rycina 2 z P-5).

Podsumowanie

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano model dozylnego samopodawania
kokainy u szczuréw. Analizy molekularne wykonano w okresie samopodawania kokainy
oraz we wczesnej (3. dzien) i péznej (10. dzien) fazie jej odstawienia przeprowadzanej w

klatkach eksperymentalnych (wygaszanie) lub klatkach domowych.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wyciaggna¢ nastepujace wnioski:

1. Aktywne przyjmowanie kokainy indukuje utrzymujacy si¢ w okresie odstawienia (3.
lub 10. dzieh wygaszenia) wzrost ekspresji gendw kodujacych biatka i czasteczki
regulatorowe zaangazowane w regulacje epigenetyczng (miR-132 i -212, REST, Brdl i
Tet3). Ze wzgledu na to, ze zmiany W ekspresji miRNA, REST i Brdl nie wystepuja u
zwierzat biernie przyjmujacych kokaine, nalezy je przypisa¢ motywacyjnemu efektowi
dziatania substancji.

2. Zaobserwowany wzrost ekspresji genu Brdl, kodujacego biatko kompleksu
acetylotransferaz MOZ/MORF oraz wzrost acetylacji lizyny 9 w histonie H3 i lizyny 8
w histonie H4 w PFC w fazie wygaszania zachowan poszukiwawczych moze §wiadczy¢
o wzajemnym oddziatywaniu genomu jadrowego i epigenomu. Obserwowane zmiany
przypisa¢ jednak nalezy farmakologicznemu efektowi dziatania kokainy poniewaz

wystepuja one zardéwno u zwierzat aktywnie jak i biernie otrzymujacych kokaing.
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3. Wzrost ekspresji genu Tet3 oraz wzost catkowitego poziomu 5-hmC obserwowany w
HIP zwierzat przechodzacych okres odstawienia od kokainy w klatkach
eksperymentalnych (a nie domowych) wskazuje na to, ze rodzaj abstynencji moze mie¢
istotny wplyw na ekspresje¢ czynnikow zaangazowanych w epigenetyczng regulacje
hipokampalnego genomu, ktorego ekspresja jest wazna podczas tworzenia ,,nowej”
pamigci.

4. Ujawniony w fazie wygaszania zachowan poszukiwawczych w PFC 1 HIP wzrost liczby
kopii mtDNA oraz poziomu transkryptow gendow mitochondrialnych 1 jadrowych
kodujacych biatka tancucha oddechowego oraz biatka odpowiedzialne za dynamike
mitochondriow moze $wiadczy¢ o zwigkszonym zapotrzebowaniu energetycznym w
zwiazku z procesami neuroadaptacji jakie towarzyszg aktywnemu uczeniu i tworzeniu

nowej hamujgcej pamigci wygaszania.

Uzyskane przez nas wyniki dostarczaja nowych informacji na temat zmian
molekularnych obserwowanych na poziomie genomu (jadrowego i mitochondrialnego)
oraz epigenomu u zwierzat w okresie wygaszania natogu narkotykowego. Wiedza na temat
zmian zachodzacych w fazie wygaszania jest szczegdlnie wazna w aspekcie nawrotu do
natogu 1 opracowania skutecznego leczenia uzaleznienia od kokainy. Nasze wyniki
stanowig podstaw¢ do dalszych poglebionych, ukierunkowanych badan i analiz, ktorych
celem bedzie opracowanie nowych skuteczniejszych substancji wykorzystanych w terapii

uzaleznien.

5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH:

a) osiggniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

W czasie studiow na wydziale biologii interesowalam si¢ genetyka, szczegdlnie
genetyka czlowieka. Po skonczeniu studidow i odbyciu stazu u prof. Janusza Limona
(Akademia Medyczna, Gdansk) i prof. Bogdana Katuzewskiego (Akademia Medyczna,
1.6dZ) zorganizowalam pracowni¢ cytogenetyczng w Wojewddzkim Szpitalu Dziecigcym
w Toruniu w ktorej zajmowatam si¢ diagnostyka aberracji chromosomowych zaréwno u
dzieci jak 1 dorostych. W 6wczesnym czasie takie pracownie istnialy tylko przy osrodkach
akademickich, dlatego jej powstanie w naszym szpitalu uznaj¢ za swoj sukces. W latach

2000-2003 rozpoczgtam swoja karier¢ naukowa w Instytucie Biologii Ogodlnej i
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Molekularnej UMK w Toruniu pod kierunkiem prof. Anny Goc w Pracowni Genetyki. Tu
przystapitam do badan nad poziomem ekspresji genu CD39 w kontekscie jego zwiazku ze
zmianami miazdzycowymi w naczyniach krwionosnych. Gen CD39 koduje ekto-apyraze,
enzym ENTPD1 ktory jak wykazaty badania in vitro zapobiega agregacji ptytek. Enzym
posiada duza specyficzno$¢ substratowa do ATP i ADP, dzigki temu, Zze obniza poziom
ADP hamuje proces agregacji ptytek krwi, zmniejszajac ryzyko zawalu serca. Ekspresja
tego genu jest tkankowo-specyficzna, a wysoki poziom mRNA obserwuje si¢ w srodblonku
naczyn, ptucach 1 nerkach. Stad tez przedmiotem moich badan byt $rodblonek naczyn
krwiono$nych pochodzacy od o0sdb posiadajgcych zmiany miazdzycowe w naczyniach
(potwierdzone badaniami) oraz $rodbtonek bez zmian pochodzacy od zdrowych dawcow.
Jednak ze wzgledu na konieczno$¢ zmiany miejsca zamieszkania nie mogtam kontynuowac
rozpoczgtych przeze mnie badan.

W latach 2003-2009 pracowatam na Akademii Medycznej we Wroctawiu (obecnie
Uniwersytet Medyczny) pod kierunkiem prof. dr hab. Tadeusza Dobosza w Zakladzie
Technik Molekularnych gdzie rozpoczetam prace nad konstrukcjg wektora ekspresyjnego,
ktory mial by¢ w przyszto$ci wykorzystany do terapii genowej pacjentéw z niedokrwieniem
konczyn dolnych (critical limb ischemia, CLI). Moim celem bylo stworzenie
funkcjonalnego wektora ekspresyjnego zawierajacego sekwencje genu VEGF. Gen ten
koduje $rodblonkowo-naczyniowy czynnik wzrostu, ktéry jest kluczowym czynnikiem
inicjujagcym 1 stymulujagcym proces angiogenzy. Leczenie pacjentéw z niedokrwieniem
serca 1 konczyn biatkiem VEGF ze wzgledu na jego krotki okres péttrwania nie przynosito
zadowalajacych efektow. Bardziej obiecujagca w tych przypadkach wydawata si¢ terapia
genowa, dlatego rozpoczetam prace nad opracowaniem sekwencji cDNA, izoformy 165,
genu VEGF-A, a nastepnie wklonowaniem jej do plazmidu ekspresyjnego pod kontrola
promotora, zapewniajacego wydajng ekspresje. Analizy in vitro na linii komorkowe;j
CHOPro5 z wykorzystaniem wektoréw zawierajacych sekwencje¢ GFP i rdzne promotory
potwierdzity zdolnos¢ ekspresyjna transgenu oraz umozliwity mi wybor promotora CMV,
ktory zapewnial wysoki poziom jego ekspresji. Przeprowadzone badania wstepne
pozwolily na skonstruowanie wektora ekspresyjnego pcDNA3-VEGF165, ktorego
funkcjonalno$¢ zostata potwierdzona w transfekowanych komoérkach linii HUVEC. Wyniki
badan zostaly opisane w rozprawie doktorskiej, a nastgpnie opublikowane (zalgcznik 4,
poz. 1Ib/lll-6). We wspolpracy z Katedra i Klinika Chirurgii Naczyniowej i
Transplantologii AM we Wroctawiu oceniali§my kliniczne 1 histologiczne skutki terapii

genowej z wykorzystaniem przygotowanego wektora u pacjentow z CLI (zalacznik 4, poz.
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I1b/111-2). Jeszcze w trakcie prowadzenia prac, w roku 2006, nasz zespot wystapit z
whnioskiem o udzielenie patentu wynalazczego do Urzgdu Patentowego RP. W dniu 31 lipca
2012 otrzymali$my patent nr PL 211 996 B1 na wynalazek pt. ,,Eukariotyczny wektor
ekspresyjny kodujacy cytoking VEGF165, sposob jego wytwarzania i zastosowanie”.

b) osiggniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam prace w obszarze angiogennej terapii

genowej. Bratam udzial w pracach interdyscyplinarnego zespotu, ktory rozpoczat badania
nad terapig genowg (tylko wektor) i komorkowo-genowa (komorki macierzyste i wektor) u
pacjentow z CLI. Pacjenci, ktorzy przystapili do badania byli zakwalifikowani do amputacji
konczyny ze wzgledu na martwicg stopy oraz bdle spoczynkowe i nocne. Po domig§niowe;j
iniekcji plazmidu pcDNA3-VEGF zaobserwowalismy wzrost stezenia VEGF w surowicy
pacjentow z CLI w porownaniu do zdrowej kontroli, pomigdzy 14 a 90 dniem, po
zastosowaniu terapii. Blisko 40% pacjentow po terapii nie wymagato amputacji, badania
histologiczne i immunohistochemiczne mig$ni z amputowanych konczyn wykazaly $lady
tworzenia nowych naczyn krwionosnych. Nasze badania jednoznacznie wskazaty, ze
terapia byla bezpieczna dla pacjenta 1 u czes$ci pacjentow pozwolita zapobiec amputacji
konczyn. Ponadto, stwierdziliémy, ze terapia hybrydowa, czyli iniekcja komodrek
progenitorowych, pochodzacych za szpiku kostnego pacjenta, w polaczeniu z wektorem
dawata zdecydowanie lepszy efekt terapeutyczny (zalacznik 4, poz. 11a-6).
Interesowatam si¢ rowniez regulacjg procesu angiogenezy na poziomie molekularnym,
dlatego we wspolpracy z naszym zespolem przygotowalam projekt badawczy, ktérego
celem byla analiza metylacji genomowego DNA u pacjentow z CLI oraz identyfikacja
czasteczek istotnych dla procesu angiogenzy. Projekt uzyskat finansowanie Narodowego
Centrum Nauki. Wyniki przeprowadzonych badan in vitro wskazaty na istotny udziat
regulacji epigenetycznej w proliferacji komorek progenitorowych i ich wlasciwosciach
proangiogennych (np. metylacja genu VEGF). Jednakze, nie wykazaliSmy zalezno$ci
migdzy CLI a metylacja promotora VEGF oraz obecnosci specyficznych dla tej choroby
polimorfizméw. Zaobserwowali§my, natomiast znaczacy wzrost ekspresji genow
indukowanych stresem $cinajacym (shear stress) (MMP9, CDH5 i ITGA4) oraz genu HIF-
1o (czynnik transkrypcyjny) z wspoétistniejaca upregulacja gendw docelowych, takich jak
VEGF-A i FLT1 kodujacych istotne dla procesu angiogenezy biatka (zalacznik 4, poz. |la-
27).
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Zachecona, ale rownoczesnie nie w pelni usatysfakcjonowana, wynikami wczes$niej
prowadzonych préb klinicznych, rozpoczegtam pracg nad przygotowaniem nowego projektu
badawczego w ramach programu Innowacyjna Gospodarka 2009-2013. Projekt stanowit
cze$¢ grantu ,,WROVASC - Zintegrowane Centrum Medycyny Sercowo-Naczyniowej”, o
ktory aplikowat Wojewodzki Szpital Specjalistyczny we Wroctawiu Osrodek Badawczo-
Rozwojowy. Projekt obejmowat konstrukcje wektorow plazmidowych mono- i
bicistronowych zawierajacych geny VEGF, Ang-1, bFGF, HGF i PGIS oraz oceng ich
zdolno$¢ do transfekcji komorek. Mial rowniez na celu okreslenie zdolnosci transgenu do
indukcji ré6znicowania komorek progenitorowych CD133+ i CD34+ w obecnosci roznych
czynnikow (np. biatka P-39 lub HIF-1a). Ponadto, zaktadat przeprowadzenie prob indukcji
terapeutycznej angiogenezy u zwierzat z wykorzystaniem opracowanych wektorow
ekspresyjnych. Grant WROVASC z opracowanym przeze mnie zadaniem badawczym
uzyskatl finansowanie na przetomie roku 2008/2009. Ze wzgledu jednak na konieczno$é
zmiany miejsca zamieszkania nie moglam podja¢ si¢ realizacji tego zadania, bylo ono
prowadzone przez zespot kierowany przez prof. dr hab. Tadeusza Dobosza a podjete prace

zaowocowaly publikacjami w czasopismach z impact factorem.

W ramach szeroko zakrojonej wspolpracy naszego zakladu z jednostkami Akademii

Medycznej we Wroctawiu wspolpracowatam z:

1. Katedrg i Klinikg Angiologii, Nadci$nienia i Diabetologii wykonujac analizy ekspresji
gendw w monocytach pacjentow z cukrzyca przed i po terapii rosiglitazonem. Uzyskane
wyniki wskazywaly na to, ze terapia obnizyta ekspresj¢ prozapalnych gendéw IL-8 i
TNFo ale nic wptywala na ekspresjec PPARy, RAGE i ADAM17 (zalacznik 4, poz. Ila-
1,-4i 1Ib/111-9).

2. Katedra i Klinikg Gastroenterologii i Hepatologii badajac polimorfizmy i ekspresj¢
genu CARD15 u pacjentow z chorobg Lesniowskiego-Crohna (Crohn disease, CD) oraz
polimorfizmy genu CYP2C19 u pacjentow z chorobg refluksowa przetyku
(gastroesophageal reflux disease, GERD). Wykazalismy, ze ekspresja genu CARD15
(jest to jeden z gendow podatnosci na chorobe Lesniowskiego-Crohna) byta znaczaco
wyzsza u pacjentow CD niz u zdrowej kontroli. Poziom mRNA zalezal od wieku
pacjenta oraz czasu trwania choroby i korelowatl z markerami stanu zapalnego (ESP i
CRP). Ponadto, rodzaj terapii mial wplyw na poziom ekspresji, ktorej wzrost
obserwowano po leczeniu sterydami i1 azotiopryna, za$ spadek po podaniu przeciwciat

anty-TNFa. ZaobserwowaliSmy, po raz pierwszy, ze badane przez nas polimorfizmy w
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genie CARD15 (R702W , G908R i 1007fs) nie wptywatly na jego ekspresje (zalacznik
4, poz. l1a-26; 11b/111-4,-5 1 111/1-3,-4,-6).

Kolejnym zadaniem badawczym byta analiza polimorfizmu 681G—A w genie
CYP2C19 u pacjentéw z powiktang i niepowiktang postaciag GERD. Podstawa terapii sg
inhibitory pompy protonowej, leki z tej grupy metabolizowane sg przez enzymy
cytochromu P450, a polimorfizmy izoenzymoéw wchodzacych w sktad tego sytemu
warunkujg szybko$¢ przemiany lekow. Wykazalismy, ze wigkszo$¢ pacjentow z
niepowiktang postacig GERD to szybcy metabolizerzy, jednak polimorfizm CYP2C19
wydaje si¢ nie mie¢ zwigzku z rozwojem cigzkich powiktan choroby (zalacznik 4, poz.

11a-9).

3. Katedrg i Klinikg Dermatologii, Wenerologii i Alergologii w ramach badan nad
ziarniakiem grzybiastym (mycosis fungoiges, MF). Wykonywatam analiz¢ ekspresji
onkogenow (Bcl-2, c-Myc, H-Ras, K-Ras i N-Ras) oraz miRNA (miR-15a, miR-16, miR-
155, let-7a, let-7d i let-7f) w bioptatach skory pacjentow z roznym stadium MF. Badanie
to pokazalo istotnic zmniejszong ckspresje onkogenow Bcl-2, H-Ras i N-Ras u
pacjentow z MF w stosunku do zdrowej kontroli, ale nie miato to zwigzku ze stadium
zaawansowania choroby, przerzutowos$cig i przezywalno$cig. Dodatkowo, analiza
ekspresji miRNA ujawnita, ze ekspresja wszystkich badanych miRNA byla wyzsza u
pacjentow z wczesnym stadium MF. Ponadto, u pacjentow z przerzutami wykazaliSmy
nizszy poziom transkryptow dla let-7a, let-7d i let-7f. Wykorzystujgc jednoczynnikowg
analize przezycia i1 wieloczynnikowy model regresji Coxa ustalilismy, ze poziom
ekspresji let-7a byt niezaleznym czynnikiem prognostycznym (zalacznik 4, poz. lla-
12,-13).

Poza wspolpracg z klinikami bratam udzial w pracach wieloosrodkowego zespohu
kierowanego przez prof. Mikotaja Urbanowskiego z Katedry Archeologii Uniwersytetu
Szczecinskiego. Badania dotyczyty znaleziska w jaskini Stajnia na Jurze Krakowsko-
Czestochowskiej gdzie odkryto $lady osadnictwa neandertalskiego. Wsrdd licznych
szczatkow wielu gatunkow zwierzat odkryto rowniez pierwsze w tej czesci Europy szczatki
neandertalczykow (zab). W naszym zakladzie wyizolowaliémy z zgba material genetyczny
(DNA) przy uzyciu nieniszczacej techniki, tak aby zab pozostal nietknigty i mogt byé
wykorzystany w badaniach antropologicznych. Aby udowodni¢ neandertalskie
pochodzenie zeba, podjelam probe wklonowania do plazmidu pCR®2.1-TOPO

mitochondrialnego DNA, a nast¢gpnie namnozenia go w bakteriach E. coli i
20|Strona



zsekwencjonowania. Dzigki wspotpracy z prof. Paabo z Lipska, ktéry kierowat pracami nad
sekwencjonowaniem genomu neandertalczyka, uzyskaliSmy startery do reakcji PCR.
Wsréd wklonowanych fragmentéw nie otrzymatam jednak oczekiwanej sekwencji
nukleotydowej, prawdopodobnie ze wzglgdu na wiek probki stan mtDNA nie byt
odpowiedni aby przeprowadzi¢ identyfikacje. Dodatkowe analizy genetyczne genomowego
DNA pozwolily ustali¢ ple¢ osobnika (meska), ale uzyskany produktu PCR dla genu
amylogeniny nie miat typowej wielkosci charakterystycznej dla czlowieka czy matp, miat

on dlugo$¢ posrednia. (zalacznik 4, poz. l1a-5).

W roku 2009 po zmianie miejsca zamieszkania podjetam pracg w Zakladzie
Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekéw Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie pod
kierunkiem Pani prof. dr hab. Wiladystawy Anny Daniel. Prowadzitam badania nad
stopniem i specyficzno$cig lezji w roznych strukturach mozgu szczuréw po dokomorowym
podaniu niskich dawek 6-OHDA oraz rolg ukladu noradrenergicznego i
serotoninergicznego w regulacji ekspresji cytochromu P450 w watrobie. WykazaliSmy, ze
niskie dawki 6-OHDA (25 lub 50 pg/komorg) selektywnie niszczg uktad noradrenergiczny
(NA) nie wptywajac na poziom dopaminy. Metoda dokomorowego podania 6-OHDA moze
by¢ wykorzystana do selektywnej lezji uszkadzajgcej neurony NA. Ponadto, nasze badania
pokazaly, ze uklad noradrenergiczny reguluje watrobowy cytochrom P450, obserwowane
zmiany dotyczyty izoenzymow CYP1A1, CYP2C6/C11 1 CYP3A1/2, ktére zaangazowane
sg w metabolizm sterydow i lekow. Uzyskane wyniki wydajg si¢ szczeg6lnie wazne w
przypadku pacjentow przyjmujacych leki dzialajace na uklad katecholaminergiczny.
Pacjenci poddani politerapii powinni by¢ monitorowani pod kgtem mozliwych interakcji
lekow, a nowe neuroaktywne leki powinny by¢ testowane w kierunku interakcji z
cytochromem P450 (zalacznik 4, poz. 11a-8,-15,-16,-22,-24 i 111/1-8,-9).

Obecnie kontynuuj¢ badania nad identyfikacja i trwato$cig zmian epigenetycznych
w mozgu szczurow W okresie nawrotu do natogu. Badania, ktore prowadze w Zakltadzie
Farmakologii Uzaleznien Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie, koordynowane sa

przez prof. Matgorzate Filip.
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